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Abreviaturas

AcMNPV: Virus de la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica.
AfMNPV: Virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anagrapha falcifera.
AgMNPV: Virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis.
BmNPV: Virus de la poliedrosis nuclear de Bombyx mori.

Bt: Bacillus thuringiensis.

Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis.

Btk: Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

BV: viriones brotados.

Cel.: células.

CLso: Concentracion letal media.

CpGV: Virus de la granulosis de Cydia pomonella

Cry: Cuerpo paraspdrico.

CTS: Caldo tripteina soja.

CuniNPV: Virus de la poliedrosis nuclear de Culex nigripalpus.

CV: células vegetativas.

DICCsy: Dosis infectiva para cultivos celulares 50%.

Esp: Esporos.

FP: Fenotipo productor de pocos poliedros.

GV: Granulovirus.

HaSNPV: Virus de la poliedrosis nuclear simple de Helicoverpa armigera.
ICD: Densidad celular de infeccion.

ICTV: Comité Internacional de Taxonomia de Virus.

kpa: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno.

MDCV: Méxima densidad de células viables.

MIP: Manejo integrado de plagas.

MOI: multiplicidad de infeccion.



NeleNPV: Virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion lecontei.
NeseNPV: Virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion sertifer.
NPV: Nucleopolyhedrovirus.

OB: cuerpos de oclusion.

ODV: viriones derivados de los cuerpos de oclusion.

OV: viriones ocluidos.

PBS: Buffer salino de fosfatos.

PDIs: Particulas defectivas interferentes.

Pol: poliedros.

Rog: Rendimiento volumétrico de poliedros.

REog: Rendimiento especifico de poliedros.

saUFL-AG-286: Linea celular de Anticarsia gemmatalis adaptada a suspension.
SDS: Dodecil sulfato de sodio.

SFB: Suero fetal bovino.

SfMNPV: Virus de la poliedrosis nuclear multiple de Spodoptera frugiperda.
STR: reactor tanque agitado.

TLso: Tiempo letal 50%.

Ufp: unidades formadoras de placas.

Simbolos

u: velocidad especifica de crecimiento.

gs: velocidad especifica de consumo de glucosa.
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I1.1. Manejo integrado de plagas

Desde finales de la Segunda Guerra Mundial, el control de poblaciones de insectos
plaga se realiza mediante la aplicacion de insecticidas quimicos. Si bien estos productos
alcanzaron éxito comercial para el control de plagas de interés agricola, su utilizacion no esta
exenta de problemas, ya que la mayoria son de amplio espectro, algunos no son
biodegradables, y otros tienen elevada persistencia en el medio ambiente. El uso
indiscriminado de estos compuestos ha perturbado el equilibrio de las comunidades de
insectos y, como consecuencia, algunos fitéfagos inicialmente sin interés econdmico
adquirieron cierto nivel de densidad poblacional alcanzando asi el umbral de dafio econdmico.
Por otro lado, el uso continuo de los insecticidas quimicos sobre las poblaciones de plagas
ejercié una fuerte presion de seleccion favoreciendo a los individuos mas resistentes. Como
consecuencia, se incrementaron las dosis y el nimero de aplicaciones necesarias para su
control. Ello condujo a la acumulacion de residuos quimicos hasta niveles perjudiciales en el
medio ambiente y en los distintos eslabones de las cadenas troficas.

Es dentro de este contexto que surge el concepto de Manejo Integrado de Plagas (MIP).
El MIP fue conceptualmente introducido por Smith y Allen en 1954 (Murhammer, 1996), y
surge en respuesta al uso intensivo de insecticidas de sintesis quimica como Unica préctica de
control de plagas en sistemas agricolas. Esta nueva vision sobre la sanidad de los cultivos
permite diferenciar claramente dos conceptos: mientras que tradicionalmente el “control” de
plagas persigue “climinar” al agente de dafio, el ““manejo” busca sostener sus poblaciones por
debajo de un determinado nivel de impacto (Villacide y Corley, 2007). El objetivo no es
desterrar el uso de insecticidas quimicos, sino reducir su empleo complementandolo con otras
estrategias de control. Entre las tacticas que involucra el MIP se incluyen el control quimico,
las practicas culturales y el control biologico de plagas. Este ultimo se relaciona con el uso de
los enemigos naturales: predadores, pardsitos, parasitoides y patogenos. Entre estos ultimos se
encuentran distintas especies de bacterias, virus, hongos, protozoos y nematodos. En
particular, para que un patégeno sea efectivo como agente de control microbiano de plagas,
debe reunir algunas caracteristicas deseables, entre las que se encuentran una elevada
virulencia, la inocuidad para otras formas de vida (incluidos insectos benéficos, vertebrados y
plantas), accion répida, larga permanencia a campo, produccién facil y econdmica y una vida

de anaquel considerable (Ibarra y del Rincon Castro, 2001).
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Los baculovirus (virus patoégenos de insectos), junto con la bacteria esporulada Bacillus
thuringiensis y algunas especies de hongos, representan los tres grupos de entomopatdogenos

que mayor atencion han recibido para su desarrollo como agentes bioinsecticidas.

1.2. Agentes de control biolégico

El control biologico se define como un proceso a través del cual se disminuye la
densidad de un insecto plaga mediante el empleo de otros organismos (insectos predadores,
parasitoides, bacterias, hongos, nematodos y virus). Los bioinsecticidas microbianos utilizan
como principios activos:

a- Bacterias: dentro de las bacterias entomopatogenas se encuentra un elevado nimero
de cepas de Bacillus thuringiensis (Bt), empleadas desde 1958 para el control de plagas
agricolas y forestales. Desde esa fecha, sdlamente en los Estados Unidos, se registraron mas
de 180 bioinsecticidas a base de Bt (Becker, 1997; Crecchio y Stotzky, 2001; Siegel, 2001).

b- Hongos: se han identificado aproximadamente 750 especies de hongos con
caracteristicas entomopatdgenas. Sin embargo, s6lamente diez de ellos han sido utilizados
para el control de insectos plagas (Szewczyk y col., 2006).

c- Nematodos: algunos nematodos, especialmente los pertenecientes a las familias
Steinerrematidae y Heterorhabditidae, han sido utilizados para el control de insectos plagas.
Sin embargo, su empleo ha sido muy limitado a causa de ser muy sensibles a la desecacion
(Szewczyk y col., 2006).

d- Virus: quince familias de virus han sido identificadas como capaces de infectar
insectos. Sin embargo, so6lo los miembros de la familia Baculoviridae son considerados
potenciales bioinsecticidas. Hasta la fecha, el programa mas exitoso de empleo de un
baculovirus para el control de un insecto plaga es el desarrollado en Brasil, donde anualmente
se tratan, con el virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis
(AgMNPV), cuatro millones de hectareas de cultivos de soja con el fin de controlar la isoca

de las leguminosas (Moscardi y Santos, 2005).

1.3._Insectos lepiddpteros (Familia: Noctuidae)

Los lepidopteros son un orden de insectos que agrupan mariposas y polillas. La familia
Noctuidae, ubicada dentro del orden Lepidoptera, abarca un total de 20.000 especies que se

caracterizan porque sus adultos vuelan de noche y son de colores grisaceos u oscuros.
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Su desarrollo es holometdbolo: del huevo sale una larva u oruga que se transformara en
pupa y ésta dara lugar al adulto. La larva, a diferencia del adulto, presenta un aparato bucal de
tipo masticador; la mayoria de las larvas son fitofagas (Del Ponte, 1958).

Las larvas pueden alimentarse de cualquier cultivo herbaceo y ocasionan grandes
pérdidas econdémicas al sector agricola. Entre los lepidopteros de mayor importancia
encontramos a Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa armigera,
Lymantria dispar, Rachiplusia nu, Heliothis zea, Epinotia aporema, entre otras.

En este trabajo se hara referencia a Anticarsia gemmatalis, debido a que el baculovirus

utilizado es especifico para este insecto.

1.3.1. Caracteristicas de Anticarsia gemmatalis
La isoca de las leguminosas, Anticarsia gemmatalis, es un insecto nativo de las zonas

tropicales y subtropicales del continente americano. Fue hallada por primera vez en Florida,
Estados Unidos, en el afio 1903 (Hinds y Osterberger, 1931). En la Argentina, los brotes mas
importantes de esta plaga se registran en los cultivos de soja de las zonas noroeste y noreste.
Las mayores infestaciones se han producido en las provincias de Cordoba y Santa Fe
(Iannone, 2007), coincidentemente con la mayor 4rea sembrada de soja, su planta predilecta.

Los huevos son depositados en forma aislada, principalmente en el envés de las hojas.
Las orugas, que llegan a medir entre 35 y 40 mm de longitud, se presentan en dos formas: una
de color verde intenso y la otra de color oscuro a negro con una serie de lineas blancas
longitudinales (Figura [.1.A y [.1.B).

Los adultos son mariposas de habitos nocturnos de color marrén a azulado oscuro
(Figura 1.1.C). Al poseer gran capacidad de vuelo migran desde las areas tropicales y
subtropicales a las templadas durante el verano. Las larvas y pupas invernantes, provenientes
de las infestaciones producidas en los meses de marzo y abril, mueren durante el invierno

como consecuencia de la baja tolerancia al frio.

1.3.2. Su importancia como plaga
La isoca de las leguminosas es el insecto plaga con actividad defoliante que ataca con

mas frecuencia los cultivos de soja. El dafio ocasionado se relaciona en forma directa con los
habitos alimentarios de este insecto. En general, las orugas, durante sus primeros estadios,
solamente raspan las hojas. Pero a medida que crecen se vuelven mds voraces. La
alimentacion de las orugas comienza con las hojas de la parte superior de la planta, para luego
pasar a las hojas maduras de la parte inferior. Por tltimo, una vez eliminado el follaje, se
alimentan de la parte mas suculenta del tallo e inclusive pueden llegar a deteriorar las vainas.
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Para que los dafios provocados por la isoca no sean devastadores es importante la
vigilancia del agricultor, ya que la rapidez de un control oportuno impedird pérdidas
econOmicas importantes. Para ello, el agricultor debe implementar la revision frecuente de los

lotes con presencia de larvas pequeiias.

UGA3413056

Figura I.1: A y B: Variedades de larvas de Anticarsia gemmatalis. Fuente: http://www.viarural.com.ar/.
C: Ejemplar adulto de Anticarsia gemmatalis. Fuente: http://www.ipmimages.org/.

1.3.3. Control de la isoca de las leguminosas
La isoca de las leguminosas es la especie mas importante del complejo de defoliadores

que ataca los cultivos de soja. El dafio provocado por esta plaga puede ser muy alto, llegando
a reducir hasta un 40% el rendimiento del cultivo si no se aplica un control eficiente.
Actualmente, para el control de Anticarsia gemmatalis se usan insecticidas quimicos de
amplio espectro a base de piretroides y organofosforados (Aragén, 2007). Ademas, debido a
la proteccion que brindan estos insecticidas para otras plagas, como el “barrenador de los
brotes”, se utilizan en dosis mayores a las necesarias para el control de las orugas
defoliadoras.

Si bien el uso de plaguicidas quimico estd muy difundido en la Argentina, para el
control sustentable de las principales plagas de la soja se recomienda la aplicacion de un
sistema de manejo integrado de plagas. Esta metodologia de trabajo comienza, basicamente,
con inspecciones regulares del cultivo para evaluar el nivel de ataque (grado de defoliacion),
el nimero y el tamano de las orugas. De acuerdo al grado de ataque, se debe pasar a la etapa
de implementacion de medidas de control.

Como se mencion6 anteriormente, el manejo integrado de plagas puede incluir el uso de
insecticidas biologicos. AgMNPV es un patdogeno que presenta elevada virulencia hacia las
larvas de Anticarsia gemmatalis, insecto que por sus habitos desfoliadores presenta una alta
exposicion al virus. Sin embargo, estd comprobado que estos insectos en la edad adulta, en
general, no son infectados por AgMNPV. Los virus actiian en los primeros estadios de la fase
larval, que son los mas susceptibles a la infeccion. Anticarsia gemmatalis disminuye la

susceptibilidad hacia el virus hasta en un 50% a partir del cuarto estadio. Por lo tanto, la mejor
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fase para la aplicacion de AgMNPV es en larvas de los primeros tres estadios, es decir,
cuando éstas son menores a 1,5 cm.

El control de la isoca de las leguminosas con AgMNPYV favorece el establecimiento y el
incremento de la entomofauna benéfica asociada al cultivo de soja. Esta poblacion comprende
alrededor de veinte organismos, entre depredadores, parasitoides y entomopatdgenos. Este
fendmeno se debe fundamentalmente a que AgMNPV no tiene ningln efecto negativo sobre
estas especies benéficas. Otra ventaja que presenta AgMNPYV es que no necesita de un equipo
especial de aplicacion, ya que se puede utilizar el mismo con el que se aplican los insecticidas
convencionales. Sin embargo, se debe tener especial cuidado con el agua que se utiliza como
vehiculo. La misma no debe contener cloro debido a que esta sustancia inactiva el virus. Una
de las principales desventajas que presenta el uso de AgMNPV, y que ha condicionado su
empleo como bioinsecticida, es el largo periodo de tiempo entre la infeccion y la muerte de la
larva (7 — 10 dias). Durante ese periodo la plaga continua alimentandose y, en consecuencia,
desfoliando el cultivo.

Desde la temporada 1989 / 1990, mas de un millén de hectareas de cultivos de soja en
Brasil fueron tratadas anualmente con AgMNPV. Actualmente, esta cifra asciende a cuatro
millones de hectareas (Moscardi y Santos, 2005). El éxito del programa brasilefio se debe a
una combinacion de factores entre los que se destacan que la isoca de las leguminosas es
normalmente la unica especie plaga de importancia econdmica presente en el cultivo de soja;
la existencia previa de un exitoso programa de manejo integrado de plagas, el cual facilit6 la
aceptacion del virus por parte de los productores; disponer de un virus altamente virulento que
posibilita emplear baja dosis de bioinsecticida (Cherry y Williams, 2001); un costo del
bioinsecticida entre un 20% y un 30% menor a los insecticidas quimicos; y la posibilidad de
controlar la isoca de las leguminosas mediante una Unica aplicacion anual, contra al menos
dos aplicaciones cuando se emplean insecticidas quimicos (Szewczyk y col., 2006).
Finalmente, se debe destacar que, desde el comienzo del programa brasilefio, mas de 17
millones de litros de insecticidas quimicos no han sido volcados al ambiente (Moscardi y col.,

2002).
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Tabla I.1: Insecticidas quimicos aplicados a los cultivos de soja. Fuente: http://www.viarural.com.ar/

Principio Activo

Especies que controla

Dosis (cm*/ha)

Principio Activo

Especies que controla

Dosis (cm*ha)

Gamma Cialotrina

Isoca medidora - Oruga militar tardia -

15% Oruga de las leguminosas - 13a30 Isoca de la alfalfa 400 a 500
’ Barrenador del brote Chinche Verde
Isoca bolillera - Isoca medidora -
Ciflutrina 5% Oruga de las leguminosas - Oruga 100 a 150 Oruga de las leguminosas 650 a 800
militar tardia
Clorpirifos A
. 48% Gata peluda norteamericana -
Isoca mefédarr?“h?s;usga de las 35a50 Gusanos cortadores - Oruga 800 a 900
Beta Ciflutrina 5% 9 cuarteadora - Oruguita verde
Oruga militar tardia 50a70 Isoca medidora 900 a 1200
Isoca medidora 60 a 100 Barrenador del brote 1000 a 1300
Oruga militar tardia - Oruguita verde 80 a 100 Isoca bolillera 1800 a 2000
100 +600-750 | - bdacialotrina
Barrenador del brote cm’ de 50 Oruga de las leguminosas 35
Cipermetrina 25% Clorpirifos °
Terrestre .
120 2 160 Oruga de las leguminosas 600
Isoca bolillera Endosulfan 35%
1 6[3262000 Isoca de la alfalfa 700
Deltametrina 0.8% Clorpirifos 50% Gusanos cortadores - Oruga militar
+ Endosulfan 3'2cy° Oruga de las leguminosas 250 a 300 + Cipermetrina | tardia - Oruga de las leguminosas - 3502750
’ 5% Barrenador del brote — Chinche
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1.4. Los baculovirus

1.4.1. Estructura y morfologia
La familia Baculoviridae comprende un gran nimero de virus con genoma de DNA

doble cadena, envueltos, que presentan la propiedad de generar cuerpos de inclusion que
incluyen uno o mas viriones en su interior y son especificos de artropodos. Los mas de 600
virus que integran esta familia han sido aislados, en su mayoria, de insectos que pertenecen al
orden Lepidoptera; sin embargo, algunos de ellos han sido aislados de los 6rdenes Diptera,
Hymenoptera y de crustaceos del orden Decapoda (Herniou y col., 2004). El nombre de esta
familia se atribuye a la forma de baston o baculo que presentan los virus clasificados en ella.

Sobre la base de criterios morfoldgicos, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), distingue dos géneros dentro de la familia Baculoviridae, los Nucleopolyhedrovirus
(NPV) y Granulovirus (GV) (ICTVdB Management, 2006). Los baculovirus clasificados
entre los NPVs se caracterizan por ensamblar, en el nucleo celular, cuerpos de oclusion con
forma de poliedros, los cuales contienen en su interior varios viriones ocluidos. Dentro del
género se reconocen dos grupos, I y II, en el primero de los cuales ha sido clasificado el virus
de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV). Por otro lado, los
virus clasificados entre los GVs se distinguen por producir cuerpos de oclusion ovoides, que
contienen en su interior un solo virion. En este caso, los granulos son de localizacion
citoplasmatica.

Jehle y col. (2006) presentaron una revision de la taxonomia y la clasificacion de la
familia Baculoviridae en base al estudio filogenético de 29 genomas de baculovirus. Estos
investigadores propusieron que la familia Baculoviridae deberia ser dividida en cuatro
géneros:

a) Alphabaculovirus: Este género deberia incluir todos los virus de poliedrosis nuclear
especificos de Lepidopteros. Producen viriones ocluidos y viriones brotados, y su genoma
varia en un rango de 100 a 180 kpb. Para este género se propone como especie tipo al virus de
la poliedrosis nuclear multiple de Autographa californica (AcMNPV).

b) Betabaculovirus: Aqui se posicionarian los virus del género Granulovirus. Al igual
que los alphabaculovirus, estos virus durante su ciclo de replicacion producen viriones
brotados y viriones ocluidos, y su genoma también varia en un rango de 100 a 180 kpb. Para
este género se propone como especie tipo al virus de la granulosis de Cydia pomonella
(CpGV).

¢) Gammabaculovirus: Los virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion lecontei

(NeleNPV) y de la poliedrosis nuclear de Neodiprion sertifer (NeseNPV) constituirian este
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género, con la posibilidad de incorporar un virus de poliedrosis nuclear especifico de
Hymenoptera aislado de Gilpinia hercyiniae. Los poliedros de un tamafio comprendido entre
0,4 — 1,1 um contienen una Unica nucleocépside. El tamafio de los genomas de NeleNPV y
NeseNPV oscila entre los 82 — 86 kpb. Entre los virus de este grupo no se han identificado
viriones brotados ni tampoco genes que codifiquen para la proteina de fusion GP64. Para este
género se propone como especie viral tipo al virus de la poliedrosis nuclear de Neodiprion
lecontei (NeleNPV).

d) Deltabaculovirus: En este género se propone incluir al virus de la poliedrosis nuclear
de Culex nigripalpus (CuniNPV) y posiblemente otros baculovirus especificos del orden
Diptera. En estos virus se han hallado viriones brotados y viriones ocluidos. Los cuerpos de
oclusion de CuniNPV tienen forma esférica y su diametro es de aproximadamente 400 nm.
Se ha determinado que los genes que codifican la proteina que forma los cuerpos de oclusion
no son homologos a los que codifican la poliedrina o la granulina.

En la familia Baculoviridae, la estructura de la nucleocapside viral esta constituida, por
un lado, por una capside cilindrica tapada en ambos extremos, cuyo diametro se encuentra
comprendido entre 30 y 60 nm, y su longitud entre 250 y 300 nm, siendo ésta proporcional al
tamafio del genoma. Su modelo estructural consiste en una serie de anillos apilados
perpendicularmente que configuran la forma cilindrica. Todos los anillos estan formados por
un namero constante de sub-unidades proteicas y, entre un anillo y el siguiente, existe una
separacion de aproximadamente 4,5 nm (Federici, 1986; Fraser, 1986). La proteina principal
de la capside es la proteina VP39 (Blissard y col., 1989). Otros componentes de la capside son
la proteina basica P6,9 (Funk y col., 1997), la proteina P24 (Gombart y col., 1989), la proteina
P80 (Miiller y col., 1990) y la fosfoproteina PP78/83 (Ayres y col., 1994), ademéas de otros
componentes minoritarios, pero funcionalmente relevantes.

En el interior de la capside viral, asociado estrechamente a la proteina P6,9, se
encuentra el DNA gendémico super enrollado y condensado. El tamafio del mismo puede
oscilar entre 90 y 230 Kpb, y estd organizado en una unica molécula circular de DNA de
doble cadena (Federici, 1986; Caballero y col., 2001; ICTVdB Management, 2006). En
relacion a la organizacion y contenido génico de los genomas de baculovirus, los que han sido
secuenciados hasta el presente contienen entre 140 y 180 marcos abiertos de lectura. Estos
marcos de lectura se pueden encontrar en cualquiera de las dos orientaciones posibles,
separados por secuencias intergénicas cortas, solapandose con frecuencia la sefial de

finalizacion de la traduccioén con la sefal de poliadenilacion del transcripto (Ayres y col.,
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1994), mientras que, por otro lado, también los elementos promotores pueden solaparse sobre
la secuencia codificante de otro marco abierto de lectura (Passarelli y Miller, 1993).

La morfogénesis de los viriones es un rasgo particular de la familia Baculoviridae. Por
tratarse de virus envueltos, los viriones maduros se forman cuando las nucleocéapsides
adquieren una envoltura que, de acuerdo a su origen, pueden originar dos tipos de viriones:

a) Algunas nucleocéapsides, brotan a través de la membrana citoplasmatica de la célula
huésped. A estos viriones se los conoce con el nombre de viriones brotados (BV).

b) Otras nucleocéapsides, en cambio, permanecen en la célula infectada y adquieren una
envoltura a partir de su sintesis de novo, dando lugar a la formacion de viriones que
posteriormente quedan ocluidos en los denominados cuerpos de oclusion. Estos viriones
reciben el nombre de viriones ocluidos (OV).

