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Técnicas basicas para la caracterizacion de baculovirus

Este capitulo recoge, en forma de protocolos, las técnicas mas empleadas en la
caracterizacion bioquimica (Apartada 6) vy bicldgica (Apartado 7) de los baculovirus,
asi como los pasos previos que preceden a estos analisis. En un primer punto se
explica brevemente como se realiza la recoleccion del material viral en campo y se
describen los sintomas caracteristicos de los insectos infectados por un baculovirus
y la forma de observarlos al microscopio dptico, los dos primeros indicios gue nos
sefialan si.éstamos ante una infeccién por baculovirus. El segundo apartado trata
los distintos métodos que existen para la multiplicacion de los virus: in vivo utilizan-
do insectos, que es la forma en la que se producen hoy en dia los baculovirus que
se emplean con fines bicinsecticidas. e in vifro, utilizando cultivos de células de
insectos y que estd en estos momentos en desarrollo para la produccion masiva de
virus, especialmente los recombinantes obtenidos mediante bictecnologia. La puri-
ficacion de cuerpos de inclusién (OBs), de viriones derivados de OBs (ODVs), de
viriones brotantes (BVs) o de ADN gendmico viral, en el tercer apartado, son pasos
esenciales previos a la caracterizacidon bioquimica o a la titulacion de la muestra
viral, entre otras cosas. En el cuarto apartado se detallan los distintos métodos que
se siguen para titular una suspension de OBs o de BVs, de especial importancia
para llevar a cabo la separacion de variantes genotipicas formando parte de un ais-
lado y que se describe en el siguiente apartada, o para los bioensayos de actividad
bialdgica. Las técnicas que se detallan para la caracterizacion bioquimica, en el
apartado sexto, incluyen por un lado el analisis de proteinas estructurales, tanto de
la matriz cristalina formada par poliedrina o granulina, como de las que forman parte
de los viriones; y por otro, el del ADN gendmico, digerido con endonucleasas de res-
triccion. Por Ultimo, en el apartado de caracterizacion bioldgica, se describen los dis-
tintos métodos de inoculacion de insectos que se utilizan para realizar los bicensa-
yos de actividad biclégica y se muestran los protocolos para determinar el espectro
de huéspedes de un baculovirus, la cantidad de progenie viral que es capaz de
generar en una especie huésped determinada y el peso que alcanzan las larvas
infectadas con un baculovirus concreto. Los métodos para determinar la dosis y con-
centracion letal media, asi como el tiempo medio que tardan las larvas infectadas en
morir ya se han descrito en el Capitulo 7 de este libro.

1. Técnicas de identificacién

El material viral por caracterizar se puede obtener tanto de huéspedes recolec-
tados en campo como de laboratorios comerciales y de investigacion.
Basicamente, la recoleccion de baculovirus silvestres se centra en la busqueda de
los habitats naturales de los huéspedes de interés y se realiza de forma manual
(Lacery ¥ BRooks, 1997). Una vez el material recolectado en campo llega al labo-
ratorio, todos los huéspedes vivos se someten a cuarentena y el posible material
infectado debe ser aislado y conservado a —20 6 -40°C hasta su futuro analisis.

El laboratorio se esta convirtiendo en ctra fuente de material viral, dado que a
partir de virus silvestres puede obtenerse una gran variedad de genotipos nuevos

*
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Los baculovirus y sus aplicaciones como hisinsecticidas en el control bialdgico de plagas

por recombinacion mediante contrasfeccién de cultivos celulares (O°ReiLLY et af.,
1992) o in vivo (Koowman, 1997). Ademas, en el laboratorio también se pueden
separar y clonar las variantes genotipicas que constituyen un aislado silvestre
(SwitH ¥ Crook, 1988).

1.1. Recogida de larvas en campo

Como normas de seguridad para evitar céniaminacién cruzada entre el material
recolectado, todos los instrumentos que tengan contacto directo con los huéspedes
deben ser estériles y remplazados en cada zona de recoleccion (HunTER, et al.,
1998). Por otro lado, un adecuado medio de transporte de los huéspedes puede
garantizar su optime mantenimiento hasta el lugar donde vayan a ser analizados,
por gjemplo el uso de contenedores protegidos de la luz solar, provision del mate-
rial vegetal donde fueron recolectados, una adecuada temperatura, etc.

Material
¢ Pinzas estériles.
= Contenedores (ejemplo: viales de plastico, vasos desechables etc.).
= Nevera.
» Bolsas de autoclave.
= Marcadores indelebles, etiguetas. libro de notas, etc.

Metodo
1. Identificar las plantas donde se realiza |a recoleccién.
2. Recoger las larvas en los contenedores.
3. Colocar el material utilizado en bolsas de autoclave.
4. Transportar el material en nevera cuando la temperatura ambiental

es elevada.
5. Separar el material por zona de recoleccion.

1.2. Sintomatologia

Los sintomas de infeccién por baculovirus se suelen manifestar en cambios
morfologicos y de comportamiento de los insectos. La sintomatologia puede variar
de acuerdo con la especie y el huésped, pero en general, una infeccién provocada
por NPVs en lepiddpteros se identifica por cambios en la movilidad de las larvas y
en la coloracion del tegumento. También se observa un cese en la alimentacion y
un comportamiento caracteristico de desplazamiento hacia la parte superior de las
plantas en el periodo final de la infeccion. Es entonces cuando, caracteristicamen-
te, las larvas se sostienen del substrato vegetal con sus falsas patas y poco des-
pues mueren en esta posicién, flacidas y con el tegumento a punto de romperse
para la liberacion de billones de OBs (Evans, 19886).

Los GVs solo se han aislado de larvas de lepidopteros. Los sintomas se inician
con pérdida del apetito y cambios en la coloracién del tegumento, la regién ventral
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Técnicas bdsicas para la caracterizacion de baculovirus

se vuelve blanca o amarillenta. Cuando la infeccion esta avanzada, los tejidos se
desintegran y la hemolinfa presenta un aspecto lechoso debido al alto nimero de
OBs gue son liberados (Asavama, 1986).

1.3. Microscopia

Debido a gque la sintomatologia provecada por entomopatégenos puede ser
comun en algunos grupos de insectos, es recomendable realizar un diagnostico de
mayor fiabilidad basado en la observacion al microscopio (EvAns ¥ SHAFIRO, 1997).
El uso del microscopio optico a 400x en contraste de fases permite la adecuada
observacion de los OBs de los NPVs debido a su tamaho y caracteristicas de
refractibilidad. Sin embargo, los GVs de un tamaiio inferior, se encuentran en el
limite de resolucion del microscopio dptico vy deben observarse a 1000x en campo
OSCuro.

Los efectos citopatoldgicos debidos a una infeccidn de NPV pueden reconocer-
se 8 horas después de la infeccion (Kine v Possg, 1992). Los OBs se pueden
observar en un gran nimero de tejidos, incluyendo hemocitos. Benz (1963) descri-
be una secuencia de infeccion en Malacosoma alpicola en el siguiente orden: teji-
do graso, hipcdermis, matriz traqueal, tejidoc muscular, nervios, ganglios y células
pericardicas. A nivel celular, el nicleo se detecta hipertrofiado con presencia de
poliedros, la cromatina dispersa y, en infecciones mas avanzadas, se pueden
observar células en lisis liberando los poliedros (Figura 1). (VoLkman ef al., 1976).
En infecciones por GVs, la infeccidn tisular es mas limitada comparada con infec-
ciones con NPVs, debido a que sclamente se han observado sintomas de infeccion
en tejido graso, epidermis y matriz traqueal, de los cuales el tejido graso es el prin-
cipalmente afectado (GRanADROS Y WiLLIAMS, 1986).

Para un diagnéstico mas detallado de la infeccién celular, las técnicas mas uti-
lizadas son la tincién de Giemsa para la observacion de los NPVs y Negro de
Neptaleno 12B para los GVs (WIGLEY, 1980).

Tincién de Giemsa

Giemsa es un colorante negative que permite identificar a los OBs coma parti-
culas claras y redondeadas; el citoplasma y nucleo celular presentan una colora-
cidn azul y roja, respectivamente.

Material
» Microscopio dptico con objetivo de inmersion (100x/ 1,25 oil Ph 3).
+ Portaobjetos.
= (Colorante Giemsa.
» Fijador Giemsa: 94% etanol absoluto; 5% formalina; 1% acido acético.

Metodo
1. Colocar sobre portachjetos una fina muestra del tejido del insecto
infectado.
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OBs

Células

Figura 1. Celulas del cuerpo graso de un lepidoptero poco antes de que se produzca la lisis
celular para liberar los poliedros que contiene.

Nooson

Secar al aire.

Cubrir la muestra con fijador Giemsa durante 2 min.

Lavar el portaobjetos por escurrimiento de agua durante 10 seq.
Secar al aire y cubrir la muestra con colorante Giemsa durante 30 min.
Lavar el exceso de colorante y secar al aire.

Examinar la muestra bajo el objetivo de inmersién.

Negro de Neptaleno 12 B g
Negro de Neptaleno 12 B es un colorante positivo que permite distinguir los gra-
nulos como formas negro-brillantes sobre un fondo rojo.

Material

=

Microscopio ptico con objetivo de inmersién con filtro rojo (100x/1,25
oil Ph 3).

Portaobjetos.

50% albumina de huevo (p/v) en dH,0.

Fijador Buoin,

2,5% sulfato de amonio férrico (p/v) en dH,0.

0,4% eosina Y (p/v) y 45% etanol, en dH,O.

95% etanol.

Solucidn colorante: 1,5% negro de neptaleno 12B; 40% &cido acético
glacial.

Homogenizar las larvas infectadas.

Diluir en agua y mezclar 500 pl de la muestra con 500 pl de 50%
albimina de huevo.

Colocar sobre el portacbjetos una alicuota de 5 pl de la preparacion
anterior,

Secar al aire y colocar en fijador Bouin durante 24 h.

Lavar por escurrimiento de agua.

*
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Técnicas basicas para la caraclerizacion de baculovirus

Colocar sobre la muestra 2,5% sulfato de amonio férrico durante 2 h.
Lavar por escurrimiento de agua durante 30 seg.
Colocar sobre la muestra solucion de Eosina Y durante 3 min.
Lavar por escurrimiento de 95% etanol durante 1 min.
0. Colocar Negro de Neptaleno 12B en 35% acido acético glacial
a 40°C durante 5 min.
11. Lavar, secar al aire y observar la muestra un filtro rojo con el objetivo
de inmersién en cantraste de fases.