Hacia el final de su ciclo de replicacion, las células infectadas por baculovirus sintetizan
grandes cantidades de poliedrina o granulina. Estas proteinas, codificadas en el genoma viral,
cristalizan formando los cuerpos de oclusion (OB), con forma de granulo o de poliedro
irregular, que encierran uno o mads viriones ocluidos, respectivamente. El tamafio de los
cuerpos de oclusion varia entre 0,13 — 15 um, son insolubles en agua, resistentes a la
putrefaccion y desintegracion por agentes quimicos, y también a tratamientos fisicos como la
congelacion, la desecacion o la liofilizacion. Todas estas caracteristicas le confieren capacidad
de persistencia en el medio ambiente. Por otra parte, los OBs son solubles en condiciones
alcalinas como las que se encuentran en los intestinos de algunos insectos (pH 9-11). Esta
propiedad facilita la liberacion de los viriones de los OBs, los cuales comienzan la infeccion
en el insecto huésped (Federici, 1986).

Los viriones ocluidos pueden contener una sola nucleocapside por viriéon (viriones
simples) o bien contener un nimero variable de nucleocdpsides (viriones multiples). Los
viriones derivados de los cuerpos de oclusion (ODV) son los elementos infecciosos
responsables de la transmision horizontal del virus, como asi también de iniciar la infeccion
primaria en las células epiteliales del mesenterén del insecto huésped. La proteina P74,
presente en la membrana de los ODVs, es la responsable de la union y la fusién de las
membranas del virion a la célula huésped (Faulkner y col., 1997). Entre la nucleocapside y la
membrana de estos viriones existe una zona, a la que se denomina tegumento, donde se ubica
la glicoproteina GP41 cuya funcién atn es desconocida (Whitford y Faulkner, 1992).

Los BV contienen una sola nucleocapside por virion. Ellos son los agentes infecciosos
responsables de diseminar la infeccion entre los 6rganos y tejidos de la cavidad hemocélica

del huésped, como asi también de iniciar el ciclo de infeccién en los cultivos celulares. La
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forma de penetracion de los BV en la célula huésped esta relacionada con el origen y la
composicion proteica de su envoltura. La glicoproteina GP64, presente en la envoltura de
AcMNPV, aparece concentrada en uno de los extremos del virion dando lugar a una
estructura en forma de espiga, a la cual se denomina “peplomero”. Esta estructura le confiere
especificidad tisular al viridon y es la que esta involucrada en su entrada a la célula a través de
un mecanismo de endocitosis mediado por receptores. En conclusion, la glicoproteina GP64
es esencial para la propagacion de AcMNPV de célula a célula (Jarvis y Garcia, 1994;

Caballero y col., 2001; Pearson y col., 2001).
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Figura 1.2: Estructura de los fenotipos virales del virus de la poliedrosis nuclear multiple de
Autographa californica (AcMNPV) (VII report ICTV, 2000).

1.4.2. Ciclo de infeccion
La replicacion de AcMNPV ha sido ampliamente estudiada en larvas de Trichoplusia ni

y cultivo de células de Spodoptera frugiperda y sirve como modelo para la replicacion de
NPV y GV en Lepidopteros (Granados y Williams, 1986). El ciclo biologico de NPV se
encuentra esquematizado en la figura 1.3.

Las larvas son infectadas cuando ingieren los OBs presentes como contaminantes en el
alimento (1,2). A causa de la alta alcalinidad presente en el intestino del insecto (ph>9,5), y
con la participacion de proteasas alcalinas, se produce la hidrdlisis de la poliedrina o granulina
(3), principal proteina constituyente de los OBs (Adams y McClintock, 1991). Una vez
liberados, los ODVs deben atravesar la membrana peritrofica del intestino. Superada esta

primera barrera, los OVs se unen por fusion a la membrana citoplasmatica de las
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microvellosidades de las células del intestino medio (4) (Horton y Burand, 1993). Luego de la
fusion, las nucleocépsides penetran en el citoplasma de las células y se dirigen hacia el ntcleo
(Chalton y Volkman, 1993), inyectando el DNA a través de los poros nucleares (Granados y
Williams, 1986). El nucleo se hipertrofia, observandose la formacion de un estroma
virogénico en la region central del nucleo (Granados y Williams, 1986), y se inicia la
expresion y replicacion del ADN. Las nuevas nucleocépsides pasan a través de la membrana
nuclear adquiriendo una envoltura de dicha membrana; se alinean con la membrana
plasmatica en la base de la célula para finalmente emerger traspasando esta membrana como
viriones brotados (BV). De ahi que, éstos ultimos, presenten una envoltura de composicion
similar a la membrana plasmatica de la célula huésped, pero modificada por la presencia de
proteinas virales. Concluida la etapa de la infeccion primaria, comienza la diseminacion de los
BVs hacia las células de otros tejidos, para comenzar la etapa correspondiente a la infeccion
secundaria (hemocitos, matriz traqueal, epidermis, cuerpo graso, tejidos muscular, nervioso,
reproductivo, glandular y células pericardiales) (5). Si bien no esta del todo esclarecido cual
es la principal via de diseminacion de la infeccion, estd comprobado que los hemocitos y las
células traqueales cumplen un rol muy importante en este proceso (Engelhard y col., 1994). A
diferencia de la via de penetracion de los OVs en las células del epitelio intestinal, que se
produce por fusion de membranas, los BVs, producto de la infeccion primaria, penetran a las
c¢lulas mediante un mecanismo de endocitosis mediada por receptores. Durante el proceso de
infeccion secundaria se produce una abundante progenie de OVs. Los mismos quedan
confinados en el nucleo celular, atrapados en una matriz de la proteina, formando asi los OBs.
Avanzada la infeccion, el insecto muere, en promedio a los 7 dias post-infeccion,
produciéndose finalmente la lisis del tegumento y la liberacion de los OBs, que dan origen a
un nuevo ciclo de infeccion (Sciocco, 2001).

La infeccioén por baculovirus frecuentemente altera el comportamiento del hospedante.
Las larvas infectadas a menudo tienden a moverse hacia la punta de la planta o de las hojas,
donde finalmente mueren.

En cultivo de células, el ciclo de infeccion comienza por la unién de los BVs a la
superficie celular. Los BVs entran a la célula por endocitosis mediada por receptor y se
fusionan con la membrana del endosoma, liberando las nucleocdpsides al citosol. Las
nucleocapsides son transportadas al nticleo y son liberadas para replicarse. Las nucleocdpsides
nuevamente formadas son transportadas a la membrana celular desde donde abandonan las

células por brotacion.
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Figura 1.3: Esquematizacion del ciclo bioldgico de un NPV. Fuente:http://www.sylvar.ca/images/npv.jpg

1.4.3. Su utilizacion como bioinsecticidas.
Existen antecedentes acerca de la utilizacion de los baculovirus como bioinsecticidas

que se remontan al afio 1892 (Benz, 1986); sin embargo, no fue hasta mediados del siglo
pasado que se demostrd formalmente su utilidad en el control de plagas. En los treinta afios
siguientes se llevaron a cabo diversos estudios a campo, culminando en 1975 con el registro

del primer baculovirus insecticida. Asi, el virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa zea
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fue registrado en la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos bajo el
nombre de Elcar® (Benz, 1986). Mas de 40 baculovirus, entre los que se incluyen NPVs y
GVs, han sido utilizados como bioinsecticidas en distintos paises del mundo sin producir
efectos adversos sobre organismos distintos a los de su blanco de accion. Como ejemplos se
pueden citar el uso de el CpGV empleado en varios paises para combatir los gusanos que
atacan los cultivos de manzana, peras y nueces; y el virus de la poliedrosis nuclear de
Helicoverpa armigera, empleado en China anualmente sobre mas de cien mil hectareas para
proteger los cultivos de algodon, tabaco y plantas de tomate (Palomares y col. 2005).

El ejemplo mas exitoso de utilizacion de un agente entomopatdgeno para el control de
una plaga de un cultivo extensivo es el AgMNPV. Su primer aislamiento identificado data del
ano 1977, cuando Carner y Turnipseed observaron la presencia de cuerpos de oclusion
compatibles con virus de poliedrosis nuclear en los cuerpos grasos de larvas de Anticarsia
gemmatalis. Las mismas habian sido infectadas con poliedros extraidos de larvas de ese
insecto que presentaban signos de infeccion viral, recolectadas en campos de soja del sur de
Brasil. Las pruebas bioldgicas dieron como resultado una mortalidad del 96% de las larvas
con una dosis de 174 poliedros por larva y un TLsgq, (Tiempo letal 50%), de 9,2 dias (Carner y
Turnipseed, 1977). A partir de esta experiencia se planteo la posibilidad de utilizar AGMNPV
como un virus insecticida para el control especifico de la isoca de las leguminosas en los
cultivos de soja en Brasil, a través de un proyecto implementado, a partir de 1980, por el
Centro Nacional de Pesquisa de Soja (CNPSO-EMBRAPA), dirigido por Flavio Moscardi.
En su fase piloto inicial, desarrollada sobre veintiin campos de soja de los estados brasilefios
de Parana y Rio Grande Do Sul, se observo que la poblacion de Anticarsia gemmatalis
disminuia en un 80% bajo tratamiento con AgMNPV, un porcentaje de control similar al
hallado cuando los campos fueron tratados con insecticidas quimicos (Moscardi, 1999). En
forma paralela se desarrolld un proceso de produccion del virus en larvas infectadas de
Anticarsia gemmatalis, primero en parcelas de cultivos de soja y luego en bio-fabricas.
Actualmente, este bioinsecticida es aplicado sobre mas de cuatro millones de hectareas
anuales de cultivo de soja.

Los baculovirus presentan caracteristicas propicias para que sean considerados buenos
bioinsecticidas. En primer lugar, actian exclusivamente sobre insectos. Los miembros de la
familia Baculoviridae solo infectan organismos del phylum Arthropoda, mayoritariamente a
los de clase Insecta. En segundo lugar, tienen un reducido espectro de huésped, y no afectan a
los insectos que son parasitoides y depredadores de las plagas, o a otros insectos benéficos

como las abejas. En tercer lugar, persisten en el medio ambiente. Esta propiedad permite
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prolongar el efecto de una aplicacion o bien posibilita el establecimiento del baculovirus
como un factor regulador de las poblaciones del insecto huésped. Sin embargo, el uso de
baculovirus como agentes de control bioldgico de plagas presenta también algunas

limitaciones y desventajas, a saber:

a) Desde el punto de vista comercial, la elevada especificidad podria constituir
una desventaja, ya que el nicho de utilizacidon para cada virus es muy estrecho y, por lo tanto,
el desarrollo de procesos de produccion a nivel industrial se reduce a baculovirus utilizados

para controlar especies de plagas de gran importancia economica.

b) La persistencia de los baculovirus en el medio ambiente es afectada por la
accion de la radiacion solar ultravioleta. Por esta causa, es fundamental una apropiada

formulacion cuando son utilizados como bioinsecticidas.

¢) Todos los baculovirus destinados al control de plagas son producidos, hasta
el presente, mediante procesos de multiplicacion in vivo, en insectos susceptibles. Esto
determina que los costos aumenten significativamente con la escala de produccion a causa de
la mano de obra intensiva que se requiere. Una manera de resolver este problema es a través
de la produccion de los baculovirus en cultivos celulares. Sin embargo, no se cuenta aun con
procesos desarrollados que permitan obtener un producto competitivo desde el punto de vista

econdmico.

d) La limitacion que mas influyé en el empleo de los baculovirus como
bioinsecticidas es su lento modo de accion. Un insecto infectado puede tardar entre 5y 15
dias en morir. Durante el proceso de infeccion, el insecto continua su alimentaciéon y, en
consecuencia, dafiando el cultivo. Sin embargo, los avances en el conocimiento de la biologia
molecular de los baculovirus posibilitd la obtencion de virus recombinantes que expresan
entomotoxinas que le otorgan una mayor virulencia, comparados con los virus silvestres
(Ibarra y Del Rincon Castro, 2001). Entre los genes que, expresados en baculovirus bajo el
control de promotores apropiados, les confieren un incremento de su virulencia se incluyen
toxinas bacterianas y de otros artrépodos, como avispas, escorpiones y garrapatas.
Dependiendo del gen empleado, se han observado distintos efectos sobre las larvas,
incluyendo reduccién del volumen de la hemolinfa, pérdida del apetito y paralisis. En los
casos mas efectivos se observo una caida de la supervivencia de la larva del orden del 40%,

respecto a los insectos infectados con un baculovirus silvestre (Palomares y col., 2005).
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e) En los ultimos afios, el desarrollo de plantas transgénicas que expresan
resistencia o tolerancia a insectos ha significado un fuerte freno al interés, por parte de las
grandes companias vinculadas a la produccion de agroquimicos y agrobioldgicos, por los
bioinsecticidas en general, y por los baculovirus en particular. Sin embargo, en forma
paulatina, sobre todo en los paises con mayores niveles de desarrollo socioeconéomico, se
verifica un incremento en el numero de personas interesadas en producir y consumir
alimentos producidos mediante agricultura organica. Estas nuevas expresiones sociales
pueden significar una revitalizacion del interés por el desarrollo de nuevos bioinsecticidas

formulados sobre la base de baculovirus.

1.4.4. Produccion de baculovirus insecticidas

1.4.4.1. In vivo
En la actualidad, todos los baculovirus empleados para el control de plagas son

producidos en larvas de insectos susceptibles (Palomares y col., 2005). La produccién de
baculovirus in vivo es factible, desde el punto de vista técnico y econdmico, si se alcanzan
altos rendimientos de OBs a bajo costo. La cantidad y calidad de los OBs producidos en
insectos infectados con baculovirus estan sujetas a la influencia de una serie de factores, entre
los que se incluyen el insecto huésped, el indculo viral, las condiciones ambientales y el tipo
de dieta.

1- El insecto huésped: en general, las colonias de insectos de los laboratorios se
generan a partir de individuos colectados en el campo, aunque hoy es posible mantener
colonias de lepidopteros en condiciones de cautividad. La produccion de OBs por mg de larva
esta comprendida entre 1x10° y 1x10® en las infecciones con virus de la poliedrosis nuclear de
insectos lepiddpteros. La maxima produccion de poliedros ocurre en los tejidos mas ricos en
nutrientes y metabodlicamente activos (cuerpo graso, epidermis, matriz traqueal) entre los 5 y
10 dias post-infeccion. Sin embargo, es aconsejable colectar las larvas cuando presentan
estado de flacidez (5-6 dias post-inoculacion), antes de que se produzca la licuefaccion de los

tejidos. El almacenamiento del material colectado se realiza a —20° C.

2- El in6culo viral: cuando se trata de un nuevo aislamiento viral, lo mas
frecuente es que sea obtenido a partir de larvas muertas o enfermas recolectadas en el campo.
Luego de la purificacion de los OBs, se debe proceder a su caracterizacion morfoldgica,
bioldgica, bioquimica y molecular. Entre los baculovirus de una misma especie existen
aislamientos que presentan diferente actividad biologica y, en consecuencia, distinta

virulencia y rendimiento. A causa de ello, se debe seleccionar aquel aislamiento que presenta
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una mayor actividad. Para obtener el maximo rendimiento de poliedros por gramo o por larva,
se emplea la dosis mas baja de indculo viral que produce el 100% de mortalidad de las larvas.
El inoculo puede ser utilizado por incorporacion en la dieta artificial, por contaminacion
artificial o por aplicacion a trocitos de la dieta. En general, las dosis varian entre 1x10° y

5x10” poliedros.ml™ de dieta.

3- Las condiciones ambientales y el tipo de dieta: las larvas en los laboratorios
son mantenidas a temperaturas comprendidas entre los 20°C y los 26°C, y una humedad
relativa del 60% promedio. La composicion de la dieta para la alimentacion de los insectos
repercute en forma directa sobre el costo de produccion. Desde el punto de vista de su
composicion, las dietas pueden ser naturales o semi-sintéticas. Estas ultimas contienen fuentes
de proteinas (germen de trigo, caseina, hidrolizados de distintas proteinas), de lipidos y
esteroles (aceite de germen de trigo, colesterol), de hidratos de carbono (azlcar, harinas) y de
vitaminas (extractos de levaduras, complementos vitaminicos). Ademas, las dietas semi-

sintéticas deben incluir un agente gelificante para darle al alimento la consistencia adecuada.

Inicialmente, el tnico método de produccion in vivo de AGMNPV en Brasil, era en
parcelas de cultivos de soja, a través de la aplicacién del virus en una zona con elevada
infestacion de isocas. Hacia fines de los afios noventa se destinaban aproximadamente 30.000
hectareas de cultivos a la produccion de AgMNPV. Las larvas de Anticarsia gemmatalis,
muertas por accion de este virus, eran colectadas y conservadas en camaras de frio hasta el
momento de su procesamiento y formulacién (Cherry y Williams, 2001). Sin embargo, en el
ano 1999 la produccion de AgMNPYV no fue suficiente para tratar los cultivos de soja debido a
la creciente demanda de este bioinsecticida. A fin de superar este inconveniente, en
noviembre de 2004, la Estacion Experimental Agropecuaria del estado de Parana (Brasil)
inaugur6 una “bio-fabrica” de gran escala. La misma tiene una capacidad de produccion de
AgMNPYV suficiente para el tratamiento de 1,3 a 1,5 millones de hectareas de cultivos de soja.
Actualmente, EMBRAPA Soja, Londrina, construy6é una planta piloto con la finalidad, por
una parte, de mejorar los procesos de produccion de AgMNPV en los laboratorios; y por otra
parte, para entrenar mano de obra especializada en la produccion del virus (Szewczyk y col.,

2006).

1.4.4.2. In vitro
Es posible también producir baculovirus insecticidas mediante propagacion en cultivos

celulares. La produccion a gran escala de baculovirus en cultivos de células de insectos
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presenta una serie de ventajas potenciales respecto a los métodos de produccion in vivo, como
el mejoramiento de la relacion beneficio-costo a medida que se incrementa la escala de
produccion, el desarrollo de procesos mejor controlados que la propagacion en larvas, y la
posibilidad de obtener virus libre de contaminacién con otros microorganismos o con
productos alergénicos tales como proteinas de insecto o cuticulas (Weiss y Vaughn, 1986).
Sin embargo, a pesar de estas ventajas potenciales, no se ha podido establecer aun ningln
proceso que reuna, al mismo tiempo, factibilidad técnica y econémica. A este respecto se debe
considerar que un insecticida formulado sobre la base de baculovirus debe ser necesariamente
un producto de bajo costo, ya que su ambito de competencia econdémica es el del conjunto de
los insecticidas, incluidos los de sintesis quimica de muy bajo costo. Este marco impone
fuertes condicionamientos sobre las caracteristicas de los procesos a desarrollar, que deben ser
altamente productivos y de muy bajo costo (Murhammer, 1996; Rhodes, 1996) Las
principales condiciones que deben satisfacerse para establecer un proceso factible, técnica y
econdémicamente, de produccion de baculovirus insecticidas in vitro son:

a) Linea celular bien caracterizada, adaptable a condiciones de produccion industrial.

b) Medio de cultivo de composiciéon simple y bajo costo, apto para sostener la

proliferacion celular y la produccion viral.
c) Cepa viral de elevada patogenicidad para el insecto blanco, y genéticamente estable.
d) Conocimiento de las condiciones Optimas de cultivo e infeccion para alcanzar
elevados rendimientos del fenotipo viral insecticida.

e) Estrategia de produccion apta para su escalamiento a nivel industrial.

Quizéds porque el mayor interés por el desarrollo de procesos de produccion de
baculovirus insecticidas en cultivos celulares ha estado radicado en la industria (Gong y col.,
1997), mas que en los ambientes académicos, existe muy poca informacion publicada acerca
de estos procesos (Murhammer, 1996), aunque por otro lado se ha generado gran cantidad de
informacion acerca de los procesos de produccion de proteinas recombinantes en el sistema
baculovirus — células de insecto (Palomares y col., 2005). Luego de los trabajos iniciales de
Vaughn (1976) y Weiss y col. (1981; 1982), quienes produjeron poliedros de baculovirus en
cultivos celulares en botellas “roller”, y de Hink y col. (1977) y Hink y Strauss (1980), que lo
hicieron en cultivos en suspension agitada, la mayor parte de las publicaciones han quedado
limitadas a la produccion de unos pocos grupos trabajando en Australia (Chakraborty y col.,
1995; 1999; Lua y Reid, 2000; 2003;Lua y col., 2002; Pedrini y col., 2005; 2006), Europa
(Miltenburger y col., 1984; Miltenburger, 1985; Kloppinger y col., 1990; van Lier y col.,
1990; 1992; 1994; Kool y col., 1991; 1993a; 1993b; Fertig y col., 1993; Marteijn y col.,
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2000).y Sudamérica (Claus y col., 1993; Visnovsky y Claus, 1994; Claus y col., 1997;
Visnovsky y col., 2003; Batista y col., 2005; Rodas y col., 2005; Gioria y col., 2006). Del
analisis de esta informacion se desprende que los principales problemas a resolver para
alcanzar la factibilidad técnica y econdémica son la baja productividad celular, o la falta de
conocimiento de las condiciones que permitan optimizar esa productividad, la carencia de
medios de cultivo de bajo costo y capaces de sostener altos rendimientos virales, la falta de
experiencia en el escalamiento de procesos en reactores, y la falta de estabilidad de los
genomas virales cuando los baculovirus son sometidos a repetidos pasajes en cultivos
celulares.

Existen algunos antecedentes acerca de la replicacion de AgMNPV en distintas lineas
de células de insectos heterdlogas (Lynn y Oberlander, 1983; Sieburth y Maruniak, 1988a;
Claus y col., 1993; Visnovsky y Claus, 1994; Batista y col., 2005; Rodas y col., 2005), pero
los rendimientos virales alcanzados, principalmente de poliedros, no resultaron compatibles
con el establecimiento de un proceso de produccion factible. Por otro lado, también se ha
ensayado la multiplicacion del mismo en algunas lineas homologas (Sieburth y Maruniak,
1988b; Grasela y Mclntosh, 1998). Entre éstas, la linea celular UFL-AG-286, establecida por
Sieburth y Maruniak en 1986, es la que presenta niveles de sensibilidad y permisividad a la
replicacion de AgMNPV que la tornan como candidata para desarrollar un proceso de
produccion in vitro de AgMNPV (Castro y col., 1997; Pombo y col., 1998; Sieburth y
Maruniak, 1988a). Posteriormente, Gioria y col. (2006), caracterizaron las propiedades
tecnoldgicas del cultivo de esta linea celular, adaptandola a cultivos en suspension agitados,
dilucidando parte de sus caracteristicas metabolicas. Ademas, estudiaron la permisividad de la
misma a la infeccion con AgMNPV. La posibilidad de establecer cultivos en suspension, fue
una condicion necesaria para proponer el desarrollo de un proceso de produccion escalable
para un baculovirus insecticida de bajo costo. En el afio 2008, Gioria determind la aptitud de
esta linea celular para proliferar en un medio libre de suero de bajo costo. Sin embargo, se
desconocian atn las condiciones dptimas de cultivo en suspension de las células en este nuevo
medio, como asi también los parametros de infeccion dptimos para obtener altos rendimientos

del fenotipo insecticida de este baculovirus.

24



I. Introduccion

1.5. Los cultivos de células de insectos aplicados a la producciéon de
baculovirus insecticidas

1.5.1. Lineas celulares establecidas
Los primeros cultivos in vitro de células de vertebrados fueron establecidos por

Harrison en el afio 1902. Su metodologia de trabajo impulsé las investigaciones de
Goldschmidt y de Glaser, pioneros en el cultivo de tejidos y de células de insectos (Benz,
1986). Estos investigadores empleaban en sus trabajos un medio de cultivo constituido
integramente por fluidos corporales de insectos, o por sus diluciones en soluciones salinas
suplementadas con glucosa y peptona. En 1956, Wyatt y col. publicaron la composicion de
los compuestos organicos de la hemolinfa de Bombyx mori. A partir de estos datos, y los
correspondientes a la composicion idnica de la hemolinfa, Wyatt desarroll6 un medio de
cultivo sintético suplementado con 5% de hemolinfa. En 1962, Grace establecio las primeras
cuatro lineas celulares derivadas de insectos lepidopteros, a partir de Antherae eucalypti,
utilizando un medio de cultivo similar al empleado por Wyatt. Posteriormente, se observo
que estas células podian ser mantenidas en un medio de cultivo suplementado con suero fetal
bovino en reemplazo de la tradicional hemolinfa (Wilkie y col., 1980). Actualmente, existen
cientos de lineas celulares establecidas, la mayoria de ellas pertenecientes a los érdenes
Diptera y Lepidoptera. El significativo incremento en el nimero de las lineas celulares de
insectos durante las Ultimas décadas estd directamente relacionado con el disefio de nuevos

medios de cultivos (Lynn, 1996; Caballero y col., 2001; Lynn y Ferkovich, 2004).

1.5.1.1. La linea celular UFL-AG-286
La linea celular UFL-AG-286 fue establecida en la Universidad de Florida en febrero de

1986, por Sieburth y Maruniak, a partir de huevos embrionados de Anticarsia gemmatalis
Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Sieburth y Maruniak, 1988b). El cultivo primario se
establecié utilizando TC-100, suplementado con 10% de suero fetal bovino y 50 mg.l" de
gentamicina, como medio de cultivo. Ademas, se incorpord una solucion 0,1M de cisteina
para prevenir la melanizacion de las células. La suspension celular fue colocada en una botella
de cultivo de 25 cm®. Al cabo de siete dias, cuando el cultivo alcanzo la confluencia, se
realizd el primer subcultivo. Luego, en el término de un afio se llevaron a cabo un total de
treinta pasajes celulares.

Luego del establecimiento de la linea celular UFL-AG-286, Sieburth y Maruniak
procedieron a la caracterizacion de la misma. Asi se determind que un cultivo estatico tenia

., .. , . , . -1
que tener un inoculo celular inicial minimo de 2x10° células viables.ml”, que la temperatura
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optima de proliferacion celular era 27° C y que el tiempo de duplicacion estaba comprendido
entre 142 horas y 161 horas, dependiendo del indculo celular inicial (3x10° células viables.ml”
"'y 2x10° células viables.ml”, respectivamente). Si se comparan estos resultados con los
informados para otras lineas celulares de insectos caracterizadas hasta ese momento, se puede
observar que son similares a los hallados para una linea celular de Blatella germanica (120
horas), pero mayores a los reportados para la linea celular IPLB-Sf-21 (26 y 30 horas)
(Sieburth y Maruniak, 1988b).

Los primeros estudios de susceptibilidad y permisividad a la infeccion viral pusieron en
evidencia que la linea celular UFL-AG-286 producia altos titulos de virus brotado cuando era
infectada con AgMNPV o con AcMNPV (Sieburth y Maruniak., 1988a); sin embargo, por
otro lado, era semipermisiva a la infeccién con el virus de la poliedrosis nuclear multiple de
Spodoptera frugiperda (SEIMNPV) (Hink y Hall, 1989). Posteriormente, en el afio 2003, Lynn
realiz6 un nuevo estudio comparativo sobre la susceptibilidad y la permisividad de la linea
celular UFL-AG-286 a la infeccion con distintos baculovirus. Los titulos mas elevados de
viriones brotados se obtuvieron en los cultivos infectados con AgMNPV, aunque se obtuvo
también replicacion de AcMNPV y del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anagrapha
falcifera (AfMNPV) (Lynn, 2003).

1.5.2. Factores que condicionan la produccion de baculovirus en cultivos de células de
insectos
1.5.2.1. Procesos en lote (batch)

La proliferacion celular, la produccion viral y la sintesis de proteinas recombinantes en

cultivos de células de insectos son condicionadas por un conjunto de variables. Entre ellas, se
destacan la composicion del medio de cultivo, la edad y la condicion metabdlica de la
poblacion celular al momento de su infeccion, la multiplicidad de infeccion y la calidad del
inoculo viral. A continuacion, se resumen las influencias de estas variables sobre la evolucion

de cultivos de células de insectos no infectados e infectados con baculovirus.

1.5.2.1.1. Concentracion de nutrientes (glucosa, glutamina, otros aminoacidos)

a) Concentracion de glucosa: el agotamiento de este nutriente en cultivos de células de
insectos ha sido relacionado, por un lado, con la finalizacion de la fase de crecimiento
exponencial en cultivos “batch”; por otro lado, con la caida de la viabilidad celular. Estas
observaciones hicieron suponer que la glucosa en un medio de cultivo actia como un
nutriente limitante de la proliferacion celular (Kamen y col., 1991; Hild y col. 1992; Bédard y

col., 1993; Drews y col., 1995). Al parecer, este hidrato de carbono también actuaria como un
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limitante de la produccidon de proteinas recombinantes (Yamaji y col. 1999). Posiblemente
este hecho se deba a la caida de la viabilidad celular observada en los cultivos luego del
agotamiento de glucosa.

b) Concentracion de glutamina: Ohman y col. (1996) investigaron la esencialidad de la
glutamina para distintas lineas celulares. Asi, observaron que la linea celular Sf-9 era capaz de
proliferar y de producir la proteina recombinante [-galactosidasa en ausencia de glutamina,
siempre y cuando al medio de cultivo se le agregara amonio bajo la forma, por ejemplo, de
cloruro de amonio. También fue posible la proliferacion celular de las lineas Sf-21 y MB 503
(Mamestra brassicae), bajo las condiciones antes descriptas. En contrapartida, la linea celular
BTI-Tn5B1-4 no fue capaz de proliferar en un medio de cultivo libre de glutamina.

c) Concentracion de otros aminoacidos: ademas de la glutamina, otros aminoacidos
son utilizados como fuente de energia y empleados para la sintesis de proteinas. Ferrance y
col. (1993) observaron que cultivos de la linea celular Sf-9 en el medio IPL-41 libre de suero
entraban en fase de crecimiento estacionaria cuando la concentracion de aminodcidos era muy
baja. El mismo fendmeno fue reportado por Rhiel y col. (1997) cuando la asparagina se agotd
en cultivos de la linea celular Tn-5 en el medio Sf-900 II. Por ultimo, Mendonga y col. (1999)
advirtieron que la presencia de tirosina y metionina eran determinantes para el mantenimiento
de la viabilidad en cultivos de la linea celular Sf-9. Respecto a la produccion de proteinas
recombinantes, Radford y col. (1997), observaron que la caida en la produccion de [3-
galactosidasa coincidia con el agotamiento de la cisteina en el medio de cultivo. Estos
resultados se obtuvieron al infectar cultivos de la linea celular Sf-9 con un AcMNPV

recombinante, tanto en el medio IPL-41 suplementado con suero como en Sf-900 II.

1.5.2.1.2. Concentracion de catabolitos (amonio, lactato)
a) Concentraciéon de amonio: La acumulacion de amonio en el cultivo de células

animales es una de las principales causas de inhibicion de la proliferacion celular. El elevado
nivel de amonio produce cambios de pH a nivel intracelular, afectando la actividad de
numerosas enzimas y provocando, finalmente, la caida de la viabilidad celular (Ozturk y col.,
1992; Ryll y col., 1994). También se ha observado que niveles de amonio superiores a 40
mM, en cultivos de células de lepidopteros infectados con baculovirus, afectan la produccion
de proteinas recombinantes debido a problemas que, al parecer, se generan a nivel de la
glicosilacion. Estas observaciones fueron registradas por Donaldson y col. (1999), cuando
trabajaron en la produccion de fosfatasa alcalina humana recombinante a través de la

infeccion de la linea celular Tn5B1-4 con un baculovirus modificado genéticamente.
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b) Concentracion de lactato: El lactato es un metabolito toéxico capaz de inhibir la
proliferacion de las células de mamiferos en cultivo y disminuir la viabilidad celular
(Stavroulakis y col., 1991; Rhiel y col., 1997). Sus efectos negativos se basan en la
acidificacion del medio de cultivo y en el aumento de la osmolaridad (Ozturk y col., 1992). La
acumulacion o la ausencia del lactato en un cultivo parecen depender del metabolismo de la
linea celular. Por ejemplo, algunos investigadores observaron que el lactato se acumuld en
cultivos de la linea celular Tn-5, en tanto que no se registré acumulacion de este metabolito en
los cultivos de la linea celular Sf-9 (Rhiel y col., 1997; Benslimane y col., 2005). También se
le ha atribuido al lactato la propiedad de ejercer un efecto negativo sobre la produccion viral
cuando se encuentra en elevadas concentraciones. Wu y col. (1993) observaron una
importante caida en la produccion de AcMNPV, en cultivos de la linea celular Sf-9 en el
medio TNM-FH suplementado con suero, cuando la concentracion acumulada de lactato en el

cultivo alcanzo valores superiores a 40 mM.

1.5.2.1.3. Densidad celular al momento de la infeccion (ICD)

La capacidad de obtener cultivos de elevadas densidades celulares ha sido considerada,
con frecuencia, un requisito para el desarrollo de procesos econdmicamente factibles para la
produccion de baculovirus insecticidas en cultivos celulares. Sin embargo, existen distintos
antecedentes que refieren acerca de un descenso en la productividad de virus o proteina
recombinante en los cultivos que son infectados a alta densidad celular, cuando alcanzaron la
fase de crecimiento exponencial tardia o estacionaria. Este fenémeno fue observado, entre
otros, por Stockdale y Gardiner al infectar con AcMNPV cultivos de la linea celular IPLB-Sf-
21 (Stockdale y Gardiner, 1977); por Reuveny y col. (1993), y también por Lee y Park (1995),
al emplear la linea celular Sf-9 para la produccion de la enzima B-galactosidasa a través de la
infeccion con un AcMNPV recombinante; por Visnovsky y Claus (1994) al trabajar con la
linea celular IPLB-Sf-21 infectada con AgMNPV; y por Taticek y col. (2001) al infectar las
lineas celulares IPLB-Sf-21 y Tn 5B-1-4 con un virus recombinante de AcMNPV. El
descenso de la produccion de virus o proteinas recombinantes en cultivos celulares en lote de
alta densidad podria deberse a distintas causas, entre ellas la disminucion de la concentracion
de los nutrientes esenciales, la acumulacion de metabolitos toxicos o el aporte insuficiente de
oxigeno (Lee y Park, 1995; Yamaji y col. 1999). Con el objeto de superar estos
inconvenientes, distintos grupos de investigacion plantearon diversas estrategias de trabajo.
Por ejemplo, Lee y Park observaron que la producciéon de la enzima [-galactosidasa

aumentaba cuando se adicionaba glutamina al medio de cultivo. Este resultado fue obtenido al
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trabajar con la linea celular Sf-9 en el medio de cultivo Grace suplementado con suero e
infectado en la fase tardia de crecimiento (Lee y Park, 1995). Otros investigadores informaron
que el descenso en la produccion de proteinas recombinantes en cultivos infectados de células
St-9 fue revertido al reemplazar parte del medio de cultivo envejecido por medio de cultivo
fresco al tiempo de infeccion (Bédard y col., 1994; Radford y col. 1997). Estos ejemplos
ilustran acerca de la importancia de la calidad del medio en el cual se encuentran en cultivo
las células, en el momento en que son infectadas y multiplican un baculovirus o producen una

proteina recombinante.

1.5.2.1.4. Multiplicidad de infeccion

La multiplicidad de infeccion (MOI) y el tiempo de infeccion son factores que afectan
en forma directa la produccién de virus y de proteinas recombinantes en cultivos de células de
insectos. Por lo general, se han utilizado bajas MOI (0,0001-1 ufp.célula™) para infectar
cultivos en la fase temprana del ciclo de proliferacion celular. Luego de la infeccion viral, se
pueden distinguir dos poblaciones celulares en estos cultivos: las células no infectadas y las
células infectadas. En tanto estas ultimas dejarian de proliferar, las células no infectadas
continuan multiplicandose, si existe disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, por lo menos
hasta que resulten infectadas por los BVs generados en la poblacion de células infectadas
originalmente. Ahora, esta segunda generacion de células resulta infectada en condiciones
diferentes a la primera, diferencias que pueden condicionar la capacidad de produccion de
virus o proteina recombinante. El empleo de bajas multiplicidades de infeccion presenta la
ventaja, por un lado, de disminuir el requerimiento de indculo viral, una de las materias
primas de mayor costo en los procesos de produccion de virus; por otro lado, reduce la
probabilidad de generar particulas defectivas interferentes (PDIs). Sin embargo, también
presenta una serie de desventajas, particularmente importantes en los procesos de produccion
de proteinas recombinantes, como la exposicion prolongada a la accion de las proteasas
celulares (Palomares y Ramirez, 1998), y la necesidad de alimentar el cultivo con nutrientes
agotados, si la proliferacion de las células no infectadas originalmente produce un incremento
significativo de la densidad celular.

Por otro lado, las MOI mas altas (5-500 ufp.célula™) se utilizaron para infectar cultivos
celulares en la fase de crecimiento exponencial tardia o estacionaria. La combinacion de una
alta MOI y un tiempo de infeccion tardio acarrea como desventajas el aumento de la cantidad
de indculo viral requerido para la infeccion, ademas de favorecer la produccion de PDIs.

Ademas, se debe tener en cuenta que, como se describidé previamente, la produccion
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especifica de virus y proteinas recombinantes desciende cuando los cultivos celulares son
infectados a alta densidad celular. Para superar esta ultima limitacion, puede ser necesario
recurrir a estrategias de cultivo alternativas, como el “lote alimentado” o la perfusion, cuando
no directamente al recambio de medio (Bédard y col., 1994; Palomares y Ramirez, 1998;

Radford y col. 1997; Tsao y col., 1996).

1.5.2.1.5. Calidad del in6culo viral

La calidad del inoculo viral se relaciona en forma directa con la capacidad de
replicacion de los baculovirus en cultivos celulares, y por lo tanto con los rendimientos
obtenidos y con la calidad del virus. Por ello, se debe prestar especial atencion a la generacion
y propagacion de variantes gendmicas que originan bajos rendimientos virales o poliedros con
virulencia reducida. Entre las variantes de virulencia reducida generadas por pasajes repetidos
en cultivos celulares se encuentran los fenotipos productores de pocos poliedros (FP) y las
PDIs. Estas ultimas son mutantes virales de delecion, capaces de infectar células pero
incapaces de completar su ciclo de replicacion, a menos que la célula sea co-infectada con el
virus parental (De Gooijer y col., 1992; Kirkwood y Bangham, 1994). El pasaje repetido de
baculovirus en cultivos celulares tiene como consecuencia un aumento de las PDIs y una
rapida caida de los rendimientos virales. Este comportamiento, que recibe el nombre de efecto
pasaje, es acelerado cuando los cultivos celulares se infectan a altas multiplicidades de
infeccion. Por esta causa, esta recomendado que los stocks virales sean producidos en cultivos
celulares infectados a multiplicidades de infeccion comprendidas entre 0,01 y 0,1 ufp.ml”
(Claus y Sciocco, 2001). Asi, al utilizar bajas multiplicidades de infeccion existe una alta
probabilidad de que las células se infecten solo con una particula viral (infecciosa o PDI),
inhibiendo de esta manera la propagacion de las PDIs.

Los FPs se han relacionado con mutaciones que ocurren a nivel de la regiéon 25K (nt
48513 — 49155) del genoma del virus de la poliedrosis nuclear de Bombyx mori (BmNPV).
Katsuma y col. (1999) determinaron que mutaciones en esta region de BmNPV trajeron como
consecuencia un descenso en la produccion de poliedros. Estos investigadores observaron,
ademas, que cuando infectaban larvas de Bombyx mori con poliedros mutantes, la
licuefaccion de los tejidos también era afectada. Otro grupo de investigadores refirié que en
cultivos de la linea celular Sf-21 infectados con FP de AcMNPV se observa incremento en la
produccion de BVs, caida en la cantidad de poliedros, descenso en la produccion de ODVs,
alteracion en las membranas intranucleares, declive en la produccion de transcriptos de polh y

una modificacion en el transporte de la poliedrina en el nucleo (Braunagel y col. 1999). Por
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ultimo, Lua y col. observaron que al cabo de seis pasajes sucesivos en cultivos celulares del
virus de la poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera (HaSNPV), se obtenia un 100% de
FP. El andlisis del genoma de las FP evidencié mutaciones puntuales o pequefias inserciones

o deleciones en la region 25K (Lua y col., 2002).

1.5.2.2. Metodologias alternativas: lote alimentado (fed-batch) y perfusion

Los cultivos en perfusion permiten prolongar la viabilidad del cultivo y alcanzar altas
densidades celulares debido al continuo aporte de nutrientes y eliminacion de metabolitos
toxicos. Otra ventaja que presenta esta metodologia, especificamente cuando el proceso esta
destinado a la produccion de proteinas recombinantes, es la de reducir el tiempo de
permanencia de la proteina en el reactor, y por lo tanto su exposicion a la degradacion por
accion de proteasas. Sin embargo, como contrapartida, los cultivos en perfusion presentan
también una serie de desventajas. Wood y col. (1982) observaron que la productividad
especifica de AcCMNPV en la linea celular Tn 368 cae abruptamente cuando se trabaja a altas
densidades celulares. Similares resultados fueron observados por Chung y Shuler al producir
fosfatasa alcalina humana en cultivos de la linea celular BTI-Tn 5B1-4 (Chung y Shuler,
1993). Por otra parte, la produccion de particulas virales infecciosas en un cultivo perfundido
decae con el tiempo, como asi también la produccion de proteinas recombinantes (Jager,
1996).

Los cultivos en lote alimentado, o “fed batch”, constituyen otra opcidon que permite
alcanzar elevadas densidades celulares en cultivos de algunas lineas de células de insectos.
Esto se debe principalmente a que, a diferencia de los cultivos de células de mamiferos, estas
células no son productoras de los metabolitos que son habitualmente tdxicos. Por ejemplo,
Bédard y Kamen (1997) lograron alcanzar densidades celulares del orden de 3x10’
células.mL™" en cultivos de la linea celular Sf-9. Por otra parte, se han reconocido una serie de
ventajas que presenta el sistema de cultivo del tipo fed-batch respecto al de perfusion. Entre
ellas se destacan el menor costo de produccion, la simplicidad de la metodologia de trabajo y
la no necesidad de contar con un dispositivo que retenga las células (Elias y col. 2000). Sin
embargo, esta metodologia no resultaria apta para la intensificacion de procesos que hagan

uso de lineas de células de insectos que excretan metabolitos toéxicos
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1.6. Bacillus thuringiensis

1.6.1. Caracteristicas
Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria esporigena, Gram positiva, aerdbica, cuyo

habitat mas comun es el suelo, aunque también ha sido aislada de la superficie de las plantas,
cadaveres de insectos y los granos almacenados (Schnepf y col.,1998; Maagd y col., 2001).
Es, ademads, portadora natural de una variedad de proteinas cristalinas insecticidas que se
encuentran codificadas en plasmidos. La aparicion de estas proteinas en el cultivo ocurre
tardiamente, concomitantemente con la fase de esporulacion. Esto se debe a que los genes que
las codifican, denominados cry, son transcriptos por formas de RNA polimerasa especificas
de la esporulacion (Aronson, 2002). Estas proteinas Cry o d-endotoxinas estan incorporadas
en grandes inclusiones cristalinas llamadas “cristales paraspéricos” y pueden representar hasta
un 25% del peso seco de los esporangios (Razo Flores y col., 1997; Schnepf y col., 1998).
Cada cuerpo de inclusion cristalino puede estar constituido por proteinas Cry de una o varias
clases que se agrupan entre si mediante puentes disulfuro (Sauka y Benintende, 2008). Los
principales grupos de genes cry que codifican para estas proteinas tdxicas son los siguientes:
cryl especifico para lepidopteros, cry2 especifico para lepidopteros y dipteros, cry3 especifico
para coleopteros, Cry4 con especificidad para dipteros y cry5 especifico para lepidopteros y
coleopteros (Fernandez-Larrea, O., 2002).

Los cristales pueden presentar distintas morfologias y se pueden clasificar en
bipiramidales, cubicos, cuadrados aplanados, esféricos y otras formas atipicas menos
frecuentes. Se logré en muchos casos establecer asociaciones entre la morfologia del cristal,
sus proteinas Cry constituyentes, el peso molecular de éstas y su espectro de actividad

insecticida (Tabla 1.2) (Sauka y Benintende, 2008).

Tabla 1.2: Asociaciones entre los principales tipos de cristales de Bt, proteinas Cry y su espectro de
actividad insecticida.

Peso molecular

Tipo de cristal Grupo (kDa) Toxicidad
Bipiramidal Cryl 130 Lepidopteros
Cubico Cry2 65 Lepiddpteros y Dipteros
Cuadrado aplanado Cry3 72 Coledpteros
Cry4A, Cry4B, Cryl0 y
Esférico Cryll 135, 128, 78, 72 Dipteros

Ademas, de las proteinas Cry, Bacillus thuringiensis posee otros factores de virulencia.