S oo

2. Multiplicacion de virus
2.1. In vivo

Actualmente, la multiplicacion de los baculovirus empleados en el control de pla-
gas se realiza in vivo, empleando insectos como biofabricas. Mediante este siste-
ma se logra obtener una gran produccion del virus por unidad de volumen y un pro-
ducto de alta calidad (Corv v BisHor, 1997). Ademas, con el desarrollo de distas
semisintéticas para la cria masiva del huésped (Moorg, 1985) se ha logrado obte-
ner una mayor produccidn a un menor costo. No obstante, para la optimizacion de
este. sistema es necesario considerar varios aspectos importantes, tales como:
condiciones del huésped y su estado de desarrollo, condiciones ambientales y
métodos de inoculacion.

El 6ptimo apravechamiento de los recursos del huésped es uno de los aspectos
basicos del sistema in vive (SHarPiRo ef al., 1981). Varios estudios han sefialado que
existe una relacion positiva entre la produccién del virus y el tamafio del huésped.
Por ejemplo, la produccion promedio del NPV de 8. frugiperda puede incrementar-
se de 1,22 x 108 OBs/larva del tercer estadio (Ls) a 15,10 x 108 OBs/larva del quin-
to estadio (Ls) (Escrieano et al,, 1999) . Sin embargo, esta relacion puede variar de
acuerdo con la especie del virus y el huésped; en L. dispar se observd un incre-
mento de la produccién de LAMNPV de 1,45 x 106 a 3,20 x 106 OBs en larva del
primer y cuarto estadio. respectivamente; pero la produccidn de virus se redujo en
un 20% en larvas del quinto estadio (SHAPIRO et al., 1986).

Entre las condiciones ambientales, el rango de temperatura y el liempo de incu-
bacién son las que mas influyen en la multiplicacion y la calidad de los baculovirus.
Un intervalo entre 20 y 26°C se considera 6ptimo, pero debido a la variabilidad de
las especies estas condiciones pueden cambiar (Ccry v BisHor, 1997). En M. bras-
sicae se logra obtener una produccién éptima entre un intervalo de 20 a 30°C, un
incremento de la temperatura podria tener influencia negativa en la produccion del
virus por larva (KeLLy v ENTwiISTLE, 1988).

Las técnicas mds comunes de inoculacion para la multiplicacion de los baculo-
virus son la inoculacion de superficie y la incorporacién del inéculo en dieta
(Apartados 7.1.2 y 7.1.3). La primera ha sido la mas ampliamente utilizada debido
a su facilidad de uso y al bajo requerimiento del virus por volumen de dieta para
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provocar altos niveles de mortalidad (20-100%). En ambas técnicas es recomen-
dable mantener a los insectos infectados en contenedores individuales que permi-
tan llevar un adecuado registro de desarrollo y que ademas disminuyan el riesgo
de contaminacion de la dieta. Cuando los insectos mueren, se recolectan para evi-
tar cantaminacidn por organismos oportunistas y se conservan a -20C.

2.1.1. Cria artificial de poblaciones de insectos

La cria de insectos es el mantenimiento o cultivo de insectos en cautiverio
durante un numero variable de generaciones enteras, o hien durante uno o més de
sus estados de desarrollo. En el actual concepto de la lucha contra las plagas, la
preduccion de insectos es necesaria tanto para alcanzar objetivos de investigacion
como para plantear soluciones de tipo practico dentro del campo de Proteccion de
los Cultivos.

El disefno del laboratorio de cria es de crucial importancia para conseguir un
uso eficiente de los recursos. Entre otras cosas debe tener en cuenta necesida-
des futuras y unas estrictas condiciones de higiene. Por ejemplo, una buena cir-
culacidn de aire en los espacios habilitados para la cria es vital para el buen esta-
do de los insectos y el buen mantenimiento de las dietas. Deben permitir ademas,
el control de las condiciones ambientales de cria, como son la temperatura, el
fotoperiodo, la intensidad luminesa vy la humedad relativa. Actualmente existen
camaras informatizadas donde estos parametros se pueden variar facilmente
desde un ordenador.

Disponer de una habitacion dedicada al lavado de los materiales de cria es
otra medida deseable en un insectario que debe contar con lavabos, encimeras
de secado, contenedores de lgjia, autoclave y horno para la esterilizacion de las
dietas y de los utensilios metalicos, respectivamente, etc. También es muy con-
veniente disponer de una habitacion para la preparacion y el mantenimiento de
las dietas y sus componentes. Su principal mobiliario debe estar formado por
lavabos, frigorifico para conservar las dietas y los distintos componentes de la
dieta, un dispensador de agua desionizada, cajones y estanterias gue eviten la
presencia de polvo en los ingredientes de la dieta, y todos los utensilios necesa-
rios para preparar ésta como por ejemplo un microondas y una balanza de pre-
cisién (Figura 2). Una campana de extraccion de gases evita la inhalacion de
gases toxicos que se emplean en el insectario, como es el formaldehido para la
esterilizacion superficial de huevos.

El manejo y la cria de insectos requiere la utilizacidén de un material que debe
estar adapiado a las necesidades de cada uno de los estados del desarrollo del
ciclo bioldgico. Utensilios como pinzas entomoldgicas, pinceles, espatulas, bisturi-
es y tubos de ensayo se utilizan a diario durante el manejo de las poblaciones. Los
contenedores de los insectos se disefian especificamente para cada tipo de insec-
to y cada estado de acuerdo a sus caracteristicas biolégicas y a su comportamien-
to. Cuando es posible, es conveniente utilizar contenedores de material transltci-
do para que entre la luz asi como para poder observar los insectos desde fuera.
Las dimensiones de los ponederos deben estar adecuadas a las necesidades de
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Técnicas basicas para la caracterizacion de baculovirus

Zona preparacion v esterilizocidn de la dieta,

Cémaras de ¢ria. Detalis.

Figura 2. Vistas de las distintas zonas de un insectario moderno equipado con todo lo nece-
sario para la cria arificial de insectos.

los adultos (apareamiento, vuelo, etc.). Los individuos recién traidos se suelen
rmantener individualmente en contenedores de pléstico, cristal, o cartén para redu-
cir la contaminacion y eliminar la competencia. La forma de criar las distintas espe-
cies varia enormemente de acuerdo a los diferentes requerimientos biolégicos, de
comportamiento, etc. A continuacion exponemos, a modo de ejemplo, la cria artifi-
cial que se sigue para las especies de Spodoptera, un género comprendido dentro
de la familia Noctuidae del orden Lepidaptera.

Material
* (Cajas de cria multiple.
* Vasos de pléstico con tapa, de 25 ml.
¢ Urnas de puesta.
¢ Dieta artificial.

e Miel.
* Papel de filtro.
= Pinzas y pinceles entomoldgicos. .
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Ms&todo

1. Mantener los adultos en proporcion 1:1 (machos:hembras) en ponederos
cilindricos (25 cm de didmetro y 40 cm de altura) y translicidos y ali-
mentarlos con miel diluida. Ineluir tiras de papel de filtro en los ponede-
ros para que las hembras depositen sus puestas.

2. Retirar los papeles de filtro con las puestas de huevos, y recortar las
areas conteniendo plastones.

3. Esterilizar la superficie de los huevos sumergiéndolos durante 5 min. en

una solucion de formaldehido al 5%

Dejar secar al aire.

Colocar no mas de 1.000 huevos en cajas cilindricas (10 cm de diame-

tro y 7 cm de altura) de plastico y translicidas, preferiblemente con per-

foraciones en la tapa que permitan el intercambio gaseoso.

6. Un dia después, incluir un trozo de dieta artificial de lepiddpteros (Tabla 1),
que se sustituye por otro fresco cuando es necesario. Las larvas se
mantienen en estas cajas hasta que alcanzan el tercer estadio larvario
(La).

7. Individualizar diariamente 15-30 larvas en estadio Lg en vasitos de plds-
tico de 25 ml, conteniendo 5 ml de dieta artificial, y mantenerlas asi hasta
la pupacién. Las tapas de los vasitos deben perforarse para permitir el
intercambio gaseoso. Es conveniente incluir un par de capas de papel
absorbente para evitar el exceso de humedad en el interior del vaso.

8. Sexar las pupas ulilizando una lupa, agruparlas por sexos en cajas cilin-
dricas (10 cm de diametro y 7 cm de altura), y cubrirlas con una capa de
papel absorbente hasta la emergencia de los adultos.

9. Transterir 8-12 parejas de adultos a los panederos.

G

2.1.2. Dieta artificial

La cria en laboratoric de una especie depende de la disponibilidad de un méto-
do de alimentacion natural o artificial. En el caso de insectos que se alimentan de
una lnica especie huésped, o de aquellos para los que no se conoce una dieta
apropiada, se hace necesario cultivar el substrato alimenticio natural, que puede
ser una especie vegetal en el caso de los fitdfagos, u otra especie de inseclo si se
trata de un depredador. La utilizacion de un huésped natural puede parccer mas
deseable, pero trae muchos problemas asociados de disponibilidad, contamina-
cion, etc. La alimentacion con dieta artificial es mucho mas conveniente desde un
punto de vista economico y practico, no esta sujeta a circunstancias ambientales y
puede hacerse disponible en grandes cantidades siempre que sea necesario.

En la Tabla 1 se detallan los ingredientes de una dieta adaptada para lepidépteros.

2.2. In vitro

El método para la obtencion de BVs se basa en infectar cultivos celulares y
recager 4-5 dias después el fluido extracelular. Para obtener grandes cantidades,

.
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Técnicas basicas para la caracterizacion de baculovirus

Tabla 1. Dieta artificial adaptada a lepidépteros.

Ingrediente gr/litro Ingrediente grflitro
Gemmen de trigo 72 Nipagina 0,94
Caseina 33 Aceite de lino 1,9 mi
Levadura de cerveza 14,25 Agar 18,75
Mezcla de sales Wesson 9.4 Agua destilada 862,5 ml
Acido sérbico 1,5 Vitaminas y anlibidlicos 5,6
Colesterol 0,94 Cloruro de colina 0,94

normalmente es necesario realizar dos rondas de amplificacién. Para que la ampli-
ficacion sea correcta se deben tener en cuenta dos factores: primeramente es con-
veniente evitar la amplificacion en serie de los indculos obtenidos en cada paso ya
que ello puede compertar la aparicion de virus mutantes, que podrian llegar a con-
vertirse en la variante predominante. Un ejemplo observado en AcMNPV son los
mutantes con pocos OBs (mutantes FP), que pueden liegar a ser mas abundantes
que el virus silvestre. En segundo lugar, también hay que evitar la acumulacion de
particulas virales defectivas. Estas contienen multiples mutaciones en su genoma
y necesitan para su replicacién que la célula se coinfecte con el virus salvaje.
Ambos problemas se pueden evitar tomando precauciones muy simples tales como
partir de un indeulo bien purificado, mantener el nimero de pasos de amplificacion
lo mas bajo posible e infectar con baja multiplicidad de infeccion (moi), disminu-
yendo asf la posibilidad de adquirir particulas defectivas. El protocolo que se expli-
ca a cantinuacion describe dos rondas de amplificacion de las que se obtienen 40
ml de virus.

Material
« Medic de cultivo tisular completo.
s Linea celular.
¢ Placas de cultive tisular de 35 y 100 mm.
* Inodculo de BVs purificado.
s |ncubadora de 27°C,

Método
1. Sembrar placas de cultivo de 35 mm (una para cada virus que se desee
amplificar) con 1 x 108 células en un volumen final de 2 ml de medio tisular
completo.
2. Incubar las placas a 27°C durante 30 min-1 h, para permitir que las células
se adhieran a la base y formen una monocapa.

489



Los kaculovirus y sus aplicaciones como hioinsccticidas en el control ticlogice de plagas

3. Aspirar el medio de cultivo e infectar con 1 x 10% unidades formadoras de cal-
vas (Apartado 4.2). La determinacidn del titulo del indculo se realiza con
anterioridad para asegurar asi que la infeccion se esta realizando a una baja
moi, correspondiente a 0,1 pfus/célula.

4. Ajustar el volumen total de la placa a 500 ul con medio de cultivo.

5. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente agitando suavemente.

6. Afadir 1,5 ml de medio tisular a cada placa (no es necesario retirar el iné-
culo viral).

7. Incubar a 27°C durante 4-5 dias.

8. Recoger el fluido extracelular y centrifugarlo a 1.000 g durante 5 min para eli-
minar los restos celulares. Guardar €l sobrenadante a 4°C en oscuridad.

. Determinar el titulo del indculo (Apartado 4.2).

10. Sembrar 4 placas de cultivo de 100 mm con 5 x 10¢ ¢élulas en un volumen
final de 10 ml de medio tisular completo para cada uno de los sobrenadan-
tes obtenidos.

11. Incubar las placas a 27°C durante 30-60 min.

12. Aspirar el medio de cultivo y anadir el indculo viral amplificado previamente
a un moi de 0,1 pfu/célula. Ajustar el volumen total de la placa a 1 ml con
medio tisular completa .

13. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente agitando suavemente.

14. Anadir a cada placa 9 ml de medio de cultivo .

15. Incubar a 27°C durante 4-5 dias.

16. Recoger el fluido extracelular y centrifugarlo a 1.000 g durante 5 min. EI
scbrenadante es el indeulo viral amplificado. Guardarlo a 4°C en oscuridad.

17. Antes de usar el virus amplificade, titularlo por el método de purificacion por
placa.

18. Congelar varias alicuotas de 1 ml a -80°C para conservar durante mucho
tiempo.

3. Técnicas de purificacion
3.1. Purificacion de OBs

Existen distintos protocolos que permiten la extraccion de los OBs de los bacu-
lovirus con mayor o menor grado de pureza a partir de los restos del huésped y a
partir de un cultivo celular. La mayoria de las veces no es conveniente purificar los
OBs de forma exhaustiva. Durante el proceso de purificacién se pierde una gran
cantidad de OBs, por lo que si los OBs se van a emplear como inéculo para la mul-
tiplicacion de virus en larvas o para ciertos andlisis (ejemplo: digestion del ADN con
endonucleasas), es recomendable evitar algunos pasos gue son innecesarios.
Otras veces, en cambio, una buena purificacion de OBs es un requisito indispen-
sable, como cuando se quiere emplear el indeulo para titular, o para continuar con
la extraccion de ADN con el fin de transfectar insectos o células.
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3.1.1. A partir de caddveres de insectos

En esta seccion se detallan dos protocolos para la preparacion de pequefias
cantidades de OBs a partir de cadaveres de insectos. Ambaos se aplican a la extrac-
cion de los OBs contenidos en un insecto infectado. Un protacolo de purificacion
exhaustiva y masiva de OBs ha sido descrito por Caballero et al. (1992).

En la purificacion de los OBs, los restos del huésped son tratados con un deter-
gente aniénico (SDS) para facilitar la ruptura de los tejidos celulares que auln per-
manecen intactos y la liberacion de los OBs del interior de las ¢élulas que no han
sido lisadas. Estos restos celulares se sedimentan mediante una centrifugacion
muy suave y se eliminan, mientras que el sobrenadante se someteé a una nueva
centrifugacion a gran velocidad para sedimentar los OBs, que se resuspenden en
un pequefio volumen de agua y se filtran a través de una capa de sacarosa que
permite separar las particulas contaminantes mas pequefias. Varios lavades con
H-0 eliminan los restos de sacarosa. Debido a que los OBs son generalmente muy
estables en condiciones de laboratorie, pueden mantenerse en agua bidestilada o
PBS a temperatura amhiente, 4°, -20°, -80°C, o bien, en nitrégeno liquido.

Purificacion
Material
«  0,1% SDS (p/v) en dH20.
* Homogenizadaor de cristal.
*  40% sacarosa (p/v) en dH20.

Métoda
1. Homogenizar una muestra de las larvas en 1 ml de 0,1 % SDS.
2. Centrifugar a 1.600 g durante 5 min y guardar el sobrenadante.
3. Resuspender el precipitado en 500 Ul de 0.1% SDS.
4. Centrifugar a 1.600 g durante 5 min y guardar el sobrenadante.
5. Mezclar los sobrenadantes de los pasos 2 y 4,
6. Centrifugar a 5.000 g durante 5 min.
7. Eliminar el sobrenadante y resuspender la suspension de virus en 300 ul

de 0,1% SDS.
8. Cargar 500 ul de 40% sacarosa y por encima la suspensién de virus del
paso anterior.
9. Centrifugar a 23.000 g durante 30 min.
10. Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 1.000 pl de 0,1% SDS.
11. Centrifugar a 4.000 g durante 5 min y desechar el sobrenadante.
12. Resuspender el sedimento en 500 ul de dH,O.

Semipurificacion
Material
e Agua bidestilada.
Homogenizador de cristal.
s Muselina.
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Método

1. Anadir 1 vol. de dH,O al cadaver del insecto.

2. Homogeneizar vigorosamente empleando, por ejemplo, puntas de pipe-
tas. !

3. Filtrar la muestra a través de la muselina y desechar los residuos no fil-
trados.

4. Centrifugar a 800 g durante 5 min.

5. Transferir el sobrenadante a un nueva vial.

3.1.2. A pariir de culfivos celulares
Preferentemente, los OBs se purifican a partir de cadaveres de insectos, pero
puede haber casos en los que se necesite obtenerlos de un cultivo celular, como
es el caso de baculovirus recombinantes téxicos para las larvas. El protacolo para
puriticar OBs a partir de cultivos celulares es muy similar al del Apartado 3.1.1.
Material
*  0,5% SDS (p/v).
Meétodo
1. Recolectar las células infectadas por centrifugacion a 1.000 g durante 5
min.
2. Desechar el sobrenadante y resuspender en 0,5% SDS.
3. Continuar el mismo protocolo que la purificacidn a partir de cadaveres a
partir del punto ndmero 8.

3.2. Purificacion de viriones

3.2.1. Viriones derivados de los cuerpos de inclusion
Los viriones derivados de los cuerpos de inclusion (ODVs) se encuentran embe-
bidos en la matriz proteica que forma la poliedrina, en los NPVs, o la granulina, en
los GVs y son liberados en el mesenterdn de los insectos gracias al pH alcalino que
ahi se encuentra (ver Capitula 2). En el laboratorio, los ODVs se obtienen median-
te disolucicn alcalina de los OBs y se purifican mediante un filtrado a través de un
gradiente continuo de sacarosa. La obtencion de viriones a partir de OBs es un
paso previo para |la caracterizacion de la composicién de proteinas estructurales de
los viriones.
Material
e Solucién tampdn TE: 10 mM Tris- HCI, pH 7,2; 1 mM EDTA.
¢ Solucion 3x DAS: 0,3 M Na,CQg; 0,5 M NaCl; 0,03 M DTA; pH 10,5.
* Gradiente continuo de sacarosa entre el 38% y el 62% (p/p) en dH,0.
¢ Jeringuilla de 25 ml y aguja doblada en angulo de 90°.

1. Tomar 1 ml de una suspensidén de OBs puros (Apartado 3.1) de aproxi-
madamente una concentracién 108 OBs/ml.

2. Anadir 1 ml de agua bidestilada y 1 ml de solucién 3x DAS en cada uno
de los tubos e incubar a 37°C de 5 a 10 min hasta que la muestra se
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torne transltcida por la disolucion alealina de la poliedrina o granulina
gue produce la liberacion de los viriones.

3. Anadir 3 ml de agua bidestilada a cada tubo y agitar hasta que la mues-
tfra sea homogénea.

4. Centrifugar las muestras durante 3 min a 1.500 g para eliminar los OBs
no digeridos o parcialmente digeridos (si el precipitado contiene gran
cantidad de OBs sin disolver, resuspender el precipitado en 1 ml de agua
y repetir los pasos del 1 al 4).

5. Recuperar el sobrenadante de cada tubo y depositario sobre tubos pre-
parados con un gradiente continuo de sacarosa del 38-62%. Precaucion:
los tubos deben ser calibrados dos a dos antes de colocarlos en el rotor.