Algunos de ellos, como fosfolipasas, enterotoxinas, -exotoxinas y quitinasas no tienen
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especificidad por el orden de insectos que afectan y se encuentran ampliamente distribuidos
dentro de los distintos serovares de Bt. Otros factores, tales como las proteinas Cyt, si
presentan especificidad. Otro caso de factores de virulencia que tienen especificidad por el
orden de insectos son las proteinas insecticidas vegetativas, llamadas Vip. Estas se secretan al
medio durante el crecimiento vegetativo de la bacteria, no se relacionan con las proteinas Cry
y no forman inclusiones cristalinas. Se cree que las proteinas Vip comparten algunas etapas en

el modo de accidn con las Cry, pero utilizan distintos receptores. (Sauka y Benintende, 2008).

Figura 1.4: Imagen de microscopio electronico de barrido de esporos y cristales
de la cepa HD-1 de Btk. bc, cristal bipiramidal; cc, cristal cubico; sp, esporo.
Fuente: Gomes Monnerat, y col., 2007.

El Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-1 (Btk) es, por excelencia, la cepa utilizada
para el control de insectos lepiddpteros que actiian como plagas agricolas y forestales. Esta
cepa fue aislada originalmente por Dulmage en 1970 (Sauka y Benintende, 2008). La misma
produce un cristal bipiramidal, que incluye las proteinas Cry 1 Aa, Cry 1 Ab, Cry 1Ac, Cry 2
Aay Cry 2 Ab (Schnepf y col., 1998; Sauka y Benintende, 2008). Algunos autores, plantean
la capacidad de esta cepa de producir cristales cubicos asociados a la presencia de la toxina
Cry 2 (Gomes Monnerat y col., 2007). En la figura 1.4 se observa una microfotografia de los
esporos y cristales de esta cepa tomada a través de un microscopio electronico de barrido, en
la misma, se puede apreciar la presencia de cristales bipiramidales y cubicos. Cry 1 es una
protoxina de 130 kDa de peso molecular, que es capaz de producir un fragmento activo N-
terminal de 65 kDa contra insectos lepidopteros (Crickmore y col., 1998; Kwa y col., 1998);
por su parte el peso de la protoxina Cry 2 es de aproximadamente 70 kDa y el peso de la
toxina activa se aproxima también a 65 kDa (Rukmini y col., 2000). Particularmente la
subclase 2A de Cry 2 se ha reportado como una toxina activa para lepidopteros y dipteros

(Rukmini y col., 2000; Sauka y Benintende, 2008). Ademas, de esta cepa se pudo purificar
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otro factor de virulencia, la proteina Vip 3Aa (Milne y col., 2008). Esta proteina contribuye en
la actividad insecticida de la cepa HD-1 sobre algunas especies de lepidopteros, no

evidenciando ningln tipo de accion, sobre otras.

1.6.2. Mecanismo de accion
El mecanismo de accion involucra la solubilizacion del cristal en el intestino del insecto,

el procesamiento proteolitico de la protoxina por proteasas intestinales, la union de la toxina
Cry a receptores celulares intestinales y su insercion en la membrana apical para crear canales
16nicos o poros (Schnepf y col., 1998). Cuando los cristales son ingeridos por las larvas de
insectos susceptibles, se disuelven en el medio fuertemente alcalino del estomago, liberando
las proteinas cristalinas en forma de protoxina (Maagd y col., 1999) Posteriormente, la
proteina es parcialmente hidrolizada por proteasas especificas del mismo tracto digestivo. De
esta manera es activada, y bajo su forma monomérica atraviesa la membrana peritrofica y se
une de forma univalente a la caderina en la cara apical de la membrana epitelial (Schnepf y
col., 1998; Bravo y col., 2004; Sauka y Benintende, 2008). Luego, se inicia una cascada de
sefalizacion dependiente del i6n magnesio, que seria responsable de la muerte celular.
Ademas, se estimula la exocitosis de caderina desde vesiculas intracelulares hacia la
membrana apical de la célula, reclutando un nimero mayor de receptores de toxinas que
amplifica la sefial inicial. Por otro lado, se propone que la unién de los mondmeros a caderina
facilita el clivaje proteolitico sobre el extremo N-terminal de la toxina. Este clivaje induce el
ensamblaje de los mondémeros y se establece una forma oligomérica pre-poro. Esta estructura
incrementa la afinidad por un receptor secundario, que podria ser la aminopeptidasa N o la
fosfatasa alcalina. Por ultimo, la unién a aminopeptidasa N facilita la formacion de un poro en
el epitelio del intestino medio, lo cual provoca un desequilibrio osmoético y la consecuente
lisis celular (Schnepf y col., 1998, Bravo y col.,, 2004; Soberén y col., 2007; Sauka y
Benintende, 2008). De esta manera, se impide la asimilacion y retencion de compuestos
vitales para la larva, provocando la muerte del insecto. El modo de accion de Bt se encuentra
esquematizado en la figura [.5. Algunos autores postulan que la muerte puede favorecerse por
la germinacion de los esporos del bacilo (Grochulski y col., 1995; Schnepf, E., 1995; Rukmini
y col., 2000; Guihard y col., 2001; Regis y col., 2001; Aronson, 2002). Otros investigadores
postulan, ademas, la importancia de bacterias entéricas que son parte de la microbiota normal
del insecto, contribuyendo a la accion de Bt en algunas larvas de lepidopteros (Broderick y

col., 2009).
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Figura 1.5: Modo de accion de Btk sobre insectos lepidopteros
1.6.3. Su utilizacion como bioinsecticida

Las bacterias entomopatdogenas son empleadas desde 1958 para el control de plagas
agricolas y forestales. Desde esa fecha, solo en los Estados Unidos de América, se han
registrado mas de 180 productos comerciales que contienen Bt viables (Becker, 1997,
Crecchio y Stotzky, 2001; Siegel, 2001).

Los bioinsecticidas basados en Bt representan el 90-95% del volumen de insecticidas
bioldgicos producidos anualmente, y son empleados como parte del sistema integrado del
manejo de plagas. El mercado mundial de formulaciones basadas en Bt supera los 300
millones de dodlares anuales, cifra que representa tan solo el 1% del mercado de los
insecticidas (Udayasuriyan y col., 1996; Gohar y Perchat, 2001; Zouari y col., 2002).

En la tabla 1.3 se observa una extensa lista de productos a base de Bt disponibles en el
mercado, utilizados sdlo para el control de lepidopteros.

La produccién mundial anual de bioinsecticidas basados en Bt se estima que es proxima
a las 13000 toneladas, teniendo en su haber China y algunos paises desarrollados por lo
menos la mitad del total. Se espera que en la presente década el crecimiento del mercado de
bioinsecticidas sea de un 10-15% en contra de un 2% de los insecticidas quimicos. Esto se
deberd fundamentalmente al incremento del uso de Bt para el control de insectos en
agricultura organica, forestal y control de enfermedades transmitidas por mosquitos (Rowe y

Margaritis, 2004).
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Tabla I.3: Productos Bt disponibles comercialmente para el control de Lepidopteros

Nombre comercial

Bactospeine
Biobit
Dipel

Florbac
Foray
XenTari
Cordalene
BMP 123
Biobest-Bt
Bacticide
Worm Wipper
Collapse
Baturad
Condor
Crymax
Cutlass
Lepinox
Raven
Ecotech Bio
Ecotech Pro
Jackpot
Rapax
Forwarbit
Bio-Worm Killer
Bactospeine Koppert

Guardjet

Maatch

Productor
Abbott
Abbott
Abbott
Abbott
Abbott
Abbott

Agrichem
Becker
Biobest

Cequisa
Cape Fear Chemicals
Calliope
Cequisa
Ecogen
Ecogen
Ecogen
Ecogen
Ecogen
Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ AgrEvo
Ecogen/ Intrachem
Ecogen/ Intrachem
Forward International
Green Light Co
Koppert

Mycogen/ Kubota

Mycogen
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Subsp de Bt/ Cepa
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1

aizawai
kurstaki/ HD-1
aizawai
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-263
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ EG2348
kurstaki / EG7841
kurstaki / EG2371
kurstaki / EG7826
kurstaki / EG2424
kurstaki / EG2371
kurstaki / EG2348
kurstaki / EG2424
kurstaki / EG2348
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki/ HD-1
kurstaki / Cryl Ac

kurstaki /Cryl Ac &
aizawai /Cryl C
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M/C
M-Peril
MVP
Bactec BT 16
Bactec BT 32
Insectobiol
Bactosid K
Soilserv BT
Agrobac
Able
Agree
Costar
Delfin
Design
Javelin
Thuricide
Turex
Vault
Larvo-Bt
Troy-Bt
Ringer BT
Safer BT

BT 320

Fuente: Flexner y Belnavis, 1998.

Mycogen
Mycogen
Mycogen
Plato Industries
Plato Industries
Samabiol
Sanex
Soil Serv Inc
Tecomag
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Thermo Trilogy
Troy Biosciences
Troy Biosciences
Verdant Inc
Verdant Inc

Wilbur Ellis Inc
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aizawai /Cryl C

kurstaki / Cryl Ac
kurstaki / Cryl Ac

kurstaki / EG2348

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki / M-200

aizawai / GC-91

kurstaki / SA-12

kurstaki / SA-11

aizawai / GC-91

kurstaki / SA-11

kurstaki/ HD-1

aizawai / GC-91

kurstaki / SA-11

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

kurstaki/ HD-1

1.6.4. Caracteristicas de la produccion de Bacillus thuringiensis
La produccion industrial de esta bacteria entomopatdgena se lleva a cabo por cultivo en

I. Introduccion

bio-reactores, en medios que contienen carbohidratos, fuentes proteicas y extracto de
levadura. En estos procesos convencionales de produccion, el costo de la materia prima varia
entre el 35 y el 59% del costo total, dependiendo de la capacidad de la planta de produccion
(Lachhab y col., 2001; Tirado Montiel y col., 2001). De esta forma, la selecciéon de un medio
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de cultivo, como materia prima, es critica para la produccion econdmicamente competitiva de
este biopesticida.

Esta bacteria entomopatdgena es capaz de utilizar diferentes fuentes de carbono. En la
mayoria de los casos aquellos carbohidratos que le permiten obtener altas velocidades de
crecimiento, tales como glucosa o maltosa, no le posibilitan alcanzar altas concentraciones del
complejo esporo-cristal. Otros carbohidratos simples, como lactosa o sacarosa, son
metabolizados mas lentamente y poseen mejores rendimientos de aquel complejo (Iggen y
col., 2002; Nickerson y col., 1974). Por otra parte, se sabe que la glucosa ejerce un efecto
regulatorio importante en la sintesis del cristal, encontrandose diferencias en la composicion
proteica de las inclusiones, lo que se manifiesta en cambios en la forma y tamafio de las
mismas (Chang y col., 2001; Iggen y col., 2002). La metabolizacion de este sustrato se realiza
principalmente mediante la ruta de la glicdlisis y el ciclo de Krebs, de donde se obtiene la
mayor cantidad de energia para la esporulacion y sintesis del cristal. Es por esto que se han
definido algunos medios en los que a la glucosa, se le suman intermediarios de aquel ciclo,
tales como a-cetoglutarato, aspartato o citrato (Nickerson y col., 1974).

La fuente de nitrogeno mas utilizada en medios quimicamente definidos para la
produccion de Bt es el (NH4),SO4, y se ha encontrado que la produccion de cristales esta
influenciada principalmente por la concentracién de esta fuente (Iggen y col., 2002a). Sin
embargo, esta fuente por si sola no es capaz de promover altas velocidades de crecimiento,
para lo cual se recurre a fuentes organicas de nitrégeno, tales como los extractos de levadura,
urea, peptona, etc. (Rady y el-Deen, 1991; I¢ggen y col., 2002a).

La utilizacion de sustratos complejos en medios quimicamente indefinidos es otra
alternativa para la produccion de Bt. Estos sustratos pueden ser utilizados debido a que Bt
produce y secreta amilasas y proteasas, enzimas que le permiten utilizar fuentes complejas de
carbono y nitrégeno (Scherrer y col., 1973; Salama y col., 1983; Kuppusamy y Balaraman,
1990; Mummigatti y Raghunathan, 1990; Fernandez-Larrea, 2002; Zouari y col., 2002;
Prakabaram y Balaraman, 2006). Dentro de las fuentes de carbono encontramos almidones,
melazas y dextrinas. Entre las fuentes de nitrogeno, se describe el empleo de los siguientes
sustratos industriales: harinas de soja, maiz, trigo y pescado; liquido de maceracion de maiz;
hidrolizado de caseina y extracto de levadura.

Las toxinas bacterianas pueden considerarse metabolitos secundarios y como tales, su
sintesis puede ser inhibida o incrementada por oligoelementos, temperatura, pH y potencial
redox. Entre los elementos trazas requeridos por Bt encontramos Ca2+, Mn2+, Mg2+, K, Cu*

y PO, (Yang y Wang, 1998; Icgen y col., 2002b; Ozkan y col., 2003). Algunos de ellos
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favorecen la proliferacion de Bt, mientras que otros contribuyen con la produccién de
proteinas entomotdxicas. Por esta razon, para una correcta optimizacion nutricional por parte
de la bacteria, seria importante estudiar separadamente las fases de desarrollo: vegetativa,
esporulacion y lisis.

Una alternativa econdémica para la produccion de esta bacteria es la utilizacion de
materiales de descarte, tales como subproductos de molineria y efluentes municipales (Adams
y col., 1999-2002; Lachhab y col., 2001; Tirado Montiel y col., 2001; Vidyarthi y col., 2002;
Zouari y Jaoua, 1999; Zouari y col., 2002). Estos contienen no sélo fuentes de carbono y
energia, utilizables por la bacteria, sino que ademas poseen los minerales necesarios para la
produccion del cristal. Otra fuente econdmica de sales minerales utilizada para la propagacion
de este microorganismo es la utilizacion de agua de mar (Ghribi y col., 2007). La utilizacion
de efluentes o residuos para la produccion de este agente entomopatdgeno produce un doble
impacto ambiental favorable, ya que transforma materiales de desecho, con impacto ambiental
negativo, en un producto con un efecto ambientalmente positivo.

Ademas del medio de cultivo, existen otros parametros que deben considerarse al
momento de definir la produccion a gran escala. Uno de ellos es el suministro de oxigeno. Se
sabe que una adecuada aireacion favorece el desarrollo, esporulacion y produccion de cristal,
y que la carencia de este nutriente disminuye notablemente el proceso de diferenciacion
celular y por ende los rendimientos del producto. Por otra parte, el elevado suministro de aire
en los medios de cultivos liquidos, ricos en proteinas, pueden generar altos volimenes de
espuma (Razo Flores y col., 1997; Yang y Wang, 1998; Fernandez-Larrea, 2002; Rowe y col.,
2003). Este aspecto es un detalle no siempre contemplado en el escalamiento y requiere del
uso de antiespumantes u otras estrategias para evitar la formacion de espuma.

Los sistemas mads utilizados para la produccion industrial del bacilo son los de cultivo
sumergido, ya que permiten un mejor control y manejo de las condiciones operativas, tales
como temperatura, pH y tension de oxigeno disuelto, entre otros. Estos sistemas de
produccion se valen de grandes fermentadores y se ha reportado la utilizacion de reactores del
tipo tanque agitado (Razo Flores y col., 1997; Prabakaram y Balaraman, 2006), asi como
también reactores airlift (Huang y col., 2001). También se ha evaluado la posibilidad de
realizar fermentaciones en sustrato solido para la produccion de bacilo (Adams y col., 2002;
Hongzhang y col., 2002; Vimala Devi, y col., 2005). Los principales inconvenientes que
presentan estos sistemas estan relacionados a la transferencia de oxigeno, la prevencion de la

contaminacion y el costo y complejidad del escalamiento (Fernandez-Larrea, 2002).
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1.7. Co-produccion de bioinsecticidas

Entre las desventajas comerciales mas importantes de los bioinsectidas, en general, se
encuentra su estrecho rango de accidon. Esta caracteristica, por otro lado ambientalmente
relevante, generalmente provoca rechazo por parte del productor agricola, que pretende que la
aplicacion de un producto permita controlar la mayor cantidad de plagas que perjudican a sus
cultivos. La utilizacién conjunta de mas de un insecticida bioldgico seguramente contribuiria
a superar esta limitacion, pero a costa de un detrimento en el resultado econdmico de la accion
de control. En cambio, un co-producto, integrado por mas de un insecticida microbiano,
producidos en un Unico proceso fermentativo, y que exhiba un rango de accidon extendido
respecto a cada uno de los mono-productos, podria permitir ampliar el rango de control de
plagas sin implicar un aumento significativo de los costos de produccion.

La aplicacion de co-productos insecticidas de origen microbiano podria presentar,
ademas, efectos benéficos adicionales: cuando un organismo blanco resulte susceptible a mas
de un insecticida integrante de un co-producto, su utilizacién podria permitir un mas efectivo
control de la emergencia de la resistencia a cada insecticida, y en este mismo supuesto,
eventualmente también una reduccion de las dosis necesarias para alcanzar un nivel de control
efectivo, si es que los insecticidas que integran el co-producto ejercen efectos aditivos o
sinérgicos. Estrategias similares, utilizando combinaciones de antivirales o antibidticos, se
han revelado exitosas en el tratamiento de infecciones humanas por el virus VIH (Barreiro y
Soriano, 2005; Barreiro y col., 2006; Azanza y col., 2008) y Mycobacterium tuberculosis
(Rodriguez Diaz y col., 2003), respectivamente. En relacién a la aplicacion de combinaciones
de insecticidas microbianos, Marzban y col. (2009) determinaron efectos aditivos y sinérgicos
al tratar larvas de Helicoverpa armigera con diversas combinaciones de Cry 1Ac y poliedros
del virus de la poliedrosis citoplasmatica de este insecto, mientras que Ma y col. (2008),
determinaron efecto aditivo para algunas de las combinaciones ensayadas de proteina Cry
1Ac y conidios de Beauveria bassiana sobre Ostrinia furnacalis.

Mas especificamente en relacion a los insecticidas de origen viral, una de las
desventajas previamente comentadas consiste en su mecanismo de accion lento, en
comparacion con los insecticidas de sintesis quimica, o aiin con las toxinas bacterianas. Chang
y colaboradores (2003), generaron un baculovirus recombinante que produce cuerpos de
oclusion en donde se expresa la proteina toxica Cry 1Ac de Bt. De esta manera, lograron
reducir el tiempo de accion y la patogenicidad al compararlo con el virus nativo. Si bien los

resultados son prometedores, se recurre a la utilizacion de organismos modificados
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genéticamente, los cudles no tienen una amplia y facil aceptacion en la sociedad. La co-
produccion de dos insecticidas sin recurrir a la modificacion genética probablemente se veria
afectado por un menor nivel de cuestionamiento social. Por otro lado, la produccion de Bt, o
de otro insecticida microbiano, como co-producto fermentativo de un insecticida viral,
permitira mejorar la economia del proceso de produccion in vitro, independientemente si
ambos mono-productos seran aplicados en forma aislada o combinada.

Existen en la literatura trabajos sobre co-procesos fermentativos, entre los cudles se
encuentran estrategias de fermentacion que permite el aprovechamiento efectivo de mezclas
de hidratos de carbono, mediante el uso de dos cepas de Escherichia coli modificadas
genéticamente, lo que le otorga la propiedad de consumir uno u otro carbohidrato,
respectivamente (Eiteman y col. 2008). Por su parte Parajo y col. (1997), co-produjeron
carotenoides y xilitol mediante la fermentacion de un medio de cultivo que contiene xilosa
por parte de Xanthophyllomyces dendrorhous. Otra referencia sobre el tema es descripta por
Lin y col. (2004), quiénes analizaron la estrategia de alimentar cultivos de levaduras para co-
producir dos moléculas intracelulares con aplicaciones médicas tales como, S-adenosil
metionina y glutation.

Un pre-requisito para llevar a cabo la co-produccion es la compatibilidad entre los co-
productos, es decir que la presencia de uno de ellos no afecte la integridad del otro y
viceversa. Es nuestro trabajo se tratara de dilucidar si el desarrollo de la bacteria Bacillus
thuringiensis no ocasiona dafios sobre el fenotipo insecticida de AgMNPV producido

previamente.

1.8. Justificacion del tema de tesis

En la actualidad, un sustento importante de la economia argentina se encuentra en la
produccion de soja. Esta oleaginosa es la mas difundida en el pais y junto con sus derivados
se ha convertido en el principal producto de exportacion argentino. Este importante aumento
de la produccion se ha logrado no s6lo con incrementos en la superficie sembrada, sino
también con elevados rendimientos que se encuentran entre los mas altos del mundo.

Después del algodon, la soja es el cultivo que sufre los mayores ataques de plagas,
principalmente de insectos. Por esta razon, es el cultivo que requiere mas insecticidas para su
proteccion, respecto a otros cereales y oleaginosas. El uso indiscriminado de insecticidas
quimicos perjudica el bienestar ambiental, pudiendo tener consecuencias negativas inclusive
sobre el hombre. El MIP surgié intentando dar solucién a este problema, proponiendo

minimizar el uso de quimicos y combinarlo con modificaciones en las practicas culturales y el
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uso de insecticidas de origen biologico, entre los que se encuentran los baculovirus y las
bacterias entomopatdgenas productoras de toxinas.

Existen muchos factores que limitan la comercializacion de los bioinsecticidas y de los
baculovirus en particular. Las principales caracteristicas que se sefialan como posibles
desventajas son su elevada especificidad (representa una desventaja para su aceptacion y
comercializaciéon debido a que los usuarios prefieren eliminar varias plagas aplicando el
mismo producto), el tiempo que demoran en matar a sus huéspedes, su baja persistencia en
campo y el elevado costo de produccion. Para mejorar alguna de estas propiedades se han
encarado proyectos de modificacion genética (Tomalsky y Miiller, 1991.). Se ha demostrado
recientemente que un baculovirus modificado genéticamente para expresar una delta
endotoxina de Bt posee una aptitud insecticida mejorada respecto al virus silvestre (Chang y
col,, 2003). Sin embargo, por tratarse de un producto genéticamente modificado, esta
sometido a numerosas regulaciones y restricciones.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la factibilidad de desarrollar un proceso que
permita producir, en un Unico proceso fermentativo, dos insecticidas microbianos, el
baculovirus de Anticarsia gemmatalis y la toxina entomotoxica de Bt. Este proceso podria
generar un producto con las mismas cualidades insecticidas que un organismo recombinante,
pero de origen natural y basado en dos organismos de inocuidad ambiental comprobada. El
proceso propuesto consta de dos etapas: en la primera se multiplica AgMNPV en células
saUFLAg-286 bajo condiciones Optimas de cultivo e infeccion; luego, el mismo cultivo
infectado, conteniendo los poliedros de AgMNPV, se inocula con Bt. Finalmente, el cultivo
contendra una mezcla de poliedros de AgMNPV vy esporos, esporangios y cristales
parasporicos de Bt. Posteriormente, se evaluaran las posibilidades de escalado de este proceso

dual en reactores, y se evaluard la actividad bioldgica del co-producto.
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I1. Objetivos

11.1._General
Desarrollar procesos fermentativos integrados para la produccion de insecticidas

bioldgicos mixtos, viral-bacterianos, para el control de plagas agricolas.