6. Centrifugar las muestras a 40.000 g y 4°C de temperatura durante 60
min. Al final de la carrera se apreciardn a simple vista en los tubos un
numero variable de bandas blanguecinas correspondientes a viriones de
distinto peso de los MNPVs (con distinto nimero de nucleocapsidas) o
una unica banda en el caso de NPVs simples o GVs.

7. Recolectar las bandas con una jeringuilla provista de una aguja doblada
en angulo de 80°C (Figura 3). Para apreciar las bandas mejor se puede
proyectar una fuente de luz verticalmente sobre el tubo. Precaucion: Las
bandas se difunden facilmente en la sacarosa, por lo que conviene hacer
la recogida de viriones inmediatamente después de la carrera.

8. Eliminar los restos de sacarosa afiadiendo un volumen 20 (| de dH,O y
centrifugando de nuevo las muestras a 40.000 g durante 60 min.

9. Desechar el sobrenadante y resuspender los viriones precipitados en el
fondo de los tubos en 50-100 pl de TE.

10. Almacenar los viriones a 4°C hasta su utilizacion.

3.2.2. Viriones brotantes

Los BVs resultantes de una infeccién o una transfeccién en cultivo celular se
obtienen aspirando el medio de cultivo que bafa las células. Los BVs son muy
estables en este medio y pueden guardarse en él a 4°C durante largos periodos de
tiempo. La mayoria de las veces no es necesario purificar excesivamente los virio-
nes brotados que se obtienen de un cultivo celular pues, inevitablemente, siempre
hay una pérdida de virus. Sin embargo, algunas veces, cuando se utilizan como
in6culos para volver a infectar células, se hace necesaria y entonces se puede
seguir el mismo protocolo que el que se describe en el apartado 3.2.1 empezando
desde el punto nimero 5. Los BVs no se encuentran ocluidos como los ODVs, y
no necesitan ser liberados, como éstos, de la matriz proteica, por lo que los 4 pr[-
meros puntos de la citada seccion se hacen innecesarios.

3.3. Purificacion de ADN viral

La extraccion del ADN genémico a partir de cuerpos de inclusién es un paso
previo a su posterior analisis con endonucleasas de restriccion. Si se necesitan

493



Los baculovirus y sus aglicaciones como bioinseacticidas en el conirol biolgico de plagas

Figura 3. Tubo de una ultracentrifuga con un gradiente continuc de sacarosa en e que se
han separado los viricnes que contienen distinto nimero de nucleocapsidas. Estas bandas
pueden ser recogidas selectivamente con una jeringuilla lal y como se muestra en la figura.

grandes cantidades de ADN, se deben utilizar suspensiones con al menos 108-1010
OBs y seguir los protocolos detallados en O’Reilly et al. (1992) o King y Posses
(1992). Cuando no se necesitan grandes cantidades de ADN, se puede partir de
muestras con un minimo de 107 OBs y conseguir entre 1 y 10 juig de ADN, suficiente
para 2-20 digestiones con endonucleasas de restriccion. En estas mini preparacio-
nes, el ADN se libera de los OBs mediante disolucién alcalina de la matriz protei-
ca, y mediante la ruptura de las membranas de los viriones con proteinasa K, y a
continuacion se extrae por fenolizacion. Durante la extraccion con fenal, la mayo-
ria de las proteinas resultan atrapadas en la fase organica o desnaturalizadas,
mientras el ADN se queda en la fase acuosa. Por (ltimo, ¢l ADN se precipita para
concentrarlo o se somete a didlisis.
Material

e Suspension purificada de OBs. A partir de suspensiones de NPVs de 0,1

ml, con 108 OBs/ml, se pueden conseguir entre 1 y 10 ug de ADN.
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Solucion 3x DAS: 0,3 M Na,CO5; 0,5 M NaCl; 0,03 M EDTA; pH 10,5.
Proteinasa K (500 pg/mil).

10% SDS (p/v).

Fenol equilibrado.

Fenol:Cloroformo:Iscamilalcohal (25:24:1).

96% etanol frio.

3 M NaAg, pH 5,2.

70% etanol frio.

10 mM Tris, pH 8,0.

Tubos de celulosa para didlisis (SIGMA D-9277). Antes de ulilizarlos
deben hervirse en bicarbonato sddico al 2% durante 10 min, y a conti-
nuacion en agua destilada durante otros 10 min. Se dejan enfriar y se
guardan en dH50 a 4°C.

Pinzas de didlisis.

TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA.

Tomar 100 pl de una suspension purificada de OBs con una concentra-
cidn aproximada de 10¢€ OBs/ml.

Afadir 1 vol. de agua y ofro de la solucion alcalina 3 x DAS, e incubar
durante 5 min. a 37°C para disolver |la matriz proteica de los OBs. Los
ODVs de algunas especies de baculovirus, como SIMNPYV, son muy sen-
sibles al tratamiento alcalino y una incubacion prolongada los destruye,
por lo que esta incubacion se reduce a no mas de 30 seg.

Centrifugar la suspension a 6.000 g durante 1 min para sedimentar los
restos de matriz.

Desechar el sedimento y transferic el sobrenadante. conteniendo los
ODVs liberados en suspension a un nuevo vial.

Romper las envolturas de los viriones y nucleocapsidas incubanda con
500 pg/ul de proteinasa K durante 2,5 h a 45°C.

Anadir 1/10 vol de 10% SDE e incubar 30 min a la misma temperatura.
Anadir 500 pl de fenol, mezclar suavemente durante 5 min y centrifugar
a 12.000 g durante otros 5 min. Precaucion: el genoma de los baculovi-
rus es relativamente grande y se rompe faciimente por lo que, al mezclar
las fases, nunca se utiliza el vortex, ademas se recomienda utilizar pun-
tas de pipeta con el extremo cortado.

Transferir la fase acuosa a un nuevo vial y repetir dos veces mas la
extraccion empleando la mezcla de fenol-cloroforma-isoamilalcohal en
lugar de fenol. Precaucion: el fenol es un potente neurotdxico por lo que
se recomienda utilizar guantes de latex durante toda esta fase.
Precipitar el ADN de la fase acuosa afadiendo 1/10 vol. de 3 M NaAc pH
5,2 y 2 vol. de etanol fric puro al 96%. Centrifugar a 12.000 g durante 15
min., desechar el sobrenadante, lavar con 70% etanol y centrifugar a
12.000 g durante 5 min. y
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10. Los residuos de disclventes organicos no son eliminados en la precipi-
tacian, por lo que conviene no apurar mucho al separar la fase acuosa
de la organica antes de proceder a la precipitacién. Sin embargo, estos
restos si pueden eliminarse mediante dialisis durante 48 h en 0,1 x TE
utilizando tubos con poros de un tamaiic que retenga el ADN. Para con-
centrar el ADN dializado, se colocan los tubos de didlisis sobre una capa
de sacarosa pura y se deja que el dH,O salga por 6ésmosis. Cuando el
volumen de la solucion de ADN ha disminuido convenientemente, se
reduce la distancia entre 105 extemos del tubo acercando las pinzas de
dialisis y se vuelve a dializar en solucion fresca de TE para lavar la
sacarosa.

11. Desechar el scbrenadante poniendo el vial boca abajo, mantenerlo en la
misma posicion hasta desechar todas las gotas de etanol, colocarlo boca
arriba y dejar secar durante 1 min a temperatura ambiente.

12. ARadir un volumen apropiado de dH,O o de 10 mM Tris pH 8.0, e incu-
bar durante 15 min a temperatura ambiente o a 65°C para conseguir la
completa disolucién del ADN. Precaucion: puede haber restos de ADN
en las paredes del vial por lo que es aconsejable lavar paredes con el
disolvente.

13. Guardar el ADN a 4°C 6 -20°C.

4. Titulacion
4.1. Titulacion de cuerpos de inciusion

El titulo de una suspension viral es la concentracion de OBs presentes por uni-
dad de volumen. En preparaciones acuosas puras ¢ semipuras, el metodo mas
comun para la cuantificacion de los baculovirus es mediante el uso de camaras de
conteo (Neubauer, Thoma) por observacion de los OBs al microscopio optico, en
contraste de fases a 400x (NPVs) o en campo oscuro a 1.000x (GVs). En ambos
casos es muy importante que en la suspension de virus no haya agregados y, en
tal caso, la suspension deber ser tratada con un sonicador, o bien, realizar varios
lavados con detergentes anidnicos (gjemplo: 0,1% de SDS o Tween 20).

Por ofro lado, la preparacion de diluciones seriadas y la repsticion de los con-
teos de OBs incrementan la fiabilidad en el calculo de la concentracién de los OBs.
Las diluciones seriadas facilitan la seleccidn de la dilucion con un adecuada con-
centracion del virus (un niimero adecuado de OBs por cuadricula es entre 20 y 40).
Una vez que se haya depositado la alicuota dentro de la camara, se recomienda
que ésta se deje en reposo durante 10 min para facilitar el depdsito de los OBs.

Material
« Camara de conteo de volumen conocido, par ejemplo Neubauer de 10-4
cm3,
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Microscopio optico con contraste de fases o campo oscuro.
Suspensiones purificadas de CBs {Apartado 3.1).

Preparar varias diluciones seriadas de la suspensidn del virus (ejemplo:
101,102, 10-3).

Tomar una alicuota (10 pl) de la dilucidon mas baja (minimo tres dilucio-
nes) e introducirla por capilaridad entre la camara v el cubreobjetos.
Esperar 10 min para que los OBs se sedimenten.

Observar a 400x en contraste de fases para el conteo de poliedros © a
1.000x en campo oscuro para el conteo de granulos.

Contar ¢l nimero de OBs en al menos cinco cuadrantes de la cuadricu-
la completa, tal y coma se muestra en la Figura 4.

Realizar al menos tres repeticiones por muestra.

Profundidad: Neubauer
0.f mm improved

1/25 1/408 mm?

1 nmum

Figura 4. Hematecimelro o cdmara de conleo que permile lilular las suspensiones de cuer-

pos de inclusién (OB; occlusion body) de los baculovirus.
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7. Caleular la concentracion para cada repeticion de acuerdo a la férmula
siguiente:

OBs/mi_n.D.5
v

donde: n es el n° de poliedros contados.
D es |a dilucion empleada.
V es el volumen de la camara en mil.

8. Calcular una media de las tres repeticiones para obterer el nimero de
OBs/ml de la muestra.

4.2. Titulacion de viriones brotantes

Mientras la fitulacion de OBs se hace de forma directa calculande &l nimero
total de OBs por unidad de volumen, la titulacion de BVs es indirecta y determina
el nimero de particulas capaces de producir una infeccién por unidad de volumen,
que suele ser una pequefia fraccion del nimero de particulas totales. El titulo de
un indculo se puede calcular utilizando dos métodos distintos: mediante diluciones
limite, se estiman las dosis capaces de infectar al 50% de los cultivos celulares
expuestos al indculo viral, y mediante ensayo en placa, el nimero de unidades for-
madoras de calvas (plaque forming units o pfus). La estimacién de la dilucion de
virus que infecta al 50% de los cultivos celulares (tissue cufture infectious dose 50
6 TCIDsy) se realiza mediante la infeccién de varios cultivos con diferentes dilucio-
nes del virus. Este método, que sigue esencialmente el mismo protocolo que el
ensayo de diluciones limite (Apartado 5.1.2), es mas tediocso que el ensayo en
placa y se utiliza cuando los inéculos virales a titular no forman calvas claras. Un
protocolo muy detallado sobre este método esté recogido en O'Reilly et al. (1992).

El ensayo en placa es el método mas comUnmente utilizado para calcular el titu-
lo de un inoculo viral e incluye bésicamente los mismos pasos que la purificacion
en placa (Apartado 5.1.1). El conteo del nimero de calvas que se forman en las
distintas diluciones del virus permite determinar la concentracién de particulas
infecciosas del indculo ya que cada calva deriva de una Unica particula viral. Los
titulos virales se expresan como pfus por unidad de volumen (ml). A continuacién
se detalla el protocolo que se utiliza, teniendo en cuenta que para determinar con
precision el numero de pfus de un inéculo, conviene realizar varias repeticiones de
cada dilucién.

Material
* Diluciones del inéculo viral. La mayoria de los indculos requieren dilu-
ciones entre 10 y 1077. Se realizan con medio de cultivo tisular incom-
pleto.
e Linea celular.
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Medio de cultivo tisular completo.
Medio de cultivo tisular incompleto.
5% agarosa (p/v) en ddH,0.
Placas de cultivo tisular de 60 mm.
Incubadora de 27°C.

Sembrar las placas de cultivo con 2 x 108 células en un total de 4 ml de
medio de cultivo incompleto (permite una adhesidn méas répida de las
células que el medio completo).

Dejar que las células se adhieran al fondo durante 30 min 6 1 hora. Para
que la distribucion de las células sea homogénea, se dejan en agitacion
muy suave durante este tiempo.

Aspirar el medio de cultivo e infectar con 0,5 ml de las diluciones virales.
Incubar a temperatura ambiente durante 1,5-2 h en agitacion suave.
Aspirar el indeulo viral y lavar las células con 2 ml de medio de cultivo
incompleto.

Afiadir 4 ml de 0,5% agarosa en medio de cultivo. El 5% de agarosa en
ddH,O se diluye 1/10 previamente en medio de cultivo completo calen-
tado a 60°C para evitar la solidificacion de la agarosa. Antes de afiadir a
las células, esta mezcla se deja enfriar hasta 40-42°C.

Dejar las placas a temperatura ambiental hasta que la agarosa solidifi-
que y a continuacion incubarlos a 27°C.

Observar la aparicion de calvas a partir de las 48 horas después de la
infeccion. Las calvas se pueden distinguir en lupas de 2 a 6 aumentos
como condensaciones de células de un color blanguecino. Las calvas
también pueden distinguirse por fenctipo en el microscopio. Por ejemplo,
si los virus tienen el gen de la poliedrina, se observaran OBs en las célu-
las de las calvas.

Seleccionar las placas de las diluciones que contienen entre 10 v 100
calvas y realizar el conteo del numero total de calvas en cada placa (se
hace la media del nimero de calvas en las placas de la misma dilucion).
El titulo del inéeulo se calcula multiplicando el nimero de calvas por el
factor de dilucion y por 2, puesto que se utilizaron 0,5 ml del inéeulo viral
para realizar las infecciones.

5. Separacion de variantes genotipicas

La heterogeneidad genética dentro de una poblacidn es una caracteristica fre-
cuente en aislados de campo de baculovirus. La presencia de bandas submolares
en los perfiles de restriccion del ADN viral de los aislados de campo, denota que
diversos genotipos en distintas proporciones se encuentran formande una mezcla
(SMITH v Crook, 1988; MuNoz et al., 1999). Sin embargo, tanto a nivegl malecular
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coma a nivel de campo, muchas veces es deseable trabajar con una poblacién
genéticamente homogénea del virus. Para ello se selecciona la progenie resultan-
te de infecciones realizadas a partir de una o0 unas pocas particulas virales en suce-
Sivos pases a través de lineas celulares o insectos vivos.

5.1. In vitro

Desde que Lee y Miller (1978) purificaron por vez primera las variantes genoti-
picas que formaban parte de un aislado de AcMNPYV, la generacion de indculos
virales puros se ha venido realizando mayoritariamente en lineas celulares de
insectos. La purificacion en placa y la dilucion limitante que se detallan a continua-
cion, son los dos procedimientos que se utilizan actualmente para producir un inG-
culo viral puro.

5.1.1. Por purificacion en placa

La formacion de calvas por un baculovirus fue descrita inicialmente por Hink y
Vail (1973) y se basa en la infeccion de un cultivo celular con titulos muy bajos de
particulas virales, de forma que Unicamente son unas pocas células aisladas las
que resultan infectadas. El cultivo se cubre con una capa de medio sdlido gue limi-
ta la expansién de las particulas virales, de manera que cuando las células que son
inicialmente infectadas liberan las particulas virales hijas, sélo las células vecinas
resultan infectadas. De esta forma, después de varios ciclos de infeccion, se forma
un actimulo de celulas infectadas, llamado calva, cuyas particulas virales provie-
nen todas de un Unico BV y constituyen, por tanto, una poblacién clonica. Para ase-
gurar una buena purilicacion, es importante recoger las calvas de aquellas placas
que no contengan mas de 10 calvas, por o que es necesario realizar las infeccio-
nes con diluciones apropiadas del inéculo viral. Para la obtencidn de buenas cal-
vas es crucial que las células, que deben estar sanas y creciendo activamente, far-
men una monocapa distribuida homogéneamente por todo la placa. El protocolo
que se detalla a conlinuacion es una modificacion del descrito por O'Reilly et al.
(1992).

Material

¢ Dilucicnes del indculo viral. En el primer pase se emplean diluciones de
BVs de entre 105 y 108, Para los siguientes pases, a partir de los BVs
recogidos de las calvas, se ulilizan diluciones entre 10-1 y 10-3, Para
diluir se emplea medio de cultivo tisular incompleto.

¢+ Linea celular.

s Medio de cultivo tisular completo.

¢ Medio de cultivo tisular incompleto.

e % agarosa (p/v) en ddH,0.

= Placas de cultivo tisular de 60mm.

¢ Incubadora de 27°C.
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Sembrar las placas de cultivo con 2 x 108 células en un total de 4 ml de
medio de cultivo incompleto (permite una adhesion mas rapida de las
células que el medio completo).

Dejar que las células se adhieran al fondo durante 30 min ¢ 1 hora. Para
que la distribucién de las células sea homogénea, se dejan en agitacion
muy suave durante este tiempo.

Aspirar el medio de cultivo e infectar con 0,5 ml de las diluciones virales.
Incubar a temperatura ambiente durante 1,5-2 h en agitacion suave.
Aspirar el indculo viral y lavar las células con 2 ml de medio de cultivo
incompleto.

Anadir 4 ml de 0,5% agarosa en medio de cultivo. El 5% de agarosa en
ddH-O se diluye 1/10 previamente en medio de cultivo completo calen-
tado a 60°C para evitar la solidificacion de la agarosa. Antes de anadir a
las células, esta mezcla se deja enfriar hasta 40-42°C.

Dejar las placas a temperatura ambiental hasta que la agarosa solidifi-
que y a continuacion incubarlos a 27°C.

Observar la aparicion de calvas a partir de las 48 horas después de la
infeccion. Las calvas se pueden distinguir en lupas de 2 a 6x como con-
densaciones de células de un color blanquecino. Las calvas también
pueden distinguirse por fenotipo en el microscopio. Por ejemplo, si los
virus tienen el gen de la poliedrina, se observardn OBs en las células de
las calvas. Otra posibilidad para distinguir las calvas a simple vista es
mediante tincién con el colorante neutral red (O'RewLy ef al., 1992).
Seleccionar las placas contenienda 10 0 menos calvas y marcar la posi-
cion de las mismas con un circulo en la parte externa de la placa.
Aspirar el contenido de una calva con la punta de una pipsta, verterlo
sobre 1 ml de medio tisular completo, agitar vigorosamente para liberar
los BYs de la agarosa y guardar a 4°C en oscuridad.

5.1.2. Por dilucion limitante de viriones brotanies

La idea de generar un indéculo viral puro por dilucion Iimite se basa en realizar
diluciones del virus hasta tal punto que, del nimero de cultivos que se exponen a
éstas, los que resultan infectados son los que han recibido Unicamente una parti-
cula viral. Para que esto sea posible, se emplean diluciones del virus hasta que el
10% o menos de los cultivos que se exponen a él. terminan infectados. Este méto-
do se utiliza con menor frecuencia que el de purificacion en placa por ser mas com-
plicado, pero resulta muy util cuando nos encontramos con virus de lento creci-
miento que no forman calvas bien definidas.

Material

Diluciones seriadas de factor 10 del indculo viral. Las diluciones entre 106
y 108 suelen ser las mas apropiadas para la mayoria de los indculos. Se
realizan con medio de cultivo tisular incompleto.
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= Linea celular.

» Medio de cultive tisular completo.

=  Medio de cultivo tisular incompleto.
¢ Placas de culiivo de 96 pocillos.

¢ Incubadora de 27°C.