11.2. Especificos

v’ Estudiar la influencia de las condiciones operativas, velocidad de agitacion y volumen
de llenado, sobre la capacidad de transferencia de oxigeno y sobre los pardmetros de
crecimiento de cultivos en suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio libre de
suero UNL-10.

v’ Investigar los efectos de la variacion de la ICD y la MOI sobre la produccion de
poliedros de AgMNPYV en cultivos en suspension de la linea celular UFL-AG-286.

v" Evaluar el escalado de la producciéon de OBs de AgMNPV en cultivos de la linea
celular saUFL-AG-286 en un medio de bajo costo y libre de suero, utilizando dos reactores de
configuracion estandar.

v Estudiar la cinética de cultivo, esporulacion y produccion de cristales entomotoxicos
de Btk en diferentes medios de cultivos

v' Evaluar la factibilidad del escalamiento del proceso de co-produccion en dos tipos de

reactores.
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I11. Materiales y Métodos

I11.1. Linea celular

Se utilizo la linea celular de insectos saUFL-AG-286 (Gioria y col., 2006). La misma es
una subpoblacion de la linea celular UFL-AG-286 (Sieburth y Maruniak, 1988b), establecida
a partir de embriones de Anticarsia gemmatalis, la cual fue seleccionada por su habilidad para
crecer en cultivos en suspension agitados, principalmente en la forma de células aisladas. La
linea celular se mantuvo en cultivos en suspension en botellas de vidrio de 125mL con tapas
de baquelita en el medio de cultivo UNL-10, y en monocapa en frascos de 25 cm’ de

superficie utilizando los medios de cultivo UNL-10 y UNL-5.

I11.1.1. Recuentos celulares
Se realiz6 una dilucién conveniente de la suspension celular a cuantificar, empleando

una solucion de buffer salino de fosfatos (PBS) y 10% de una solucion de Azul de Trypan al
0,4 %. Se homogeneizd suavemente y se cargaron ambas hemicamaras de una camara de
recuento globular de Neubauer. El recuento celular se realizd6 por observacion en un
microscopio Olimpus® modelo CK2 con un aumento 10X de objetivo y 10X de ocular. Se
cuantifico el nimero de células totales y viables en los cuatro cuadrados de los extremos del
reticulo de ambas hemicamaras. Las células que excluyeron el colorante se consideraron

viables.

111.2. Virus

Se empled una cepa del virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia
gemmatalis, aislada en la Estacion Experimental Oliveros del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, gentilmente cedido por la Prof. Sara Lorenzatti (Claus y col.,

1993).

111.2.1. Preparacién de stock de AgQMNPV
Los stocks virales se obtuvieron a partir de la infeccion con AgMNPV de cultivos

estaticos de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-5 + 10% de suero fetal bovino
(SFB). Los cultivos, de densidad 2x10° células viables.ml™, se infectaron a una multiplicidad
de infeccion de 0,05 DICCsgq, .célula’’. Durante la primera hora de incubacién a 27° C, los
cultivos se agitaron suavemente cada 15 minutos para lograr una adecuada homogenizacion
del in6culo viral. Los cultivos infectados se observaron diariamente y se cosecharon cuando el
efecto citopatico alcanz6 aproximadamente al 90% de las células. Cada cultivo se trasvaso a
un tubo conico de plastico de 15 ml de capacidad y se centrifug6 a 5.000 rpm durante 5

47



I11. Materiales y Métodos

minutos. La centrifugacion se realiz a 4° C en una centrifuga marca Beckman Coulter®
modelo Allegra 2IR. Finalmente, alicuotas de 100 pl de los sobrenadantes se fraccionaron en

tubos plastico de 1,5 mL y se conservaron a —80° C.

111.2.2. Cuantificacion viral

111.2.2.1. Titulacion de virus brotado de AgMNPV

El titulo de virus brotado se determind a través de una técnica de dilucidn limite y punto
final. En primer lugar, a una alicuota del sobrenadante de un cultivo infectado, previamente
centrifugado, se le realizaron una serie de diluciones decimales (10° - 10™). Como solucién
diluyente, se emple6 el medio de cultivo UNL-5 + 10% SFB. Posteriormente, se sembraron
50 ul de una suspension celular (4x10° células viables.ml™) en cada pocillo de una placa de
cultivos celulares de 96 orificios. A continuacion se dispensaron, por quintuplicado, 50 pl por
pocillo de cada diluciéon de la muestra a titular. El control se realizd sembrando por
quintuplicado 50 pl de la suspension celular y 50 ul del medio de cultivo UNL-5 + 10% SFB.
Las placas se incubaron a 27° C durante 7 dias. Un pocillo fue considerado positivo cuando se
observaba en el microscopio Optico al menos una célula con presencia de poliedros. Al cabo
de los 7 dias de incubacion, los pocillos negativos y dudosos se replicaron. Asi, en una placa
de cultivo nueva se sembraron tantos pocillos con 50 ul de suspension celular como pocillos a
replicar. Inmediatamente, se les adicion6 50 pl del sobrenadante proveniente del pocillo
negativo o dudoso. Este nuevo cultivo en placa se incubd durante 7 dias adicionales a 28°C.

Para calcular el titulo viral por el método desarrollado por Reed y Miiench (Reed y
Miiench, 1938) se confeccion6 una tabla de respuestas (+) y (-) para cada una de las
diluciones. Posteriormente, se calculd para cada dilucion la frecuencia acumulada para las
respuestas positivas y negativas. Por ultimo, se determinaron los porcentajes de respuestas
positivas que surgieron del cociente entre la frecuencia acumulada positiva y las frecuencias
acumuladas totales. Como punto final, se consider6 la dilucion que produce un 50% de
respuestas positivas que, para el caso de cultivos celulares, se denomina dosis infectiva para

cultivo celular 50% (DICCs). Los titulos virales se expresaron en DICCsy . mL.

111.2.2.2. Cuantificacidn de poliedros de AgQMNPV

Para cuantificar la cantidad de poliedros producidos en un cultivo celular, se separ6 una
alicuota de la suspension celular y se centrifugd en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante

1 minuto. El sobrenadante se descartd y el pellet celular se resuspendio en una solucion de
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SDS 0,1%. Las muestras se conservaron a 4° C hasta el momento de su procesamiento. Los
recuentos de poliedros se realizaron en el cuadrado central de una cdmara de Neubauer que
tiene una superficie de 1 mm?® y se encuentra dividido en 25 cuadrados medianos, cada uno de
los cuales se encuentra sub-dividido en 16 cuadrados pequenos. Se cuantificaron los poliedros
presentes en 5 de los cuadrados medianos (X) (los 4 de los extremos y el central). Los
rendimientos volumétricos y especificos de poliedros se determinaron aplicando las siguientes
formulas:

- Rendimiento volumétrico de poliedros (Rog) (poliedros.ml™) = £*5%10.000

- Rendimiento especifico de poliedros (REog) (poliedros.célula™) = Z*5*10000*(células

viables.ml™)™".

111.3. Cepa bacteriana

Se empleo la cepa HD-1 de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, gentilmente cedida por
la Dra. Graciela Benintende del IMYZA (INTA Castelar). El mantenimiento de la cepa se
realiz6 mediante repiques periodicos. Para esto, se inocularon tubos estria de medio agar
nutritivo (Britania, Argentina) y se incubaron a 30°C. Luego de 7 dias, se tomaron alicuotas
de estos cultivos y se los sometid a un control microscopico. Aquellos cultivos que
presentaron las estructuras caracteristicas de la cepa empleada, se conservaron a 4°C hasta 3

meses, lapso a partir del cual se procedié a un nuevo repique.

I11.3.1. Cuantificacion de las diferentes estructuras bacterianas.
Las células vegetativas, esporangios y esporos, se cuantificaron utilizando una camara

de Neubauer y objetivo de 40X, realizando a cada muestra una dilucién conveniente.

I11.4. Medios de cultivo

111.4.1. UNL-10
Nutrientes Concentracion (g/L)
L-alanina 0,1139
L-arginina 0,0611
Acido L-aspartico 0,0389
L-asparagina 0,2722
Acido L-glutdmico 0,0667
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L-glutamina

L-glicina

Clorhidrato de L-histidina
L-isoleucina

L-leucina

Clorhidrato de L-lisina
L-metionina

L-prolina
L-fenilalanina

L-serina

L-treonina

L-valina

L-cisteina

L-tirosina

L-triptofano
Clorhidrato de tiamina
Pantotenato de calcio
Clorhidrato de piridoxina
Acido p-aminobenzoico
Acido félico

Acido nicotinico
i-inositol
Cianocobalamina
Riboflavina

Biotina

Acido fumarico

Acido a ceto-glutarico
Acido L (-) mélico

Cloruro de potasio

Cloruro de calcio di-hidratado

Cloruro de magnesio hexa-hidratado

Sulfato de magnesio

Fosfato di-acido de sodio

2,7333
0,0722
0,3756
0,0055
0,0194
0,0694
0,1666
0,0389
0,0167
0,1999
0,0194
0,0111
0,0024
0,0055
0,0111
0,0004
0,0023
0,0004
0,0004
0,0004
0,0004
0,0004
0,0004
0,0004
0,0002
0,0024
0,0167
0,0300
3,2200
1,4400
2,5556
1,5200
0,9600
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Carbonato acido de sodio 0,3889
L-tirosina 0,0122
Cloruro de colina 0,0222
Glucosa 17,7778
Extracto de levadura 3,0000

Hidrolizado enzimatico de caseina N-Z-Case Plus  3,0000

Caldo triptosa fosfato 1,0000

Micronutrientes
111 pl de sulfato ferroso.7 H,O (27,5 mg/L).
111 pl de acido molibdico amoniacal.4H,0O (2 mg/L).
222 ul de cloruro de cobalto.6H,0 (2,5 mg/L).
67 pl de cloruro cuprico (anhidro) (7,9 mg/L).
56 ul de cloruro de manganeso.4H,0O (1 mg/L).
167 pl de cloruro de zinc (2 mg/L).

Los componentes de este medio de cultivo fueron suministrados por Sigma-Aldrich Co.
(Saint Louis, MI, USA).

El pH se ajust6 a 6,23 con una solucion de acido clorhidrico 1 N 6 de hidroxido de
potasio 10 N.

El medio se esterilizd con un equipo de vacio, utilizando como filtro una membrana de
acetato de celulosa de 0,2 micras de tamafio de poro.

Al momento de su utilizacion se suplementd con 15 mL de una microemulsion de aceite
comercial de aceite de soja. La microemulsion lipidica se prepar6d por medio de agitacion de
componentes acuosos y lipidicos. El componente acuoso esta definido por un emulsificante en

agua (Pluronic F-68 al 10%), mientras que el componente lipidico por aceite de soja

(Sojola®, AGD SRL, General Deheza, Argentina).

111.4.2. UNL-5
El medio UNL-5 consta de los mismos componentes que el medio UNL-10 a excepcion

del extracto de levadura. Este se reemplaz6 por 1 g/L de ultrafiltrado de extracto de levadura

(Sigma®). Al momento de su uso, este medio se suplementé con un 10% de suero fetal bovino

provisto por Bioser®.
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111.5. Cuantificacion de nutrientes y metabolitos

Las concentraciones de los nutrientes y de los metabolitos se determinaron en los
sobrenadantes de cultivo. Para ello, una alicuota de cultivo se centrifugd en una
microcentrifuga marca Biofuge pico® a 13000 rpm durante 1 minuto. Los sobrenadantes se

conservaron a —20° C hasta el momento de realizar las respectivas determinaciones.

111.5.1. Dosaje de la concentracién de glucosa
La cuantificacion de glucosa se realizé empleando un equipo enzimatico provisto por

Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina). Este método se basa en la oxidacion enzimatica de
la glucosa, por parte de la glucosa oxidasa, a acido glucénico y perdxido de hidrogeno. Este
ultimo, en presencia de peroxidasa, produce la copulacion oxidativa del fenol con el reactivo
4-amino fenazona, formando un compuesto coloreado proporcional a la concentracion de
glucosa, que se cuantifico espectrofotométricamente a 505 nm en un espectrofotdmetro marca

Beckman® modelo DU 530.

111.5.2. Dosaje de la concentracion de amonio
Para la cuantificacion del amonio se utiliz6 un equipo comercial provisto por

Laboratorio Wiener (Rosario, Argentina), basado en la reaccion de Berthelot, donde el
amonio, en presencia de fenol e hipoclorito de sodio, produce un compuesto coloreado (azul
de indofenol) que es cuantificado espectrofotométricamente a 540 nm en un

espectrofotometro marca Beckman® modelo DU 530.

I11.6. Sistemas y condiciones de cultivo

111.6.1. Células de insecto
111.6.1.1Cultivos con células de insecto adheridas

La linea celular saUFL-AG-286 se cultivd en monocapa en frascos de 25 cm’ de
superficie, utilizando distintos medios de cultivo. Cada botella, con 5 ml de cultivo, se incubo
a 27° C en una estufa de cultivo marca Precytec®. El indculo celular consistio en 0,5 mL

proveniente de un cultivo en monocapa que alcanzo el 80-90% de confluencia celular.
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111.6.1.2. Cultivos de células en suspension

111.6.1.2.1. Cultivos en frascos agitados
Estos cultivos en suspension se realizaron en frascos de vidrio cilindricos de 125 mL

(Altura: 96,45 mm; Didmetro: 49,15 mm) y fueron mantenidos a 27°C. Los mismos se
agitaron a diferentes velocidades, y con diferentes volumenes de cultivo, sobre un agitador
orbital con regulacion de temperatura (Forma Scientific®, modelo 4520), en el medio libre de
suero UNL-10. Estos cultivos fueron iniciados a una densidad celular de 3x10° células
viables.mL™. Estos frascos se caracterizaron desde el punto de vista de su capacidad para
transferir el oxigeno, determinando el k;a de los mismos, mediante la técnica que se detalla a
continuacion.

Para determinar el valor de este coeficiente en las botellas cilindricas, empleando
diferentes volumenes de trabajo y velocidades de agitacion, las concentraciones de oxigeno
disuelto se evaluaron en forma indirecta, utilizando el método enzimatico de la glucosa

oxidasa, en donde se involucran las siguientes reacciones:

GOD
Glucosa + O, + H,O — 4cido glucénico + H,0,

POD

2 H,O, + 4-AF + 4-hidroxibenzoato — quinonimina roja
GOD: glucosa oxidasa POD: peroxidasa

El valor de la absorbancia medida a 505 nm es directamente proporcional a la
concentracion de oxigeno disuelto (Rainer, 1990; Duetz y Witholt, 2004).

Para cada volumen y velocidad de agitacion se utilizo una serie de botellas conteniendo
una solucion de glucosa de 35 g.L™'. Para expulsar la totalidad del oxigeno disuelto antes de la
medicion, se hizo fluir una corriente de nitrogeno gaseoso durante tres minutos. Una vez
concluido este lapso de tiempo, se agregd 1 mL de reactivo de trabajo. La reaccion en las
botellas se detuvo a diferentes tiempos con el agregado de 50 uL de una solucion de KOH
(10N).

El valor de la concentracion de oxigeno disuelto, en equilibrio con la fase gaseosa, para

una dada temperatura, puede calcularse segun Pirt (1975), mediante la ecuacion I11.1:

C*=14,16-0,3943-T +0,007714 T*> - 0,0000646-T>  (1IL.1)
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En la ecuacion II1.1, C* representa la concentracion de oxigeno disuelto a saturacion, en
ppm, y T representa la temperatura, en grados centigrados.

La determinacion del valor del kpa se determind mediante la representacion grafica de la
ecuacion I11.2:
C"-C,
Cc'-C,

Ln =k, a-t (II1.2)

En la ecuacion II1.2, C* corresponde a la concentracion de oxigeno disuelto a
saturacion, en las condiciones de la determinacion, C, es el valor inicial de la concentracion
de oxigeno disuelto, correspondiente al momento de iniciar la serie de mediciones (tiempo 0)
y Ci es el valor de dicha concentracion para cada tiempo (t).

Los valores de kra determinados para este sistema se analizaran en el capitulo 1 del

apartado Resultados y Discusion del presente manuscrito.

111.6.1.2.2. Cultivos en bio-reactores
v" Reactor tanque agitado (STR)
Se empled un bio-reactor tanque agitado cilindrico, de 2 L de capacidad nominal, con

base plana de 102,7 mm de didmetro y 220 mm de alto (LH Fermentation, EEUU). El bio-
reactor se equipo con dos turbinas Rushton, de 6 paletas, de 49 mm de diametro. El sistema de
aireacion consistié de un burbujeador de un unico orificio, en donde el flujo de gas ingreso a
una velocidad de 80 mL.min™. El aire, proveniente de un compresor a diafragma, se esterilizd
por filtracion en linea, mediante un filtro absoluto de 0,22 pm de tamafio de poro. Posterior al
paso por el filtro, y previo al ingreso al reactor, el flujo de aire se humidifico mediante
burbujeo en una columna de agua estéril. El monitoreo de la concentracion de oxigeno
disuelto se realiz6 empleando un electrodo amperométrico, especifico para oxigeno (Ingold,
Suecia). La temperatura en el interior del reactor se reguld a 27 °C, mediante circulacion
continua de agua termostatizada a través de un dispositivo anular interno. El sistema se
esterilizd en autoclave a 121 °C durante 30 minutos y posteriormente se cargd mediante
presion positiva con 800 mL de medio UNL-10 en condiciones de esterilidad. La velocidad de
agitacion fue de 250 rpm y la concentracion de oxigeno disuelto se reguld al 50% de
saturacion de forma automatica. Los distintos cultivos se inocularon con una densidad celular
inicial de 3x10° células.mL"'. Diariamente, se realizaron determinaciones del consumo global
de oxigeno del reactor, lo que se realizd concomitantemente con la toma de muestra. Para tal
fin, se procedié a suspender la aireacion y se determind la evolucion de la concentracion de

oxigeno durante un tiempo, hasta alcanzar una concentracion de este analito de 3 ppm, en este
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punto se reinicidé inmediatamente la aireacion. El valor de consumo global de oxigeno se
obtuvo luego de linealizar la curva obtenida al graficar el decaimiento de la concentracion de
oxigeno en funcién del tiempo. Este pardmetro se determind a partir de la pendiente de la
mencionada grafica. Ademas, la variacion de la concentracion de oxigeno disuelto durante el
periodo en que se suspendio la aireacion, se supuso proporcional a la concentracion de células
viables presentes en el cultivo, siendo su expresion representada en la ecuacion 111.3:

dCo,

dt

En la ecuacion II1.3, Co, representa la concentracién de oxigeno disuelto, qo, la

= go, - X (I1L.3)

velocidad especifica celular de consumo de oxigeno y X la concentracion de células viables.
Por otro lado y con el objetivo de contribuir a la caracterizacion del bio-reactor tanque
agitado, se procedi6 a determinar el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kia).
Se empleé el método dindmico de gaseado. Este consiste en inyectar un flujo de aire
constante, determinando la concentracion de oxigeno disuelto en el bio-reactor, durante un
lapso adecuado. En cada momento, esta concentracion se determind empleando un electrodo
amperométrico especifico para oxigeno. El bio-reactor se cargd con 800 mL de agua
desionizada y se trabajo a temperatura ambiente. Previo a las determinaciones se procedid a
calibrar al electrodo. Esto se realizo entre dos valores de concentracion de oxigeno disuelto:
0% y 100%. Para lograr el primer punto, se purgd todo el oxigeno disuelto del sistema,
mediante un flujo de nitrégeno gaseoso. El segundo de los puntos se obtuvo luego de saturar
el sistema acuoso en oxigeno disuelto, mediante un flujo de aire. En cada caso, luego de que
el sistema alcanzara el equilibrio, se ajustd manualmente el valor de la lectura
potenciométrica en el valor tedrico de concentracion. Asi, de la representacion grafica de Ln
[(C*-Cd/ C*-Cy)] en funcion del tiempo para cada velocidad de agitacion, fue posible
determinar el valor del kja, que corresponde al valor de la pendiente de la recta obtenida y
ajustada mediante regresion lineal. Los valores de kra determinados se reunen en la tabla
III.1. Como se puede ver, el incremento en la velocidad de agitacion provocd una menor
resistencia para la transferencia de oxigeno del sistema, lo que se evidencid a través del
incremento del coeficiente kpa. El valor de este coeficiente determinado a 200 rpm (5,364 h°
Y, resulto ser un 95% y un 87 % superior a las determinaciones efectuadas a 50 y 100 rpm,
respectivamente. Finalmente, el k;a determinado a 250 rpm (6,822 h'l), supero en un 27, 5 %

al determinado a 200 rpm.
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Tabla I11.1: Valores del coeficiente k;a (h™), en funcién de la velocidad de agitacion del
sistema (rpm). Las determinaciones se realizaron en el STR, conteniendo 800mL de agua
desionizada, utilizando el método dindmico de gaseado.

Velocidad de kea (h™)

agitacion (rpm)

50 2,749+0,002
100 2,861+0,003
200 5,364+0,011
250 6,822+0,020

Ademas, se determiné el tiempo de mezclado del reactor tanque agitado, cargado con
agua desionizada, a temperatura ambiente. Para ello se registrd el tiempo que demord en
estabilizarse la lectura de la sonda de pH (Scott, modelo S22200), luego del agregado de un
pulso de 100 uL de HC1 1M. Las determinaciones se realizaron por duplicado, descartando la
totalidad del contenido del bio-reactor cada vez. El tiempo de mezclado se calculd como el
promedio de las diferentes series realizadas para cada velocidad de agitacion. Ademas de la
agitacion originada por los impulsores, existid una contribucion al mezclado por parte del
flujo de aireacion, el cuél fue de 80 mL.min™ en todas las determinaciones. La metodologia
utilizada para la determinacion, es similar a la utilizada por Visnovsky en el afio 2005
(Visnovsky, 2005), solo que en lugar de utilizar una solucién salina se utiliz6 una solucion de
HCI. Como se observa en la tabla III.2, el tiempo de mezclado requerido por el sistema luego
del agregado de un pulso de acido, descendi6 a medida que se fue incrementando la velocidad
de las turbinas Rushton (Tabla II1.2). Si bien las diferencias no resultaron significativas desde
el punto de vista estadistico para las diferentes velocidades de agitacion ensayadas, éstas
resultaron estadisticamente diferentes al tiempo requerido para mezclar el sistema cuando la
agitacion mediante las turbinas fue nula y s6lo consistié en el ingreso de flujo de aire
mediante el sparger a una velocidad de 80 mL.min"'. El tiempo de mezclado bajo estas
condiciones fue de 27,75 £ 0,35 segundos. Por otro lado, cuando se increment6 cinco veces la
velocidad de agitacion (de 50 a 250 rpm) la diferencia en este parametro resultd significativa,

requiriendo un tiempo 44% menor.
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Tabla 111.2: Valores del tiempo de mezclado (s), en funcion de la velocidad de agitacion
(rpm), en el STR conteniendo 800mL de agua desionizada. Las determinaciones se
realizaron por duplicado, descartando la totalidad del contenido del reactor cada vez.