1. Diluir las células a una concentracion de 1 x 10% células/ml con medio
completo.

2. Mezclar 10 pl de cada dilucién viral con 100 pl de la suspensién celular
y sembrar en los pocillos de las placas de cultivo. Conviene utilizar 4 filas
de pocillos por cada dilucién

3. Incubar las placas a 27°C durante 4-7 dias en ambiente humedo para
evitar la desecacion de los pocillos.

4. Observar cada pocillo al microscopic y registrar los infectados.

5. Recolectar el medio de los pocillos infectados de las diluciones que ori-
ginan 10% o menos cantidad de pocillos infectados.

5.2 In vivo

Aunque la utilizacion de cultivos celulares es probablemente el método mas
sencillo de manejar, estd restringido a un nimere limitado de especies para las que
en la actualidad se dispone de lineas celulares y ademas existe el riesgo de que
se produzcan alteraciones en el ADN viral (KReLL, 1996).

A continuacion se exponen dos métodos distintos para la separacion in vivo de
genotipos (Figura 5). La utilizacion de uno u otro se determinara atendiendo a las
caracteristicas del aislado.

5.2.1. Por dilucion limitante de cuerpos de inclusion

Este método, gue fue descrito originariamente por Smith y Crook (1988), se
basa en la utilizacion de dosis de OBs muy bajas para la infeccién de las larvas, de
las que se espera una mottalidad de entre 5-20%. La inoculacion con estas dosis
provoca que la infeccion de cada larva se origine a partir de una o unas pocas par-
ticulas virales, facilitandose la separacion de genotipos. Este métado es el mas
sencillo y da buenos resultados para aislados salvajes de SNPVs y GVs, en los que
las particulas virales contienen una (nica nucleocapsida.

Material
» Larvas del huésped natural del virus en estadio avanzado (L,)
¢ Suspensian purificada y titulada de OBs (Apartados 3.1 y 4.1, respecti-
vamente)
s  Agua bidestilada estéril.
= Dieta artificial (Apartado 2.1.1)
=  (Cajas de cria individuales.
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de campo

(=)

Figura 5. Esquema de un métedoe de clenacién in vive de los genotipos presentes en el ais-
lado silvestre de un baculovirus.

Método
1.

Infectar un grupo de 100 larvas del huésped en estadio L,. Este tamafio
nos permite obtener posteriormente una cantidad suficiente de ADN viral
(3-15 pg) para su anadlisis con enzimas de restriccion. La infeccion se
realiza con una cantidad de inéculo de partida que produzca una morta-
lidad larvaria de entre el 5 y el 20% sobre trozos de dieta artificial de un
tamano suficientemente pequefio para que sean consumidos en 24
horas aproximadamente.

Si la mortalidad larvaria excede del 20% se repite la inoculacién. Para
determinar la dosis que produce entre un 5 y un 20 % de mortalidad se
realiza un ensayo preliminar.

Transferir las larvas que consumen toda la dieta infectada después de 24
horas a cajas individuales.

Recolectar individualmente en viales los cadaveres de las larvas muerias
por la infeccion para la posterior purificacién de los OBs (Apartado 3.1.1).
Una parte de los OBs obtenidos (10%) se separan como indculo para
nuevas infecciones. El resto se destina al analisis del ADN viral con enzi-
mas de restriccion (Apartados 3.3 y 6.2). La ausencia de bandas submo-
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lares en el perfil de restriccion indica la homogeneidad genética de la
muestra. Si aparecen bandas submolares, serd necesario realizar una
nuevo pase sobre larvas a partir del indculo obtenido en la Ultima infec-
cion que presente el perfil mas homogéneo (repetir pasos del 1 al 3).

5.2.2. Por ingestién de viriones brotantes

Este metodo consiste en una modificacian del método anterior y esta especial-
mente pensado para los MNPVs. En lugar de OBs, se emplean particulas infecti-
vas con un unico genoma, es decir, BVs. De esta forma se facilita la ingestion de
menor cantidad de genotipos distintos incrementandose las posibilidades de multi-
plicacién de un unico genotipo.

Material
¢ Larvas del huésped natural del virus en estadio avanzado (L,)
* 10% sacarosa (p/v) y 0,001% Fluorella blue (FB) (p/v) en dH,0.
* Suspension purificada y titulada de OBs (Apartados 3.1 y 4.1, respecti-
vamente).
¢ Cajas de cria individual.
* Dieta artificial (Apartado 2.1.1).
¢ Tijeras entomoldgicas.
* Cajas de cria individual.

1. Tomar un pequefio nimero de larvas (10-20) en estadio L, y mantener-
las durante unas 8-12 horas en ayunas. Suministrar por ingestién una
dosis alta (DLgp) de OBs suspendidos en solucién de sacarosa tefida
con el colorante fluorella blue (FB).

2. Disponer las larvas que han ingerido el virus en cajas individuales de cria
con dieta artificial y mantenerlas en condiciones normales de cria duran-
te 48-72 horas.

3. Extraer hemolinfa de varias larvas seccionandoles una de las falsas
patas del dltimo segmento abdominal. Después de 48 a 72 horas de la
infeccion, la hemalinfa contiene grandes cantidades de BVs

4. Mezclar la hemolinfa rdpidamente, para evitar su oxidacién, con la solu-
cion de sacarosa y FB en la dilucion adecuada para producir una morta-
lidad del 5-10%. Esta dilucién serd determinada en un ensayo previo rea-
lizado con varias diluciones en las mismas condiciones. Si la mortalidad
larvaria excede del 20% se repite la inoculacidn.

5. Infectar un nuevo grupo de 100-200 larvas L4 utilizando la mezcla de
sacarosa y FB siguiendo el mismo procedimiento.

6. Recolectar individualmente los cadaveres de las larvas muertas por la infec-
cion y purificar lo OBs (Apartado 3.1.1). Una parte de los OBs obtenidos
(10%) se guarda como indeulo para nuevas infecciones. El resto se desti-
na al analisis del ADN viral con enzimas de restriccion (Apartados 3.3y 6.2).
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La ausencia de bandas submolares en el perfil de restriccién, indica la
homogeneidad genética de la muestra (Figura 3, Capitulo 4). Si apare-
cen bandas submolares sera necesario realizar una nuevo pase sohbre
larvas a partir de un inéculo obtenido en la dltima infeccién que presen-
te el perfil mas homogeénea.

6. Caracterizacion bioquimica

Los baculovirus se han aislado de cientos de especies de insectos, pero desde
que se empezd a determinar su actividad bioldgica y a observarlos bajo el micros-
copio electronico se sabe que no son idénticos. La aparicion de técnicas de anali-
sis bioquimico ha permitido definir las diferencias entre los distintos baculovirus a
nivel molecular. Estas teécnicas se estan utilizande ampliamente para la identifica-
cién de los distintos aislados {CaABALLERO &t al., 1992; Escrieang et al,, 1999) (ver
Capitulo 1), para conocer la compesicién genotipica de una poblacion (SmiTH v
CrooK, 1988; Munoz et al., 1998), etc. Se pueden realizar & nivel de las proteinas
estructurales de los virus (CaBalLLERO et al., 1992; Konno et al,, 1994; Escrieang ef
al., 1899) y/o a nivel genémico (Lee ¥ MiLLER, 1978), pero debido a la capacidad
discriminatoria y facilidad de aplicacion de las técnicas de anélisis del ADN viral,
son estas las mas utilizadas en la actualidad, y cada vez hay mas voces que apo-
yan su utilizacion para la clasificacién taxonémica de los baculovirus (FEDERICI Y
HicE, 1997)

6.1. Analisis de proteinas estructurales

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es
una herramienta muy Util para el analisis de las proteinas estructurales de los virus.
Consiste en la separacion por tamanos de los polipéptidos de una muestra al paso
de una corriente eléctrica. Las muestras de proteinas (correspondientes a OBs o
viriones), previamente desnaturalizadas por calor en presencia de un agente reduc-
tor, adquieren una carga negativa proporcicnal a su tamano que les confiere un
fuerte detergente anidnico (SD&). Dicha carga permite la separacion de los poli-
peptidos en funcidn de su peso scbre geles discontinuos de poliacrilamida
(LaemveLl, 1970). El analisis de muestras de OBs purificadas, da lugar a una banda
mayoritaria en ¢l gel cuyo peso molecular de alrededor de 30 kDal, varia ligera-
mente entre las distintas especies de virus y se corresponde a la poliedrina o gra-
nulina (Figura 6). Sin embargo, cuando €l analisis se realiza a partir de viriones
aparecen entre 15 y 25 bandas de polipéptides de intensidad variable y pesos com-
prendidos entre 12 y 100 kDal (HuNTER et a/.,1998).

Material

= Equipo de electroferesis (ejemplo: Mini Protean Il de Biorad).
*  Solucion de acrilamida-bisacrilamida: 29% acrilamida (p/v); 1% bisacrila-
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Figura 6. Separacion de las proteinas estructurales de un baculovirus mediante un gel SDS-

PAGE.

mida (p/v). Precaucion: la acrilamida es un potente neurotéxico, es nece-
sario el uso de guantes y mascarilla para su manipulacién.

3,0 M Tris-HCI, pH 8,8.

1,0 M Tris-HCI , pH 6,8.

10% lauryl sulfato sédico (SDS) (p/v).

Marcadores moleculares (preparado comercial).

10% persulfato amoénico (APS) (p/v).

TEMED (N,N,N",N’,- tetrametil-etilendiamina)

Tampén de carga: 125 mM-Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS (p/v), 10% glicerol
(vv), 0,001 % azul de bromofenol (p/v) y 5 % 2-mercaptoetanol (v/v).
Tampon de carrera (10x): 250 mM Tris, 1,92 M Glicina; pH 8,3, 1% SDS
(p/V).

Solucian calorante: 0,1% azul brillante de Commassie R (p/v), 10% &cido
acético (viv) y 50% etanol (v/v).

Solucién decolorante: 9,45% etanol y 6,75% 4cido acético.

Gel de apilamiento: 2,5% acrilamida-bisacrilamida; 125mM Tris-HCI pH
6.,8; 0.1% 8DS; 0,1 % TEMED y 0,12% APS.

Gel de separacion (Tabla 2).

Muestra de OBs (Apartado 3.1.) o viriones purificados (Apartado 3.2).
Papel celofan.

Antes de comenzar el montaje de la estructura de soporte de los geles,
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Tabla 2. Composicién de [os geles de resolucion segun el porcentaje de acrilamida. Las can-
tidades se muestran en ml.

Reactivo

Tipo de gel
12,5% 10%

Acrilamida-bisacrilamida 4.2 3.3
3,0 M Tris-HCI pH 8,8 1,25 1,25

8DS 10%

0.1 0,1

Agua bidestilada 4,6 5,5

APS
TEMED

0,4 0.4
0.06 0,09

limpiar los cristales con etanol para eliminar cualquier impureza. Montar
los cristales sobre los soportes de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Tener especial cuidado en igualar ambos cristales para evitar
peosibles fugas de la acrilamida liquida por las esquinas y en 1a zona de
union con el soporte.

Preparar la solucion de acrilamida para el gel de separacion mezclando
los reactivos en las cantidades indicadas en la siguiente tabla para las
distintas concentraciones de acrilamida y un volumen final de 10 ml.
Verter la mezcla con ayuda de una pipeta lentamente por el interior de
ios cristales evitando la formacion de burbujas, hasta aproximadamente
1 cm del extremo inferior del peine,

Precauciones: La reaccion de polimerizacion de la acrilamida comienza
al anadir el reactivo TEMED, por tanto debe afiadirse cuando esté todo
preparado para verter la mezcla.

La concentracién de poliacrilamida que se utilice dependera del interva-
lo de tamafo de los polipéptios que se quieren separar. Se aconseja
para un intervalo de entre 16-68 kD geles del 10%, mientras que poli-
péptidos de tamarios inferiores se reseolveran en geles mas concentrados
(12,5%) (SaMmBEROOK ef al., 1989).

Cubrir el extremo superior de acrilamida con agua y mantener el gel en
posicion vertical a T ambiente. La polimerizacidn tiene lugar en 20 6 30
min. El gel se puede conservar a T ambiente durante varias horas o
durante semanas a 4°C.

Preparar el volumen indicado (ejemplo: 10 ml) de gel de apilamiento.
Retirar el agua introduciendo pequefios trezos de papel secante entre los
cristales hasta llegar a la altura del gel y colocar el peine en su posicion.
Verter la mezcla de acrilamida liquida correspondiente al gel de apila-
miento sobre la fase anterior del gel ya polimerizade con ayuda de una
pipeta.

Precauciones: evitar la acumulacion de burbujas agitando con cuidado el
peine.

Cuando el gel de apilamiento ha pelimerizado, montar los geles sobre el
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10.

12

13.

14.

15,

16.

soporte de electroforesis y afadir el tampdn de carrera llenande toda el
tanque de forma que los pocillos de los geles queden bien cubiertos.
Retirar el peine con cuidado y lavar los pocillos varias veces con el tam-
pon de carrera, antes de cargar las muestras de proteinas.

Mezclar 2/3 de la muestra de proteinas, bien sean OBs o viriones purifi-
cados, con 1/3 de tamp¢én de carga en un vial de 0.5 ml y hervir durante
3 min.

. Centrifugar las muestras durante 10-20 seg para recuperar el agua con-

densada en la parte superior de los tubos.

Cargar las muestras de proteinas en los pacillos del gel.

Cerrar el tanque y conectar de forma conveniente los bornes a la fuente
de voltaje. La carrera se realizara a intensidad constante de 40 mA
durante aproximadamente 45-60 min Una vez que el frente llegue al
fondo del gel desconectar la fuente de voltaje y desmontar los soportes
para recuperar los geles.

Introducir los geles durante 10-30 min en un recipiente con solucién colo-
rante y mantenerlos en agitacion durante este tiempo para asegurar una
fincion homogenea.

Introducir los geles en un recipiente con solucion decolorante y mante-
nerlos en agitacién durante 40-45 min.

Colocar el gel entre papel de celofan para su secado. Para asegurarse
de que no se deja nada de aire entre el papel y el gel, conviene hume-
decer el papel antes de la colocacidn del gel y estirarlo conveniente-
mente con ayuda de un marco de plastico y unas pinzas de enmarcar.

6.2. Andlisis de ADN con endonucleasas de restriccion

El analisis del genoma viral con endanucleasas de restriccion (analisis REN) ha
demostrado ser una técnica muy util y fiable, no solo para definir las distintas espe-
cies de baculovirus (FIGEIREDG et al., 1999) sino también para distinguir entre las
distintas cepas (CABALLERO ef al., 1992) y genotipos (LEE v MILLER, 1978) de una
misma especie. Las endonucleasas de restriccion nos permiten obtener patrones
de bandas caracteristicos de cada cepa o genctipo, que posteriormente pueden ser
comparados entre si. El analisis REN nos sirve tambien para el elaborar los mapas
de restriccion de los genomas de los baculovirus.

Material

Endonucleasas de restriccion y tampones suministrados por el provee-
dor. Para digestiones con milltiples endonucleasas, se puede emplear el
tampoén universal 10 x TA (1M Tris-HCI, pH 7,8; 5 M acetato potasico; 1
M acetato magnésico; 0,1 M espermidina; 0,1 M DTT).

Equipo de electroforesis.

Agarosa.

TAE: 40 mM Tris-acetato, pH 8,0; 1 mM EDTA.
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» Tampdn de carga 6 x [0,25% azul de bromofenol; 40% sacarosa (p/v)].
¢ 1 mg/ml bromuro de etidio.

Metodo

1. Mezclar 0,5-2 ug ADN con & unidades de una determinada endonuclea-
sa de rastriccidn, y 1/10 vol. dal tampdn. Lievar el volumen total de la
digestion hasta 20 pl con dH;O e incubar durante 4-24 h a la temperatu-
ra adecuada (normalmente 37°C).

2. Preparar un gel de agarosa de entre 0,6-0,8% en TAE y anadir 25 pug/ml
de bromuro de etidio, dejar solidificar e introducirlo en una cubeta de
electroforesis con TAE.

3. Detener la reaccion de digestion del ADN afiadiendo 1/6 vol. de tampdn
de carga.

4. Cargar las muestras en los pocilles del gel de agarosa, y aplicar el vol-
taje adecuado. Para cbtaner buenos perfiles de ADN gendmice viral se
aplica un voltaje de entre 20 y 60 voltios (dependiendo del tamafio de la
cubeta de electroforesis) durante una noche.

7. Caracterizacion bioldgica

Mediante la realizacién de bioensayos es posible cuantificar la actividad biold-
gica de los baculovirus como una respuesta del huésped en términos de mortali-
dad, fecundidad, desarrollo, etc. en donde se involucran la dosificacion del patége-
no, administracion de la dosis y el registro de la respuesta negativa o pasitiva en
un tlempo determinado (RoserTson ¥ PRESLIER, 1992; HuGgHES Y WooD, 1987).

7.1. Métodos de inoculacion

La actividad bioldgica de una cepa de virus se puede determinar utilizando dis-
tinlos métodos de inoculacidn. La forma en que se realiza la infeccidon depende de
los habitos de la especie de insecto sobre la que se experimenta v la disponibilidad
del material requerido. Se determina previamente el huésped y el tamaho mas ade-
cuado segun los parametros a evaluar. Aungue hay baculovirus con un espectro de
huéspedes muy restringido, existen otros que pueden infectar a un nimero de
especies mas o menos amplic, por lo que el huésped sobre el que se decida deter-
minar la actividad biclogica del virus puede ser bien su huésped natural o alguna
de las especies susceptibles al mismo. Es habitual utilizar larvas de los primeros
estadios, por ser en la practica el tamafio mas adecuade para la aplicacion de un
bioinseclicida. Las concentraciones del producto viral se preparan por dilucién de
la obtenida en la titulacién.

7.1.1. Inoculacion de Hughes y Wood
Este método, originariamente descrito por Hughes y Wood (1981), se basa en
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la infeccion per os de larvas que se han mantenido en ayunas durante un breve
periodo de tiempo. La gran ventaja que ofrece este método es que la dasis se ingie-
re en un breve espacio de tiempo, lo cual es de especial importancia a la hora de
calcular parametros de tiempo. Ademas, mediante |a utilizacion de un colorante ali-
menticio, se comprugba que las larvas han ingerido la dosis. Los resultados de
morttalidad obtenidos nos permiten calcular la Clg,, DLgg v el tiempo medio para
morir. El volumen ingerido por las larvas debe conocerse para el calculo de la DLy,
Este volumen puede estimarse utilizando una suspension marcada con 32P
(HugHEs & Woob, 1981).

Material
» Larvas del huésped en el mismo estadio.
* Elindculo viral titulado (Apartado 5.1).
» Solucién mezcla: colorante alimenticio 0,001% FB (p/v) y 10% sacarosa
(p/v).

—p | 25°C, 70% humedad, 16:8 lsz/oscuridad |

Figura 7. Esquema de los métodos de bioensayo propuestos.
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Tabla 3. Dosis y concentraciones suminisiradas & larvas de segundo estadio de 8. exigua,

gue ingieren 0,3 pl seglin el cdlculo de Smits (1987).

Concentracién (OBs/ml) Dasis (OBs/larva)
104 3
3104 9
9 104 oF
27 104 81
81104 243

Cajas de Petri.
Cajas de Pelri cuadradas de 25 compartimentos individuales.
Pinceles y pinzas entomoldgicas.

Seleccionar un lote de larvas del huésped en la premuda de L a Ly, y
mantenerlas en ayunas de 6 a 8 horas antes de la infeccion.

Infectar las larvas colocandolas en grupos de 25 a 30 en placas circula-
res de Petri donde se dispone el inéculo en pequenas gotas, preparan-
do tantas cajas de este tipo como dosis a evaluar para cada inéculo
(Figura 7). Las distintas dosis del in6culo viral se preparan por dilucidn
acuosa del indeulo de partida al que se anade un 10% de la mezcla de
sacarosa con el colorante. Para el céleulo de las dosis ingeridas
(OBs/larva) debemos tener en cuenta el volumen de ingestion de cada
especie y cada estadio larvario (Tabla 3).

Disponer las larvas infectadas en cajas de plastico transparente con
compartimentos individuales que contienen dieta artificial para su ali-
mentacion durante los dias de observacion. Una vez que las larvas han
ingerido el indeulo adquieren un color azulado que nos permite desechar
las no infectadas.

Las larvas se mantienen a una temperatura de 25 + 2°C y los datos de
mortalidad se registran cada ocho horas, si se quiere determinar el tiem-
po medio para morir, o cada 12 ¢ 24 para determinar la CLgg 6 DLagg.