Velocidad de Tiempo de
Agitacion (rpm) mezclado (s)
0 27,75+0,35

50 9,00+1,41

100 8,25+1,77

150 8,25+0,35

200 6,00+1,41

250 5,00+0,71

Otra alternativa que se evalud para realizar la caracterizacion del reactor fue la
capacidad de suspension de trazadores. Este es un parametro que también es necesario utilizar
para caracterizar un reactor, ya que su determinaciéon mostrard las zonas “estancas” que
existen en el sistema. Con esta finalidad, el reactor tanque agitado se cargd con agua
desionizada y con un numero conocido de trazadores de poliestireno, considerandose que los
mismos se comportan de la misma forma que lo haria una célula en un cultivo en suspension.
Una vez iniciada la agitacion, y transcurrido un tiempo determinado, con la ayuda de una
camara digital se registré fotograficamente a los trazadores que se resuspendieron. Se
realizaron triplicados para cada velocidad de agitacion utilizada. La capacidad del reactor a
diferentes velocidades de agitacion se calculd como el porcentaje promedio de trazadores
suspendidos en el seno del liquido. El porcentaje de trazadores en suspension en funcion de la
velocidad de agitacion puede apreciarse en la figura III.1. La maxima suspension que se logra
en este sistema es a partir de la velocidad de agitacion 150 rpm (entre un 30 y un 50%), el
incremento a mayores velocidades no generd una suspension significativamente mayor. Esto
se debe a las caracteristicas del fondo del vaso y al tipo de turbina que se utiliza, que por
tratarse de un fondo plano y una turbina de tipo Rushton se generan varias zonas estancas en
donde los trazadores se depositan sin lograr que se resuspendan. Al adaptarle a este vaso un
fondo concavo y utilizar una turbina de paletas inclinadas, la maxima suspension se alcanzo a
partir de las 100 rpm y el porcentaje de trazadores en suspension maximo estuvo alrededor del

65% (datos no mostrados).
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Figura 111.1: Porcentaje de trazadores en suspension, en funcion de la velocidad de agitacion
del sistema (rpm). El ensayo se realiz6 por triplicado en el STR conteniendo 800mL de agua
desionizada. La flecha indica el punto a partir del cual se obtuvo el porcentaje maximo de
trazadores suspendidos.

v Airlift

Se utilizo un reactor de tipo airlift, cilindrico y concéntrico, construido en vidrio, de
circulacion interna, y que incluye 3 promotores de flujo helicoidal. Las dimensiones del
reactor son: 553 mm de altura y 40 mm de didmetro para el cilindro exterior, y de 411 mm de
altura y 23 mm de diametro para el cilindro interior. El fondo es semiesférico y la separacion
entre éste y el cilindro interior es de 7 mm. La aireacion se realiz6 a través de un burbujeador
de un unico orificio, ubicado en el fondo del cilindro interno. El volumen de trabajo fue de
380 mL y el medio ensayado fue UNL-10. El bio-reactor se instaldo dentro de un bafio
termostatizado, a los efectos de mantener constante la temperatura de cultivo (27 °C). El flujo
de aireacion fue de 50 mL.min' y se controlé mediante un rotametro. El aire, proveniente de
un compresor a diafragma, se esterilizé por filtracion en linea, mediante un filtro absoluto de
0,22 wm de tamafio de poro. Posterior al paso por el filtro, y previo al ingreso al reactor, el
flujo de aire se humidific6 mediante burbujeo en una columna de agua estéril. El sistema se
esterilizo en autoclave a 121 °C durante 30 minutos y posteriormente se cargd mediante
presion positiva en condiciones de esterilidad.

Para esta configuracion de reactor, también se procedio a realizar su caracterizacion,

mediante la determinacion de la velocidad del liquido. La velocidad del liquido es un
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parametro importante a tener en cuenta cuando se analizan las variables involucradas en el
diseno de un reactor airlift. Los reactores airlift mas eficientemente disefiados tienen una
velocidad del liquido mayor como una consecuencia de una fuerza de conduccién mayor
originada entre el riser y el downcomer. Para determinar la velocidad de circulacion del
liquido en el reactor airlift, el mismo se carg6 con 380 mL de agua desionizada y se trabajo a
temperatura ambiente. La metodologia utilizada para realizar esta determinacion fue la
descripta por Visnovsky y col. (2003) y consistié en introducir un trazador dentro del bio-
reactor e iniciar la aireacion. El trazador consistié en una pieza pequefia de cartulina negra
que una vez humedecida supone un comportamiento similar al del liquido. Se registraron diez
ciclos del trazador para cada velocidad de aireacion evaluada. Un ciclo se consider6 el tiempo
que demor6 el trazador en recorrer una distancia conocida dentro del bio-reactor. La
velocidad del liquido se calculdé como el promedio de los tiempos de circulacion del trazador
para recorrer un ciclo completo del reactor. Este parametro fue determinado para el reactor
utilizado en este trabajo, para diferentes flujos de aireacion, lo que determina a su vez
diferentes velocidades superficiales del gas (Figura II1.2). La velocidad superficial del gas se
define como el caudal de gas que pasa a través de una determinada drea en un instante de
tiempo. Se pudo observar que la velocidad del liquido incrementd con el aumento de la
velocidad superficial del gas. La velocidad del liquido obtenida al aumentar 6 veces la

velocidad del gas resulto ser 2,85 veces superior.

11 T T
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Velocidad del liquido (cm.s™)
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Velocidad superficial del gas (cm.min'l)
Figura 111.2: Velocidad del liquido vs. la velocidad superficial del gas utilizada en el reactor
airlift.

Visnovsky en el afio 2005 determind el tiempo de mezclado y el kra de un reactor airlift

de caracteristicas similares al empleado en este trabajo. El tiempo de mezclado requerido para
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homogeneizar el sistema mediante una velocidad superficial del gas de 0,091 cm.min” result6

de 60 segundos luego de introducir un pulso de una solucion saturada de CINa.

111.6.2. Bacillus thuringiensis
111.6.2.1. Cultivos en frascos erlenmeyers
La cepa bacteriana se cultivo en frascos erlenmeyers conteniendo 30 mL de medio de

cultivo. Los mismos se inocularon con esporos de Btk a una densidad inicial de 5x10°
esporos.mL™ y se cultivaron a 30°C sobre un agitador orbital a 200 rpm (Forma Scientific®,
modelo 4516). Sobre los mismos se realizaron tomas de muestras, en las que se determinaron

las concentraciones de las diferentes estructuras bacterianas, glucosa y amonio.

111.6.2.2. Cultivos en bio-reactores
Se utilizaron los dos reactores que se describieron para el cultivo de células de insecto.

La temperatura de incubacion de los cultivos fue de 30°C. En el STR, la concentracion de
oxigeno disuelto se mantuvo de manera automatica por encima del 40% de saturacion. Ambos
reactores se inocularon con una densidad inicial de esporos de Btk de 5x10° esporos.mL™". A
diario se realizaron tomas de muestras, sobre las cuales se determinaron las concentraciones
de las estructuras bacterianas, glucosa y amonio. En el STR se determinaron, ademas, los
consumos global y especifico de oxigeno. La formacion de espuma se controldé con el

agregado de simeticona 30000 ppm.

111.7. Determinacion de los parametros cinéticos de cultivo.

Cuando un inoculo de células viables de concentracion Ci es colocado en un medio de
cultivo que aporta los nutrientes necesarios para su mantenimiento y proliferacion celular, en
un intervalo de tiempo dt, el inoculo celular se incrementara en una cantidad dCi,

proporcional a Ci y al intervalo de tiempo dt. Por lo tanto:

dCi = x-Ci-dt (111.4)
dCi .

— = u-Ci 115
a (IIL5)

El cociente dCi / dt es una expresion de la velocidad de multiplicacion de la poblacion
celular. El parametro g, llamado velocidad de multiplicacion especifica, representa la
velocidad de multiplicacion por unidad de masa y tiene dimensiones de tiempo .

Si p es una constante y se integra la expresion (II1.5), resulta:
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InCi =InCi, + -t (I11.6)
donde Cip es el inoculo celular inicial a tiempo cero.

Relacionada con la velocidad especifica de multiplicacion surge la definicidon de tiempo
de duplicacion. Este parametro mide el tiempo necesario para que la masa celular se duplique
cuando la velocidad especifica de crecimiento es . Por lo tanto, haciendo Ci = 2Ciy y
reemplazando en (II1.6):

_In2
hop

Para un cultivo del tipo batch las formulas antes deducidas son solo validas en la etapa
de crecimiento exponencial, fase en la cual se consideran constantes las condiciones de la

biomasa y del medio extracelular.

111.8. Determinacion de los coeficientes de rendimiento v de las velocidades

especificas de consumo y produccion de nutrientes y productos

111.8.1. Coeficientes de rendimiento
Se define el coeficiente de rendimiento Ycjs para un nutriente consumido, S, al cociente

entre la cantidad de células producidas y la cantidad de sustrato empleada en esa produccion:

dCi
Y., =—
% ds

Para un cultivo del tipo batch, en la zona de crecimiento celular exponencial, el

(11L.7)

coeficiente de rendimiento (II1.7) puede calcularse utilizando la siguiente expresion:
Y, - Ci—Ci,
% Sy —S
donde Ci y Cip representan la variacion de la densidad celular y, S y Sp, la variacion de la
concentracion del nutriente.
De la misma manera, se definen los coeficientes de rendimiento para los productos del

metabolismo celular.

111.8.2. Velocidad especifica de consumo
La velocidad de consumo de un sustrato, S, en un determinado momento esta dada por:

ds

at ds
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donde Qs es un coeficiente conocido con el nombre de velocidad especifica de consumo.
Bajo condiciones de validez de la ley de multiplicacion exponencial, qs se puede considerar
constante y reemplazando x por xg.e"":

ds=q, - X, -e*

S-S, =0, xo.(e"'I — 1)

q. = (SO—S)-,u
q :(SO—S)-y
) (XO_X)

Reemplazando p por (Inx~In XO% :

(s, —s)-(Inx—1Inx,)
% = (x, — X)-t

formula a partir de la cudl se pueden calcular los valores de velocidad especifica de consumo

de nutrientes conociendo las concentraciones de sustrato y las densidades celulares en un

cultivo en lote.

111.9. Disefnos experimentales y analisis de resultados

Se utilizaron disefios factoriales completos, los mismos permiten estudiar
simultdneamente el efecto de un nimero limitado de factores sobre una respuesta, y los
efectos que las interacciones entre esos factores ejercen sobre la respuesta. Se denomina
factor a las condiciones de un proceso que influencian la variable de respuesta, mientras que
¢ésta se define como una cantidad medible cuyo valor se ve afectado al cambiar los niveles de
los factores. Por otro lado, se dice que hay interaccion entre dos factores cuando las
diferencias de nivel de uno de ellos afectan la respuesta del otro. Una condicidon necesaria
para detectar estas interacciones es la utilizacion de mas de un nivel para cada factor.

En un diseno factorial completo, el nimero de experimentos a llevar a cabo es igual a:

N=n"
donde N es el numero de experimentos, k el nimero de factores a estudiar y n el nimero de
niveles para cada factor.

En un experimento en el cual se estudia una determinada respuesta frente a dos factores
(X1 ¥y X2), cada uno de ellos a dos niveles, el nimero de experimentos asciende a cuatro, y el

disefio puede ser representado de la siguiente manera:
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Numero de Factor Nivel
experimento
1 X1/ X3 +/+
2 X1/ X2 +/-
3 X1/ X2 -/-
4 X1/ X -/+

Si se disefia un experimento en el cual cada factor es analizado en mas de dos niveles, se
debe tomar el valor medio como valor de referencia del factor y elegir los otros niveles de los
experimentos en forma equidistante, siendo una determinada proporcién del valor medio. Asi,
por ejemplo, si se analizan 3 niveles, el valor de referencia del factor seré 0, el superior (+1) y
el inferior (—1). La significacion estadistica de la magnitud del efecto ejercido por cada factor,
y de las interacciones entre ellos, se determina mediante el andlisis de la varianza. Tanto el
disefio como el posterior andlisis de las respuestas fueron asistidos, en esta tesis, con el

paquete estadistico JMP 4%,

111.10. Extraccion alcalina de proteinas

El método utilizado para la extraccion de proteinas, fue similar al método descripto por
Lee y col. en el afio 2000 para la extraccion de proteinas bioinsecticidas. En este caso, se
realizaron extracciones de cultivos de células infectadas con AgMNPV, cultivos de Bacillus
thuringiensis y cultivos polixénicos, en donde cultivos de células infectadas con baculovirus
fueron posteriormente inoculados con esporas del bacilo. Luego del tiempo conveniente para
la produccién en cada cultivo, se procedid a cosechar los mismos. Para esto, los cultivos
fueron integramente transferidos a tubos conicos estériles. Estos fueron posteriormente
centrifugados durante 10 minutos a 5.400 x g. Finalizada esta operacion, se descartd el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en PBS de pH 7, en un volumen equivalente al del
sobrenadante. Esta suspension se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. El pellet
obtenido luego de la centrifugacion fue procesado de igual manera, empleando una nueva
fraccion de PBS de pH 7. Posteriormente, el pellet se resuspendié en 5 mL de una solucion de
Na,COs; 50 mM- EDTA 1 mM, pH 10. Luego de incubar durante una hora a 37°C, se
centrifugd en las condiciones antes mencionadas. El sobrenadante y el pellet resuspendido en
el mismo volumen de SDS fueron empleados para sembrar un gel de poliacrilamida y realizar

una corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970). Para esto se
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preparo6 un gel al 12 % en donde se sembraron 25 pl de cada muestra, previamente diluida con
buffer de muestra. La intensidad de corriente empleada en este ensayo fue constante e igual a

25 mA.

111.11. Cuantificacion de la actividad biolégica

Para la preparacion de las muestras ya cuantificadas en lo que respecta al nimero de
poliedros y/o esporos, se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 minuto en una
microcentrifuga. Posteriormente, el pellet celular se resuspendié en medio de cultivo fresco. A
continuacion, se llevo a cabo la lisis celular a través del empleo de un equipo de sonicacion
marca Vibra-Cell® modelo VC 600 (1 pulso de potencia 4 durante 60”, con 50% de silencio).
Inmediatamente, se centrifugd la muestra en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante 1
minuto, se resuspendio el pellet en medio de cultivo fresco y se conservo a 4°C hasta el
momento de la determinacion de la actividad.

La evaluacion de la actividad bioldgica se llevd a cabo en el Instituto de Microbiologia
y Zoologia Agricola con sede en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria de la
localidad de Castelar, Buenos Aires, Argentina, por gentileza de la Dra. Graciela Benintende,
siguiendo un procedimiento descripto previamente (Sauka y col., 2007). Para esta evaluacion
se utilizaron larvas neonatas de Anticarsia gemmatalis. La infeccion se llevo a cabo siguiendo
el método de incorporacién en la dieta, utilizando placas de 24 pocillos y 6 diluciones de la
muestra a ensayar mas un control con agua destilada. Una larva neonata fue colocada en cada
pocillo. Se realizaron tres réplicas realizadas en dias diferentes para cada muestra. La
mortalidad se registr6 luego de 5 dias a 29 °C y un fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad). Los
resultados de mortalidad final se analizaron por Probits (Finney, 1971), y en base a los
requerimientos estadisticos (Ibarra and Federici, 1987), se determiné la concentracion letal

media (CLso).
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IV.1.1. Introduccion

La principal aplicacion biotecnoldgica de los cultivos de células de insectos es la
produccion de baculovirus y de proteinas recombinantes expresadas en baculovirus
modificados. Diversos sistemas de cultivo en suspension han sido utilizados para la
propagacion de células de insectos, desde los simples “spinner flasks” en pequefia escala
(Wong y col., 1996), hasta reactores de tanque agitado (Wong y col., 1996; Mitchell-Logean y
Murhammer, 1997; Mc Kenna y col., 1997; Maranga y col., 2004) y airlift (Visnovsky y col.,
2003).

Los sistemas de cultivo en frascos con agitacion orbital y aireacion superficial, por su
simplicidad y economia, y por la posibilidad de trabajar, a diferente escala, con multiples
unidades al mismo tiempo, pueden resultar una opcion interesante en las fases iniciales del
desarrollo de un proceso, cuando es necesario evaluar multiples variables. Estos sistemas se
desarrollaron principalmente para el cultivo de bacterias y hongos, existiendo una gran
cantidad de informacion disponible sobre los parametros que influyen sobre el
comportamiento de esos cultivos. En este sentido, la maximizacion de la capacidad de
transferencia de oxigeno es un criterio de extrema importancia para optimizar el crecimiento
de los cultivos bacterianos y fungicos, considerando la baja solubilidad del oxigeno en los
medios acuosos.

Si bien se han descripto también algunas aplicaciones de los sistemas de agitacion
orbital en el cultivo de células animales, tanto de mamiferos (Muller y col., 2005) como de
insectos (Rodas y col., 2005), existe muy poca informacion publicada acerca de la influencia
de los parametros operacionales sobre el desempefio de los cultivos y sobre su capacidad de
produccion cuando las células animales son cultivadas en este tipo de dispositivos. Una
alternativa para establecer valores Optimos de los parametros operativos podria ser la
extrapolacion de la informacion existente sobre el cultivo de células procariotas y eucariotas
inferiores. Sin embargo, las diferencias estructurales y funcionales entre bacterias y hongos,
por un lado, y células animales, por otro, limitan la validez de tal extrapolacion.

Las células animales, en general, y las de insecto, en particular, difieren de bacterias y
hongos por su fragilidad mecénica, producto de la carencia de una pared celular (Aloi y
Cherry, 1996; Palomares y Ramirez, 1998; O’Connor y col., 2002). Este es un aspecto critico
a considerar cuando las células de insecto seran utilizadas en un proceso de produccion, ya
que el sometimiento a condiciones operacionales que imponen estrés mecanico puede resultar

en la alteracion de la fisiologia celular y, consecuentemente, en la limitacién de su capacidad
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de produccion. Por otro lado, las células de insecto presentan requerimientos de oxigeno
relativamente elevados, que en caso de no resultar satisfechos también pueden impactar sobre
la fisiologia celular (Annathur y col., 2003; Mitchell-Logean y Murhammer, 1997). El
desarrollo de procesos técnicamente factibles y econdmicamente rentables para la produccion
de baculovirus, o proteinas recombinantes, en cultivos de células de insecto requiere que éstas
presenten un estado fisiologico adecuado para afrontar las demandas de la replicacion viral.
Por lo tanto, resulta imperativo determinar cuales son los valores de los pardmetros
operacionales que, en cultivos realizados en frascos con agitacion orbital, permiten obtener
niveles de transferencia de oxigeno compatibles con los requerimientos celulares, sin que la
afectacion mecanica de las células deteriore su fisiologia y su capacidad de produccién viral.
La satisfaccion simultdnea de estas dos condiciones puede requerir de soluciones de
compromiso.

En cultivos en frascos con agitacion orbital y aireacion superficial, dado un determinado
recipiente y un determinado radio de orbita, la velocidad de agitacion y el volumen de llenado
del frasco de cultivo son las dos condiciones operativas cuya variacion puede afectar la
capacidad de transferencia de oxigeno y la fisiologia celular. Mientras que la capacidad de
transferencia de oxigeno desde la fase gaseosa a la fase liquida puede establecerse a través del
parametro ki a, el efecto de la variacion de las condiciones operativos sobre la fisiologia puede
determinarse a través de los pardmetros de crecimiento del cultivo, como la duracion de la
fase lag, la velocidad especifica de proliferacion en la fase exponencial y la densidad celular
maxima.

El objetivo de la primera parte de esta tesis fue establecer la influencia de las
condiciones operativas, velocidad de agitacion y volumen de llenado, sobre la capacidad de
transferencia de oxigeno y sobre los parametros de crecimiento de cultivos en suspension de
la linea celular saUFL-AG-286 en el medio libre de suero UNL-10. Ademas, se evalud la
influencia de la variacion de los parametros operativos sobre la produccion de cuerpos de

oclusion del virus AgMNPV en cultivos infectados de células saUFL-AG-286.
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1VV.1.2. Resultados

IV.1.2.1 Estudio del efecto de la variacion en las condiciones de operacion sobre la
transferencia de oxigeno en frascos agitados con aireacion superficial.

Se estudi6 el efecto de la variacion en las condiciones de operacion sobre la capacidad

de transferencia de oxigeno, determinada a través del parametro kja, siguiendo un disefio

experimental factorial completo, con dos factores a tres niveles cada uno, tal como se presenta

en la tabla IV.1.1.

Tabla 1V.1.1: Disefio experimental y respuesta de kia en un ensayo factorial completo de dos
factores (velocidad de agitacion y volumen de llenado) a tres niveles.

Ensayo Velocidad de Volumen de kia (h™)
agitacion (rpm) llenado (mL)
1 +1° 120 +1 14 11,52+2,52°
2 +1 120 -1 10 18,72+1,80
3 +1 120 0 12 13,32+2,16
4 -1 80 +1 14 12,60+0,72
5 -1 80 -1 10 21,96+1,44
6 -1 80 0 12 15,12+0,72
7 0 100 +1 14 10,80+1,44
8 0 100 -1 10 19,80+1,80
9 0 100 0 12 16,56+1,80

“Los datos representan el promedio = SD de dos experimentos independientes. "Valor codificado de las
variables.

En la figura IV.1.1 se puede observar que el kia disminuye a medida que aumenta el
volumen de llenado de los frascos de cultivo. Para los frascos conteniendo 10 mL de volumen
de llenado, el valor promedio de k;a fue de 20,16 h'l, descendid a un promedio de 15 h'! en
los frascos con 12 mL, y se redujo atn a 11,64 h™ en los frascos conteniendo un volumen de
14 mL. El andlisis de la variancia (tabla IV.1.2) pone en evidencia que el volumen de llenado
ejerce una influencia estadisticamente significativa sobre la capacidad de transferencia de
oxigeno. Por otro lado, en la misma figura IV.1.1 se puede apreciar que la variacion en la

velocidad de agitacion no produjo cambios importantes en el valor del pardmetro kia,
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observacion que se ratifica a través del andlisis de la variancia, que demuestra que no existe
influencia estadisticamente significativa dentro del rango de valores de velocidad de agitacion

evaluados en este ensayo.

24 : . ,

(I 200 rpm
1 71 80 rpm
201 T ([T 120 rpnm
16 Il ~ .
o
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©
x_l
8 i
44 i
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10 12 14

Volumen de cultivo (mL)

Figura IV.1.1: Relacion entre el kpa y el volumen de llenado, a diferentes velocidades de agitacion en
frascos cilindricos agitados. Los frascos se llenaron con el volumen correspondiente de solucion glucosada y
fueron agitados a diferente velocidad. El oxigeno disuelto se expulsé mediante una corriente de nitrégeno.
Posteriormente, se adiciond un mililitro del reactivo de trabajo compuesto por una mezcla de glucosa oxidasa,
peroxidasa, 4-aminofenazona y buffer fosfatos pH 7 con hidroxibenzoatos, preparado segun lo indicado por el
fabricante (Wiener lab. ®). La reaccion se cortd a diferentes tiempos con el agregado de KOH. Inmediatamente
se procedié a llevar a cabo la lectura de la absorbancia a 505 nm. El coeficiente k;a se determiné de la pendiente

resultante al graficar Ln C*fct =k,a-t.
c*-Cy

Tabla 1V.1.2: Analisis de los efectos principales y los efectos originados por la interaccion de los factores
velocidad de agitacion y volumen de llenado sobre el parametro k;a en frascos cilindricos agitados con aireacion

superficial.
Factor Coeficiente  Desviacion Valort  Valor p
de regresion estandar

Velocidad de agitacion (80 — - 0,048 0,032 - 1,52 0,1891

120)
Volumen de llenado (10 — 14) - 1,708 0,257 -6,64 0,0012%*
Velocidad de agitacion (80 — 0,0135 0,019 0,70 0,5127

120) x Volumen de llenado (10
—14)

* Efecto significativo.
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IV.1.2.2. Estudio del efecto de la variacién en las condiciones de operacion sobre la
proliferacién celular en cultivos en frascos agitados con aireacién superficial.
Con el objetivo de investigar el efecto de la variacion en las condiciones operativas

sobre la proliferacion celular en cultivos de células saUFL-AG-286 en frascos cilindricos con
agitacion orbital y aireacion superficial, y encontrar la combinacion 6ptima de velocidad de
agitacion y volumen de trabajo, se realizé un conjunto de experimentos en el cual los frascos
se inocularon con células provenientes de cultivos precursores, en cantidad suficiente para
determinar una densidad celular inicial de aproximadamente 3x10° células viables.mL™, en
medio UNL-10. El volumen de llenado y la velocidad de agitacion en los distintos cultivos
fueron establecidos de acuerdo al disefo presentado en la tabla IV.1.3. Cada experimento se
llevo a cabo por duplicado.
Tabla 1V.1.3: Disefio experimental y respuestas de velocidad especifica de proliferacion (p) y

densidad maxima de células viables (MDCV) en un ensayo factorial completo de dos factores
(velocidad de agitacion y volumen de llenado) a tres niveles.

Ensayo Velocidad de Volumen de vl MDCV
agitacion (rpm) llenado (mL) (x10° hh (x10°
células.mL™)
1 +1° 120 +1 14 15,52+0,85"  1,59+0,16
2 +1 120 -1 10 15,57+0,99 1,96+0,23
3 +1 120 0 12 16,48+1,25 1,75+0,11
4 -1 80 +1 14 16,80+0,74 1,59+0,16
5 -1 80 -1 10 18,93+0,71 1,96+0,23
6 -1 80 0 12 19,49+0,40 1,75+0,11
7 0 100 +1 14 23,25+0,61 1,69+0,16
8 0 100 -1 10 23,56+0,92 2,34+0,25
9 0 100 0 12 22,73+0,52 2,46+0,11

“Los datos representan el promedio + SD de dos experimentos independientes. "Valor codificado de las
variables.

Como se puede observar en la figura IV.1.2, el comportamiento de los cultivos resultd
sensible a las modificaciones del volumen de trabajo y la velocidad de agitacion. Los cultivos
realizados a 100 rpm empezaron a proliferar mas rapidamente, mientras que en los cultivos

agitados a 80 y 120 rpm se observé una fase de crecimiento lento durante las primeras 48
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horas de cultivo. Se aprecia también que en los cultivos agitados a 100 rpm la pendiente de las
curvas de crecimiento en la fase exponencial fue mayor, determinando una velocidad
especifica de multiplicacion celular mas elevada que en los cultivos realizados a mayor o
menor velocidad de agitacion (Tabla IV.1.3). En lo que respecta a la evolucion de la
viabilidad, en los cultivos agitados a 80 rpm se observd una marcada reduccidn a partir de las
114 hs., exceptuando el cultivo realizado con 12 mL. Por otro lado, mientras que en los
cultivos agitados a 100 rpm la viabilidad comenz6 a decaer luego de las 128 horas, cuando la
velocidad de agitacion se incremento6 hasta 120 rpm no se apreci6 caida de la viabilidad por el
término de la duracién del experimento, excepto el cultivo realizado con un volumen de 12

mL.
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Figura 1V.1.2: Cinética de proliferacion celular de la linea saUFL-AG-286 en cultivos realizados a diferentes
velocidades de agitacion y volimenes de trabajo. Cada punto corresponde al promedio de dos cultivos
independientes + su desviacion estandar. Los cultivos tuvieron una densidad inicial de 3x10° células viables.mL™
y se incubaron a 27°C a las diferentes velocidades de agitacion.

En la figura IV.1.3 se puede observar como la velocidad especifica de proliferacion fue
afectada por la velocidad de agitacion: para los tres volimenes de llenado que fueron
ensayados, el valor maximo de la velocidad especifica de crecimiento del cultivo se alcanzo
con una velocidad de agitacion de 100 rpm. La reduccion de la velocidad de agitacion a 80
rpm se tradujo en una reduccién promedio de la velocidad especifica de proliferacion de
20,58%, mientras que el incremento de la agitacion a 120 rpm produjo una reduccion
promedio de la velocidad de proliferacion de 31,58%. Por otro lado, en la misma figura se
puede observar que la variacion en el volumen de llenado de las botellas no produjo

modificaciones significativas de la velocidad especifica de proliferacion, a excepcion del
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cultivo realizado a 80 rpm con 14 mL de cultivo, que si difiri6 de manera significativa de sus

pares realizados con 10 y 12 mL.
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Figura 1V.1.3: Relacion entre la velocidad especifica de proliferacion celular y el volumen
de trabajo a diferentes velocidades de agitacion. Los cultivos tuvieron una densidad inicial de
3x10° células viables.mL™ y se incubaron a 27°C a las diferentes velocidades de agitacion.

El andlisis por regresion lineal multiple permite obtener un modelo de segundo orden
estadisticamente significativo (tabla IV.1.4) que relaciona la velocidad especifica de
proliferacién (VP) con los parametros operativos, velocidad de agitacion (VA) y volumen de

llenado (V), de acuerdo a la ecuacion IV.1.1:

VP=-0,12541 + 2,80442x10°VA +2,20292 x10°V — 1,50667 x10° VA®— 1,51667x10™ V> +
1,21875x10°(V)(VA) (IV.1.1)

Tabla IV.1.4: ANOVA del modelo aplicado para la velocidad especifica de proliferacion celular (VP)* como
funcion de la velocidad de agitacion (VA) y el volumen de llenado (V).

Origen de la DF" Suma de Cuadrado Valor F Valor p
variacion Cuadrados Medio
Modelo 5 8,49x10 1,70x10” 24,60 0,0122
Residual 3 2,071x10°° 1,00x10°®
Total 8 8,69x107

112 =0.9762; r* ajustado = 0.9365; ® Grado de libertad
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El modelo permite predecir que la velocidad especifica maxima, dentro del rango de
valores de velocidad de agitacion y volumen de llenado que abarco este estudio, se alcanzara
en cultivos agitados a 96,39 rpm, con un volumen de 11,81 mL, y sera igual a 0,0246 hl.

La densidad maxima de células viables resultdé menos sensible que la velocidad
especifica de proliferacion a las variaciones de la velocidad de agitacion, aunque se observo
una tendencia a alcanzar densidades mas altas en los cultivos agitados a 100 rpm (Figura
IV.1.4). En cambio, como se puede apreciar en la misma figura, resulté afectada de manera
mas significativa por los cambios en el volumen de llenado de los frascos. El aumento de
volumen produjo una reduccion en la densidad celular méxima, desde un promedio de
2,09);106 células.mL en cultivos de 10 mL, hasta 1,62)(106 células.mL” en cultivos de 14

mL (22,5%), mientras que en 12 mL la reduccion promedio resultd del 4,8% respecto al

cultivo en 10 mL.
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Figura 1V.1.4: Relacion entre la MDCV vy el volumen de trabajo a diferentes velocidades de
agitacion. Los cultivos tuvieron una densidad inicial de 3x10° células viables.mL™"' y se incubaron a 27°C a

las diferentes velocidades de agitacion.
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Tabla 1V.1.5: ANOVA del modelo aplicado para la densidad maxima de células viables (MDCV)" como
funcion de la velocidad de agitacion (VA) y el volumen de llenado (V).

Origen de la GL® Suma de Cuadrado Valor F  Valorp
variacion cuadrados medio
Modelo 5 6,71x10" 1,34x10" 3,24 0,1810
Residual 3 1,24x10" 4,14x10"
Total 8 7,957x10"

12 =().8438; 1 ajustado = 0.5834; ® Grado de libertad

El anélisis por regresion lineal multiple (tabla IV.1.5) revela una interaccidon, que no
alcanza significacion estadistica, entre la MDCV obtenida en cultivos en agitacion orbital, con
la velocidad de agitacion y el volumen de llenado de los frascos.

Al evaluar la relacion existente ente el kya y los pardmetros de cultivo p y MDCV
(Figura IV.1.5), se puede observar que aquellas condiciones de operacion que generaron
valores de k;a mas bajos tendieron a asociarse con valores de densidad celular maxima mas
reducidos. Asi es que, en condiciones de operacion que resultaron en valores de kpa inferiores
a 15 h', el valor promedio de densidad celular maxima alcanzado en los cultivos realizados
en dichas condiciones de operacion fue de 1,65x10° células viables.mL™', mientras que en las
condiciones de operacion que resultaron en valores de kpa superiores, el promedio de los
valores alcanzados de densidad celular maxima fue de 2,09){106 células Viables.mL'l,
resultando la diferencia entre los dos grupos estadisticamente significativa (p = 0,0039). En
cambio, no se verificd correlacion significativa entre el kra y la velocidad especifica de
proliferacion, si bien se observé una ligera tendencia a que los menores valores de este tltimo
parametro correspondieran a condiciones de operacion que determinan menores valores de

kLa.
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Figura 1V.1.5: Valores de p y MDCV en funcion de kia de los frascos agitados con los
diferentes volimenes de llenado y velocidades de agitacion.

IV.1.2.3. Estudio del efecto de la variacion en las condiciones operativas sobre la
produccion de virus en cultivos agitados con aireacion superficial

Una vez determinado de que manera la variacion de los pardmetros operativos afect6 a
los parametros de proliferacion de cultivos de células saUFL-AG-286 en medio UNL-10 en
agitacion orbital, se estudié la influencia de la variacion de la velocidad de agitacion y el
volumen de llenado sobre la produccion de cuerpos oclusion de AgMNPV en cultivos
infectados. Para esto se realizaron cultivos que fueron infectados bajo tres combinaciones
diferentes de condiciones operativas, en uno de los casos en aquellas que determinan un valor
optimo de la velocidad especifica de proliferacion celular (agitacion a 100 rpm y 12 mL de
volumen de llenado), y en dos combinaciones sub-Optimas, como se muestra en la tabla
IV.1.6. Los tres cultivos se infectaron a una ICD de 3x10° células.mL" y una MOI de 0,5
DICCso.célula™.

En la figura IV.1.6 se puede observar que la variacion de las condiciones operativas
también determind cambios en el comportamiento de los cultivos infectados. Cuando los
frascos fueron completados con un volumen mayor (14 mL), y agitados a la menor velocidad
(80 rpm), el nivel de proliferacion celular post-infeccion resultdé minimo. Por otro lado, el
aumento de la velocidad de agitacion a 150 rpm determind un incremento precoz, y acelerado,

de la mortalidad celular, que aument6 rapidamente luego de las 48 hs. post-infeccion,
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mientras que en los otros dos cultivos, agitados a 100 rpm, el descenso de la viabilidad resulto

mas lento y tardio.

Tabla 1V.1.6: Condiciones operativas y rendimientos de cuerpos de oclusion en cultivos de células
saUFL-AG-286 infectados con AgMNPYV en agitador orbital.

Ensayo Velocidad Volumen

ROB REOB
de (poliedros.mL™  (poliedros.célula™)
trabajo h
(mL)
14 1,31x10° 379
12 7,67x10’ 185
12 2,27x10° 429

de
agitacion
(rpm)
1 80
2 150
3 100
‘_"_I
=
k4
Q
G
>
ke
=
©
O,

107+

R
X

1 —=—100 rpm 12 mL J

=

I
\

-

80 rpm 14 mL

| —a—150 rpm 12mL
—

0 20

T T
40 60 80 100 120 140

Tiempo post-infeccion (hs)

Productividad
(poliedros.mL™".h™)

1,05x10°
7,80x10°

1,76x10°

Figura 1V.1.6: Evolucion de la concentracion de células viables en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286
en el medio UNL-10 infectados con el AgMNPYV bajo diferentes condiciones de cultivo. Los cultivos con una
ICD de 3x10° células viables.mL™, se infectaron a una MOI de 0,5 DICCs.célula’™ y fueron incubados a 27°C en
un agitador orbital a la velocidad de agitacion indicada por el disefio.
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Figura 1V.1.7: Cinética de produccion de poliedros de AgMNPV bajo diferentes condiciones de cultivo de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-10. Los cultivos con una ICD de 3x10° células viables.mL, se
infectaron a una MOI de 0,5 DICCsj.célula’ y fueron incubados a 27°C en un agitador orbital a la velocidad de
agitacion indicada por el disefio.

En la figura IV.1.7 se presenta la evolucion de la concentracion de cuerpos de oclusion
en funcion del tiempo post-infeccion. La velocidad de aparicion de poliedros fue mayor para
los cultivos realizados a 100 rpm con 12 mL de medio, alcanzandose el pico de incremento a
los tres dias post-infeccion, mientras que el maximo rendimiento volumétrico de cuerpos de
oclusion se alcanz6 un dia después. La cinética de acumulacion en las otras dos
combinaciones de condiciones operativas fue similar, pero con una menor velocidad, de tal
manera que los rendimientos méaximos resultaron también menores. El rendimiento
volumétrico de poliedros en los cultivos realizados en condiciones 6ptimas fue 1,73 y 2,96
veces superior a su equivalente en los cultivos que se llevaron a cabo a 80 rpmy 14 mL, y 150

rpmy 12 mL respectivamente.
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1VV.1.3. Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que las condiciones operativas,
velocidad de agitacion y volumen de llenado, influyen sobre el comportamiento de cultivos en
suspension de células saUFL-AG-286 en el medio libre de suero UNL-10, tanto si estan

infectados como si no lo estan.

En un sistema de cultivo de células en suspension, el nivel de mezclado debe ser
suficiente para mantener las células en suspension, y proveer una concentracion uniforme y
suficiente de nutrientes disponibles para el consumo celular (Chalmers, 1996). Por otro lado,
el nivel de mezclado determina la existencia de fuerzas hidrodinamicas en el seno del cultivo,
que eventualmente podrian afectar la integridad estructural y/o la funcionalidad celulares. En
un cultivo en frascos con agitacion orbital y aireacion superficial, el nivel de mezclado
depende principalmente de la velocidad de agitacion, por lo cual la respuesta del cultivo frente
a las modificaciones de esta velocidad pondra de manifiesto, en realidad, el impacto del nivel
de mezclado. En el sistema estudiado en este trabajo se ha demostrado que existe un nivel de
la velocidad de proliferacion (100 rpm) que determina un valor 6ptimo de la velocidad
especifica de proliferacion celular. Es posible que a tal velocidad de agitacion se alcance un
nivel 6ptimo de compromiso entre la satisfaccion de la necesidad de un abastecimiento
uniforme y suficiente de nutrientes para sostener el proceso de proliferacion celular, y la
existencia de fuerzas hidrodinamicas que pueden interferir con la division celular. La
disminucién de la velocidad de agitacion a 80 rpm podria, por un lado, determinar una
limitacién en el influjo de nutrientes limitantes de la velocidad de proliferacion. Por otro lado,
es conocido que el estrés mecanico provoca alteraciones del citoesqueleto, y que de esa
manera ejerce influencia sobre distintos procesos celulares, incluida la division (Wang y col.,
1993). El aumento de la velocidad de agitacion, por encima del valor critico de 100 rpm,
podria determinar un nivel de estrés incompatible con una organizacion del citoesqueleto que

permita la mas eficiente y rapida concrecion del proceso de division celular.

Los valores del pardmetro kra, que estima la capacidad de transferencia de oxigeno
interfacial (gas — liquido), determinados en este estudio se encuentran en el mismo orden que
aquellos determinados por Rodas y col. (2005) en frascos de tipo Schott en agitacion orbital.
Al igual que en dicho trabajo, en los experimentos realizados en este estudio el kra se redujo
con los incrementos del volumen de llenado de los frascos. Por otro lado, el incremento del
volumen se correlacion6 claramente con una reduccion de la densidad celular maxima. Estos

datos, en conjunto, permiten inferir que en este sistema, como en otros sistemas de cultivo con
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aireacion superficial en frascos agitados, el oxigeno actuaria como un nutriente limitante, en
forma estequiométrica, de la proliferacion celular. El oxigeno tiene una muy baja solubilidad
en medios acuosos, y lo que se consume en el seno de un cultivo debe reponerse
continuamente por transferencia interfacial. Como esta transferencia es constante, y la
demanda global de oxigeno crece a medida que se incrementa la densidad del cultivo, se
alcanza un limite a partir del cual el abastecimiento resulta insuficiente para afrontar el
incremento en el nimero de células, y por lo tanto la proliferacion se interrumpe. Cuanto
mayor es el volumen de cultivo contenido en un frasco, mayor serd la cantidad total de
células, y por lo tanto menor sera el limite de densidad celular que es posible soportar sin
interrumpir la proliferacion celular. A esto debe sumarse, ademads, que a medida que aumenta
el volumen de llenado, la cantidad de oxigeno que se transfiere a través de una superficie
interfacial de area constante debe distribuirse en un volumen mayor, contribuyendo a la

limitacion global.

Por otro lado, debe observarse que, para un mismo volumen de llenado, los cultivos
agitados a 100 rpm tendieron a alcanzar mayores densidades celulares que los que fueron
realizados a 80 o 120 rpm. Una observacion similar fue realizada por Kioukia y col. (1995),
en cultivos de células SfY en frascos con agitacion pendular, en los cuales alcanzaron
densidades celulares mas elevadas a 120 rpm que a velocidades de agitacion superiores o
inferiores, para un mismo volumen de cultivo. Este comportamiento podria ser consecuencia
de una utilizacion mas eficiente del oxigeno en aquellas condiciones de cultivo que permiten
que las células expresen un mejor estado fisioldgico, como sucede en los cultivos agitados a

100 rpm, cuando se los compara con aquellos agitados a menor o mayor velocidad.

El andlisis de la informacion obtenida en este trabajo permitid predecir que la
combinacion de condiciones operativas mediante las cuales es posible alcanzar un valor
optimo de la velocidad especifica de proliferacion celular corresponde, aproximadamente, a
un volumen de llenado de 12 mL y una velocidad de agitacion de 100 rpm. Este valor 6ptimo
de la velocidad especifica de proliferacion, 0,02273 + 0,00052 h™', es similar al determinado
por Gioria (2008) para la misma linea celular en cultivos con agitacion pendular (0,024 h™' en
el medio TC-100 suplementado con suero y 0,026 h™ en el medio libre de suero UNL-8).
Ademas, se encuentra en el orden de las que se determinaron en cultivos en suspension de
otras lineas de células de lepidopteros, como las lineas Sf-9, Sf-21, Tn-5 y TN-368 en
distintos sistemas de cultivo (Hink, 1970; Vaughn y col. 1977; Rhiel y col., 1997). Esto

demuestra que los cultivos en agitadores orbitales, una vez establecida la combinacion optima
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de condiciones operativas, permiten obtener resultados similares a los alcanzados en otros

sistemas de cultivo para células en suspension.

La produccion de cuerpos de oclusion del baculovirus de Anticarsia gemmatalis, en
cultivos de células saUFL-AG-286 en suspension con agitacion orbital, también mostrod ser
sensible a los cambios en las condiciones operativas. De las tres combinaciones ensayadas en
este estudio, aquella que resultd Optima en relacion a la velocidad especifica de proliferacion
en cultivos no infectados, fue también la que permitid alcanzar los niveles mas elevados de
produccion viral. Un resultado similar se obtuvo en cultivos de células Sf9 cultivadas en
frascos spinner ¢ infectados con un baculovirus recombinante (Kioukia y col., 1995). De las
otras dos condiciones ensayadas en este trabajo, los rendimientos mas bajos se produjeron
cuando la velocidad de agitacion se increment6 50% respecto al valor dptimo, incrementando
por lo tanto el nivel de estrés mecénico, en cultivos en los que se observd una acelerada y
precoz reduccion de la viabilidad. Por otro lado, el efecto de reduccion de la produccion viral,
y la caida de la viabilidad, resultaron menos marcados en cultivos en los cuales se redujo la
velocidad de agitacion y se incrementd el volumen de llenado, condicion en la cual, de
acuerdo al andlisis realizado en los parrafos anteriores, se verifica una combinacion de
restriccion de transferencia de oxigeno y mezclado insuficiente. Por lo tanto, si bien resulta
necesario ajustarse a una combinacion Optima de condiciones operativas para alcanzar los
niveles mas elevados de rendimiento viral, y cualquier cambio en estas condiciones Optimas
determinard una reduccion de la produccion, el sistema parece ser mas susceptible a los
cambios que incrementan el estrés mecdnico que a la restriccion de oxigeno o al mezclado
insuficiente, al menos dentro del rango de variacion de condiciones operativas que fue

abarcado en este estudio.