7.1.2. Inoculacion en superficie

Este metodo puede ser empleado para estimar la DLsg v la Clss. En el primer
caso, la dosis es proporcionada en una cantidad de dieta que es ingerida en su
totalidad (caso A); en el segundo, la concentracion es aplicada sobre una superfi-
cie determinada de la dieta que no es consumida en su totalidad (caso B).

Material

Larvas del huésped del estadio seleccionado.
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Dieta semisintética adaptada a la especie.

Contenedores (ejemplo: vasos pequefios, placas Petri con 25 comparti-
mentos).

Pinceles y pinzas entomoldgicas.

Agua bidestilada.

Suspensiones purificadas vy tituladas de OBs (Apartados 3.1 y 4.1, res-
pectivamente). Las concentraciones del producto viral se prepararan por
dilucidn de la obtenida en la titulacion.

Caso A

Debido a que el presente método tiene como fundamento determinar la con-
centracion ingerida por el huésped, sdlo podran ser consideradas dentro del bio-
ensayo las larvas que hayan consumido la totalidad del inéculo viral en un periodo

de 24 h.
Méiado

1. Colocar en cada compartimiento una pastilla de dieta que pueda sopor-
tar una gota de suspensidn viral (ejemplo: 1 pl para larvas Ld) y que
pueda ser ingerida en un periodo de 24 h,

2. Inocular la pastilla de dieta.

3. Colecar una larva por celda.

4. Incubar a 26°C+2 durante 24 h. Las larvas que no hayan ingerido la tota-
lidad de la dieta deben ser eliminadas del bioensayo.

5. Cambiar las larvas en contenedores provistos con dieta nueva y en
donde las larvas mueran o puedan completar su desarrollo.

6. Mantener las larvas a una temperatura de 25+2°C; los datos de mortali-
dad deben ser registrados cada 8 horas, si se quiere determinar el TLsg,
0 cada 12 0 24 para determinar la CLgy 6 DL, hasta el cese de la mor-
talidad por virus.

Caso B

1. Verter una cantidad conocida de dieta en cada celda de los contenedo-
res, o bien, sobre una placa individual (ejemplo: cajas Petri).

2. Inocular homogéneamente la concentracidon del virus sobre toda la
superficie de |a dieta (este paso puede ser auxiliado con el uso de asas
de platine o de vidrio).

3. Secar al aire hasta que la concentracion aplicada se haya absorbido
totalmente.

4. Colocar una larva por compartimento.

5. Mantener las larvas a una temperatura de 25 + 2°C; los datos de morta-

lidad deben ser registrada cada 8 horas, si sc quiere determinar el TLg,
0 cada 12 ¢ 24 para determinar la CLgy 6 DL, hasta el cese de la mor-
talidad por virus.
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7.1.3. Inoculacion por incorporacion en dieta

La inoculacién de virus en dieta es una técnica comunmente utilizada para la
multiplicacion de virus. Sin embargo, en algunas especies que penetran en la dieta
para alimentarse se emplea rutinariamente para la determinacion de la DLy y la

CL50.

Material

Método

Larvas del huésped del estadic seleccionado.

Ingredientes para la claboracion de la dieta semisintética (véase
Apartado 2.1.1).

Contenedores (ejemplo: vasos pequefios, placas Petri con 25 comparti-
mentos). :

Pinceles y pinzas entomoldgicas.

Agua bidestilada.

Suspensiones purificadas de OBs (Apartado 2). Las concentraciones del
producto viral se prepararan por dilucion de la obtenida en la titulacion.

Incorporar los ingredientes de la dieta de acuerdo al protocolo especifi-
cado.

Mezclar la dieta y enfriar a una temperatura de 45°C.

Incorporar el indculo viral y mezclar homogéneamente.

Verter rapidamente la dieta a los compartimentos donde serdn confina-
das las larvas. Precaucién: enfriar |a dieta preferentemente varias horas
antes de colocar las larvas.

Cortar un volumen determinado de la dieta inoculada y transferirla a un
contenedor limpio.

Colocar la larva y dejarla que se alimente por un periodo determinado de
tiempo (segln la especie y el estadio utilizado).

Cambiar la larva a un contenedor con dieta limpia hasta el cese de la
mortalidad por virus.

Mantener las larvas a una temperatura de 25+2°C y registrar los datos de
mortalidad (cada 8 horas, para determinar el tiempo medio para morir).

Verter un volumen conacido de la dieta inoculada por compartimento.
Colocar una larva y mantenerla en el misma contenedor hasta el cese de
la mortalidad por virus.

Mantener las larvas a una temperatura de 25+2°C y registrar los datos
de mortalidad (cada 8 horas, para determinar el tiempo medio para
marir).
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7.1.4. Inocuiacion en substraio vegeial
Este método de biocensayo se basa en la utilizacién de discos de hoja de plan-
la impregnados en una solucién de OBs y se basa en el publicado por lriarte ef al.
(1998). El insecto ingiere el virus mezclado con la dieta artificial. Los resultados de
mortalidad obtenidos se utilizaran para estimar la Clgp,.
Material
* Material vegetal (ejemplo: hojas de lechuga).
= Sacabocados.
* Becipiente con hielo.
«  Servilletas de papel absorbente.
¢ Mojante agricola tipo B (Ert Fitas).
= Pinzas y pinceles entomoldgicos.
¢ Larvas recién mudadas, mantenidas en ayunas durante unas 8 horas.
+ Pinceles.
s (Cajas Petri cuadradas de 25 celdillas.
* 3% agar (p/v).
= Suspension acuosa titulada de OBs.
=  Solucidn acuscsa sin virus que servira como testigo negativo.

1. Fundir el agar y dispensarlo mediante un embudo en las cajitas Petri,
poniendo en cada celdilla una capa de unos 3 mm de espesor, que ser-
vira como fuente de humedad. Dejar enfriar.

2. Prepar las correspondientes diluciones seriadas de OBs con razén cons-
tante, de tal forma que suministremos a cada blogue de larvas la dosis
requerida.

3. Anadir el mojante agricola al 0,005% (v/v), con el fin de disminuir la ten-
sidn supetficial y permitir la lotal impregnacion de los discos. Agitar bien.

4. Deshgcjar la lechuga y lavar las hojas en un vaso de precipitados grande.
Dejar a remojo una media hora con dos o tres gotas de lejia. Aclarar bien
con agua corriente y una vez con agua destilada. Sobre unas servilletas
de papel cortar los discos de lechuga con el sacabocadas. Para evitar
gue se marchiten durante la realizacién del bioensayo, es conveniente
conservar los discos humedos y sobre una bandeja con hielo.

5. Sumergir con unas pinzas de punta fina los discas de lechuga en las sus-

_ pensiones virales, escurririos y colocarlos individualmente en los pocillos
sobre la superficie de agar. Dejar secar.

6. Introducir una larva en cada una de las celdillas de las cajas de 25 com-

partimentos, con ayuda de un pincel.

Cerrar las cajilas con dos servilletas absorbentes dobladas y la corres-

pondiente tapa, ¥ fijar con cinta adhesiva.

8. Incubar durante el tiempo necesario en condiciones controladas de tem-
peratura, fotoperiodo y humedad relativa y registrar la mortalidad a inter-
valos de tiempe regulares.

~{
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7.2. Determinacion del espectro de huéspedes

La determinacion del espectro de huésped se realiza mediante bioensayo ino-
culando las especies que se sospecha pueden ser susceptibles a un baculovirus
concreto. Generalmente se utilizan especies proximas, del mismo género o familia,
a la especie de la que se aislo criginariamente el baculovirus, pero también pueden
utilizar especies que convivan en el mismo habital y que tengan algin interés agro-
némica, bien por ser plagas o sus enemigos naturales. El método de inoculacién a
utilizar puede ser cualquiera de los descritos en el Apartado 7.1. Puesto que el
grado de susceptibilidad de las distintas especies a un mismo baculovirus puede
variar considerablemente (BLack et al., 1997), se recomienda utilizar dosis muy
altas de virus, que permitan detectar el desarrollo de una infeccién en especies con
baja susceptibilidad a un determinado baculovirus. También es recomendable
hacer ensayos en distintas estadios larvarios, ya que la susceptibilidad suele ser
muche mayor en los estadios mas jévenes (ESCRIBANO ef al., 1999).

Material
*+ lLarvas de las distintas especies en diferentss estadios.
* Suspension de OBs.
s (Caijitas de bioensayo.
* Pinceles, pinzas y servilletas de papel.

1. Suministrar la suspension viral a las larvas segtin el método de bioensa-
yo elegida (Apartado 7.1).

2. Realizar el control de la mortalidad hasta que todas las larvas hayan
muerto o pupado.

7.3. Determinacion de la productividad y peso de las larvas

La productividad o cantidad de progenie viral que es capaz de generar un bacu-
lovirus, expresada en OBs/larva, y la incidencia del proceso infeccioso en el peso
del insecto son parametros que también pueden medirse mediante bioensayo. La
determinacién de la productividad de una cepa de baculovirus esta en relacién
directa con su capacidad para originar una epizootia en campa, y es una caracte-
ristica muy importante a la hora de disefiar el proceso industrial de produccién de
un insecticida a base de baculovirus.

Material
= Balanza de precisién de 4 digitos decimales (Sartorious BP61S).
* Pinzas entomeldgicas.
* Larvas en el mismo estadio larvario.
*  Suspension de OBs.
e Camara de conleo (Apartado 4.1).
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» Cajitas cilindricas individuales de 3 cm de didmetro.
 Dieta semisintética.

Método

1. Registrar el peso de las larvas a ensayar. Calcular la media y seleccio-
har aguellas cuyo peso quede comprendido entre X+ 2 o.

2. Suministrar a cada grupo de 50 larvas, segun el método mas conve-
niente (Apartado 7.1), la dosis elegida. Como testigo se toma un grupo
de larvas que se inocula con una suspension sin virus.

3. Registrar el peso de las larvas cada 24 horas.

4. Temar al azar 20 cadaveres larvarios de cada grupo y resuspender, cada

uno de ellos, en 300 pl de dH,0.
Purificar los OBs (Apartado 3.1.1) y titular la suspension realizando, al
menos, tres repeticiones.
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