Para concluir, en el presente estudio se determind que el comportamiento de los
cultivos en suspension de células saUFL-AG-286 en frascos con agitacion orbital en un medio
libre de suero, tanto cuando no estan infectados como cuando lo estan, son sensibles a las
variaciones de las condiciones operativas, la velocidad de agitacion y el volumen de llenado.
Se determind la combinacién 6ptima de condiciones que determina el maximo valor de la
velocidad especifica de proliferacion, y se demostrd que estas condiciones son también las
que permitieron obtener los rendimientos mas elevados de cuerpos de oclusion del virus
AgMNPV. Los resultados obtenidos permiten establecer un sistema experimental optimizado,
simple y econdmico, para avanzar en el desarrollo de procesos de produccion de virus

entomopatogenos en cultivos de células de insecto en suspension.
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IVV.2.1. Introduccion

Una de las principales plagas en los cultivos de soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner
(Lepidoptera: Noctuidae), es eficientemente controlada con OBs del baculovirus insecticida
Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (Carner y Turnipseed, 1977; Moscardi,
1999). Este insecticida es corrientemente producido en larvas infectadas del insecto blanco, en
parcelas de cultivos de soja o en bio-fabricas (Szewczyk y col., 2006). Esta tecnologia es
robusta y econdmicamente competitiva cuando se la compara con el control quimico, pero la
demanda creciente de este bioinsecticida y las limitaciones para realizar el escalado de su
produccion han estimulado interés en el desarrollo de procesos alternativos basados en la
propagacion viral en cultivos de células de insecto (Rodas y col., 2005). Varios trabajos han
descripto la produccion de OBs de AgMNPV en cultivos celulares (Batista y col., 2005;
Castro y col., 1997; Castro y col., 2006; Claus y col., 1993; Gioria y col., 2006; Grasela and
Mclntosh, 1998; Rodas y col., 2005; Visnovsky and Claus, 1994), pero las condiciones de
produccion y los rendimientos resultaron ser incompatibles con el desarrollo de una
produccion econdmicamente factible. Uno de los requisitos principales para lograr este
objetivo es la seleccion de una estrategia optimizada para infectar cultivos celulares. Para tal
fin, es necesario establecer primero un sistema experimental que permita llevar a cabo, de
manera econdmica, la cantidad de experimentos requeridos para estudiar el efecto de las
distintas variables que pueden afectar significativamente el rendimiento viral, y encontrar la
combinacion de valores Optimos de dichas variables significativas. La estrategia de
produccion de baculovirus en un cultivo batch de células de insecto es principalmente
determinada por la seleccion de la ICD y la MOI. La MOI es definida como el niimero de
unidades infecciosas por célula que son agregadas al cultivo al momento de la infeccion. La
fraccion de la poblacion celular inicialmente infectada y la cinética de evolucidon de un cultivo
infectado estan directamente relacionadas a la MOI. Por otro lado, en un cultivo en lote de
células de insecto infectado con baculovirus, la seleccion de la ICD determina la composicion
del medio de cultivo al tiempo de infeccién, como asi también el estado fisiologico de la
biomasa celular. Estos dos factores, ICD y MOI, interactian entre ellos y pueden ser
facilmente manipulados para optimizar los rendimientos de virus (Licari and Bailey, 1992).
Aunque la influencia de la ICD y la MOI ha sido bien establecida para una variedad de
sistemas células de insecto-baculovirus destinados a la produccion de proteinas recombinantes
o cuerpos de oclusion virales, la combinacion Optima de ambos parametros debe ser

establecido para cada sistema porque depende de las caracteristicas de la linea celular de

83



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 2

insecto y de la capacidad nutricional del medio de cultivo a ser empleado en un determinado
proceso de produccion de un baculovirus o un producto recombinante (Wong y col., 1996;
Yang y col., 1996).

La linea celular UFL-AG-286 ha mostrado ser altamente susceptible y permisiva a la
infeccion con AgMNPV (Castro y col. 1997; Lynn, 2003; Sieburth and Maruniak, 1988b).
Una subpoblacién de la linea celular UFL-AG-286, capaz de crecer en cultivos en suspension
agitado ha sido aislada y caracterizada (Gioria y col., 2006). Una caracteristica importante de
estas células es que son productoras de amonio, un subproducto del metabolismo celular que
puede afectar la replicacion viral. Se ha desarrollado un nuevo medio libre de suero de bajo
costo especificamente disefiado para la linea celular UFL-AG-286 (Gioria, 2008), pero la
combinacion optima de la ICD y la MOI para la produccion de poliedros de AgMNPV en
cultivos en suspension de esta linea celular no ha sido establecida.

En este capitulo se investigaron los efectos de la variacion de la ICD y la MOI sobre la
produccion de poliedros de AgMNPV en cultivos en suspension de la linea celular UFL-AG-
286. Para tal fin, se realizaron dos set de experimentos siguiendo un disefio factorial completo
con punto central con el objetivo de comparar la evolucion de cultivos infectados en dos
rangos diferentes de multiplicidades de infeccion y densidades celulares iniciales. Los
resultados obtenidos demuestran la importancia de una adecuada seleccion de los parametros
de infeccidon para obtener altos rendimientos virales, y permiten obtener informacién acerca
de los factores que limitan la produccion de cuerpos de oclusion de AgMNPYV en los cultivos

libres de suero y en suspension de la linea celular saUFL-AG-286.
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1VV.2.2. Resultados

IV.2.2.1. Infecciones con altos valores de MOI (infecciones sincrénicas)
Los cultivos de células de insecto infectados con baculovirus usualmente expresan sus

capacidades maximas de produccion viral cuando la infeccidon tiene lugar durante la fase
temprana a intermedia de crecimiento exponencial. Por tal razon, para evaluar el potencial de
produccion de cuerpos de oclusion de AgMNPYV en cultivos de la linea celular saUFL-AG-
286 en un medio libre de suero y, al mismo tiempo, determinar la influencia de los parametros
de infeccién ICD y MOI sobre el rendimiento viral, un disefio factorial completo (2%) con un
punto central fue llevado a cabo dentro de un rango de ICDs de 2 a 8 x 10° células.mL™ y un
rango de MOI entre 5 y 15 DICCso.célula™. El rango de valores de MOI se selecciond para
alcanzar un nivel de probabilidad de infeccién celular simultdnea mayor que el 99%
(infeccidn sincrénica). Cada infeccion se realizd por duplicado. Un conjunto de cultivos en
suspension de la linea saUFL-AG-286 fue infectado con stock de AgMNPV a diferentes
MOIs y tiempos de cultivo (para alcanzar las ICDs deseadas), de acuerdo al disefio
experimental que se presenta en la Tabla IV.2.1. Esta tabla también presenta las respuestas
determinadas para cada combinacion de parametros de infeccion. La evolucion de los cultivos
infectados se siguid hasta los cinco dias post-infeccion; el recuento de células totales, viables
y OBs fue determinado diariamente, asi como también la concentracion de amonio.

En la figura IV.2.1 puede observarse que los cultivos infectados con AgMNPV
interrumpen su proliferacion casi completamente después de la infeccion. Un control no
infectado continu6 proliferando hasta una densidad celular maxima de 2,6x10° células.mL™
(dato no mostrado). La proliferacion después de la infeccion fue afectada por los parametros de
infeccion: ésta fue nula en los cultivos que se infectaron con el valor mas alto de MOI y el
valor mas bajo de ICD, mientras que los cultivos infectados con el valor mas bajo de MOI y el
mas alto de ICD proliferé hasta una densidad celular méxima de células viables 26% mayor
que la ICD. En esta figura, se puede observar la presencia de tres patrones diferentes de
evolucioén en el tiempo. Cada patron corresponde a una de los tres valores de ICD usada en este
diseno: el valor mas alto de ICD corresponde a la mayor MDCV alcanzada. El andlisis de los
coeficientes de regresion, mostrados en la Tabla IV.2.2.A., permite concluir que la MDCV fue
significativamente afectada por ambos parametros, y que la interaccion entre ambos factores

fue también estadisticamente significativa.
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Tabla IV.2.1: Disefio experimental y respuestas observadas en el ensayo factorial completo con un punto central
disefiado para estudiar las condiciones de infeccion (ICD y MOI), sobre las respuestas MDCV, Rog y REgp en
cultivos de la linea saUFL-AG-286 infectada sincronicamente con el AGMNPV en un medio libre de suero.

Factor Respuestas®
Ensayo MOI ICD MDCV® Ros REos
(DICCsp.cel’)  (cel.mL™) (cel.mL™) (OBs.mL™) (OBs.cel™)

1 -1° 5 -1 2x10° | 2,49x10° + 1,4x10% + 562 + 57
7,78x10° 1,30x10’

2 +1 15 +1  8x10° | 8,08x10°+ 3,28x10% + 407 + 53
6,51x10* 1,63x10’

3 -1 5 -1 8x10° | 1,12x10°+ 1,81x10% + 160 + 78
7,78x10* 9,89x10’

4 +1 15 +1 2x10° | 2,24x10° + 1,22x10% + 541 + 30
7,07x10? 6,36x10°

5 0 10 0 5x10° | 6,02x10° + 3,34x10% + 561 + 96
8,98x10* 7,78x10°

"Los datos representan el promedio + SD de dos experimentos

viables. “Valor codificado de las variables.

Células viables.mL™

independientes. "Densidad maxima de células

10"

=
o
o
|

-42\.

{—=—MOI 5, ICD 2x10°

MOI 15, ICD 8x10°

|—a—wmol 15, IcD 2x10°

MOI 5, ICD 8x10°
MOI 10, ICD 5x10°

a gl
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Tiempo post-infeccién (dias)

Figura 1V.2.1: Evolucion de la concentracion de células viables durante la infeccién con
AgMNPV de la linea saUFL-AG-286 en un medio libre de suero. Los cultivos se desarrollaron
en frascos de 125 mL conteniendo 12 mL del medio libre de suero UNL-10 a 27°C , agitados a
100 rpm y fueron infectados sincronicamente con diferentes combinaciones de ICD y MOI,
siguiendo el disefio experimental mostrado en la tabla IV.2.1.
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Tabla 1V.2.2: Analisis de los efectos principales y los efectos originados por la interaccion de los factores MOI
e ICD sobre las respuestas MDCV (A), Rog (B), REog (C) correspondientes al disefio factorial en el cual la linea
celular saUFL-AG-286 se infect6 sincronicamente con AgMNPV.

Factor Coeficiente Desviacion Valor t Valor p
de regresion estandar
(A) ICD (2x10°, 3,67x10° 1,81x10* 20,34 <0,0001*
8x10°)
MOI (5, 15) - 7,8x10* 1,81x10" 4,32 0,0050*
ICD (2x10°, 8x10°) -6,6x10* 1,81x10* -3,66 0,0106*
x MOI (5, 15)
(B) ICD (2x10°, 6,34x10’ 2,99x10’ 2,12 0,0785
8x10°)
MOI (5, 15) 3,21x10’ 2,99x10’ 1,07 0,3242
ICD (2x10°, 8x10°) 4,11x107 2,99x10’ 1,37 0,2184
x MOI (5, 15)
(C) ICD (2x10°, -127,38 34,90 -3,65 0,0107*
8x10°)
MOI (5, 15) 56,88 34,90 1,63 0,1543
ICD (2x10°, 8x10°) 67,38 34,90 1,93 0,1017
x MOI (5, 15)

* Factores significativos (p < 0,05)

La magnitud de la acumulacién de amonio en los sobrenadantes de cultivos infectados
fue también afectada por los parametros de infeccion (Figura 1V.2.2). La concentracion de
amonio alcanzo un valor maximo de 12,60 mM en los cultivos infectados con la menor de las
MOIs y la mayor ICD, mientras que la concentracion alcanzada en los cultivos infectados al
valor mas alto de MOI y al valor mas bajo de ICD resulté ser 6,79 mM.

La evolucion de la producciéon de OBs como funcidén del tiempo post-infeccion se
observa en la figura 1V.2.3. El pico de produccion de OBs se verificd, en cada cultivo
infectado, al segundo dia post-infeccion. La velocidad inicial de acumulacion de OBs fue mas

rapida en los cultivos infectados a mayor ICD. Los rendimientos maximos se alcanzaron entre
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los dias tres y cinco post-infeccion, y un valor promedio méaximo de 3,3 x 10* OBs.mL"' se
alcanzd en los cultivos correspondientes al punto central del disefio experimental, es decir
aquellos infectados a una MOI de 10 DICCsp.célula’™ y una ICD de 5 x 10° células.mL’. El
analisis de los coeficientes de regresidon mostré que ninguno de los factores tuvo efecto

estadisticamente significativo sobre el rendimiento de OBs (Tabla IV.2.2.B).
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Figura 1V.2.2: Cinética de la acumulaciéon de amonio en cultivos de la linea saUFL-AG-286
infectados con AgMNPV. Los cultivos se desarrollaron en frascos de 125 mL conteniendo 12 mL del
medio libre de suero UNL-10 a 27°C y 100 rpm y fueron infectados sincronicamente con diferentes
combinaciones de ICD y MOJI, siguiendo el disefio experimental mostrado en la tabla IV.2.1.

Por otro lado, cuando se analiza la influencia de la MOI y la ICD sobre el REqg, se
puede observar que las células de los cultivos infectados con la menor ICD produjeron un
promedio de 551 OBs.célula”, mientras que las células de los cultivos infectados con la
mayor ICD produjeron, en promedio, 283 OBs.célula”. El analisis de los coeficientes de
regresion confirmo que la ICD ejercio una influencia estadisticamente significativa sobre la
produccion especifica de OBs, mientras que las variaciones en la MOI no tuvieron un efecto

significativo sobre el REpp, como tampoco la interaccion entre ambos factores (Tabla

IV.2.2.0).
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Figura 1V.2.3: Cinética de la produccion de OBs en cultivos de la linea saUFL-AG-286 infectada con
AgMNPV. Los cultivos se desarrollaron en frascos de 125 mL conteniendo 12 mL del medio libre de
suero UNL-10, a 27°C y 100 rpm, y fueron infectados sincronicamente con diferentes combinaciones
de ICD y MO, siguiendo el disefio experimental mostrado en la tabla IV.2.1.

I1V.2.2.2. Infecciones con bajos valores de MOI (infecciones asincrénicas)

El disefio previo permitié revelar la produccion potencial de OBs de AgMNPV en
cultivos de células saUFL-AG-286 en un medio libre de suero, como lo es el medio UNL-10.
Sin embargo, las condiciones empleadas en dicho experimento no son ttiles para establecer
un proceso industrial, ya que la infeccion con elevados valores de MOI demanda una gran
cantidad de stock viral, uno de los suministros mas costosos en el proceso de produccion de
baculovirus en cultivos celulares.

Por tal motivo, se decidid evaluar la respuesta del sistema a la infeccion con AgMNPV
a valores mas bajo de MOI (infeccion asincronica). Teniendo en cuenta que, de acuerdo a los
resultados obtenidos en el diseno experimental previo, las células saUFL-AG-286 en el medio
libre de suero reducen su capacidad especifica de producciéon de OBs a medida que
incrementa la ICD, y considerando que en cultivos infectados a baja MOI es previsible
alcanzar mayores niveles de proliferacion post-infeccion, se selecciond para el nuevo disefo
un rango de ICDs mas baja que en el ensayo previo. Se evalué un disefio factorial completo 27
con un punto central, dentro de un rango de ICDs entre 1,5 y 4,5 x 10° células.mL” y un
rango de MOIs entre 0,1 y 1 DICCs.célula”, de acuerdo al disefio presentado en la tabla

IV.2.3, donde se muestran ademas las respuestas de MDCV, Rog y REop.
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Tabla 1V.2.3: Disefio experimental y repuestas observadas en el ensayo factorial completo con un punto central
disefiado para estudiar las condiciones de infeccion (ICD y MOI), sobre las respuestas MDCV, Rog y REgp en
cultivos de la linea saUFL-AG-286 infectada asincronicamente con AgMNPYV en un medio libre de suero.

Factor Respuestas”

Ensayo MOI ICD MDCV® Ros REop
(DICCs.cel™) (cel.mL™) (cel.mL™) (OBs.mL™) (OBs.cel™)

1 -1° 0,1 -1 1,5x10° | 4.45x10°+  2,86x10% + 639 + 134
2,12x10* 7,28x10’

2 +1 1 +1 4,5x10° | 7,56x10°+  2.41x10°+ 539+ 146
2,12x10° 3,82x107

3 -1 0,1 +1 4,5x10° | 1,26x10°+  6,17x107 = 54 +49
3,11x10° 4,69x10’

4 +1 1 -1 1,5x10° | 2,60x10°+  1,83x10%+ 705+ 109
1,34x10* 1,91x10’

5 0 0,55 0  3x10° 573x10°+  2,94x10% + 524 + 61
2,16x10° 7,80x10’

"Los datos representan el promedio + SD de dos experimentos independientes. *Densidad maxima de células

viables. “Valor codificado de las variables.

La figura IV.2.4 muestra que todos los cultivos proliferaron después de la infeccion,
pero en esta ocasion no es posible observar patrones comunes de evolucidon entre los
diferentes cultivos. Como era de esperar, el porcentaje de proliferacion después de la
infeccion fue mayor que el observado en el disefio previo, variando entre 26 y 203 % con
respecto a las ICDs. Los niveles mas altos de proliferacion se alcanzaron en los cultivos
infectados con las MOIs menores, con un promedio de 188 %, mientras que en los cultivos
infectados con los valores mas elevados de MOI, la proliferacion promedio fue de 71 %. La
densidad de células viables maxima fue afectada tanto por las variaciones de MOI como por
las de ICD. Mientras, que el incremento de la ICD determind incrementos en la MDCV, el
efecto de la MOI fue el opuesto. El analisis estadistico mostrd que ambos parametros tuvieron
un efecto estadisticamente significativo sobre la MDCV, y que la interaccion entre ambos

factores no resulto significativa (Tabla IV.2.4.A).
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Tabla 1V.2.4: Analisis de los efectos principales y los efectos originados por la interaccion de los factores MOI
e ICD sobre las respuestas MDCV (A), Rog (B), REog (C) correspondientes al disefio factorial en el cuél la linea
celular saUFL-AG-286 se infect6 asincronicamente con AgMNPV.

Factor Coeficiente de  Desviacion Valor t Valor p
regresion estandar
(A) ICD (1,5x10°; 3,37x10° 7,26x10* 5,12 0,0022*
4,5x10%)
MOI (0,1; 1) - 1,91x10° 6,57x10* -2,64 0,0387*
ICD (1,5x10°; -8,86x10* 7,26x10" -1,22 0,2680
4,5x10%) x MOI (0,1 ;
1)
(B) ICD (1,5x10°; -4,84x10’ 2,86x10’ -1,87 0,1112
4,5x10°)
MOI (0,1 ; 1) 2,02x10’ 2,59x10’ 0,71 0,5062
ICD (1,5x10°; 7,94x10’ 2,86x10’ 2,77 0,0323*
4,5x10°) x MOI (0,1 ;
1)
(C) ICD ICD 240,19 41,95 -6,32 0,0007*
(1,5x10°; 4,5x10°)
MOI (0,1 ; 1) 93,33 38,00 2,22 0,0678
ICD (1,5x10°; 64,44 41,95 1,54 0,1754
4,5x10°) x MOI (0,1;
1)

* Factores significativos (p < 0,05)
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Figura 1V.2.4: Evolucion de las células viables durante la infeccion con AgMNPV de la linea
saUFL-AG-286 en un medio libre de suero. Los cultivos se desarrollaron en frascos de 125 mL
conteniendo 12 mL del medio libre de suero UNL-10, a 27°C y 100 rpm, y fueron infectados
asincronicamente con diferentes combinaciones de ICD y MOI, siguiendo el disefio experimental
mostrado en la tabla [V.2.3.

El incremento en el nivel de proliferacion de estos cultivos fue acompafiado por un
incremento en la acumulacion de amonio en los sobrenadantes de cultivos infectados (Figura
IV.2.5). La cantidad de amonio acumulado se relaciond con la densidad celular inicial: los
cultivos que fueron infectados al mayor valor de ICD tendieron a acumular concentraciones
de amonio mas altas (promedio de 14,74 mM), que aquellos que fueron infectados a valores
menores (promedio de 7,70 mM). La velocidad inicial de acumulacion de OBs en este ensayo
fue menor que en los cultivos infectados a alta MOI, especialmente en aquellos cultivos
infectados a una MOI de 0,1 (Figura IV.2.6). Los rendimientos maximos se alcanzaron entre
los dias cinco y seis post-infeccion. Los valores promedios de Rog variaron entre 6,17x10’
OBs.mL'l, en cultivos infectados con una MOI de 0,1 DICCsp.célula™ y una ICD de 4,5 x 10°
células.mL™, y 2,94x10° OBs.mL"', en cultivos correspondientes al punto central del disefio
(MOI: 0,55 DICCso.célula™, ICD: 3x10° células.mL™). Tal como ocurri6 en el primer disefio
experimental, no se observo efecto significativo por parte de la MOI y la ICD sobre la Rog,
aunque se reveld una interaccion significativa entre ambos parametros de infeccion (Tabla
IV.2.4.B). El REgpp también decreci6 con el incremento de la ICD: mientras que las células de

cultivos infectados a una ICD de 1,5x10° células.mL™" produjeron en promedio 672 OBs.cel’,
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Figura 1V.2.5: Cinética de la acumulacién de amonio en cultivos de la linea saUFL-AG-286
infectados con AgMNPV en un medio libre de suero. Los cultivos se desarrollaron en frascos de
125 mL conteniendo 12 mL del medio libre de suero UNL-10, a 27°C y 100 rpm, y fueron
infectados asincronicamente con diferentes combinaciones de ICD y MOI, siguiendo el disefio
experimental mostrado en la tabla IV.2.3.
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Figura 1V.2.6: Cinética de la produccion de OBs en cultivos de la linea saUFL-AG-286
infectados con AgMNPV en un medio libre de suero. Los cultivos se desarrollaron en frascos de
125 mL conteniendo 12 mL del medio libre de suero UNL-10, a 27°C y 100 rpm, y fueron
infectados asincronicamente con diferentes combinaciones de ICD y MOI, siguiendo el disefio
experimental mostrado en la tabla IV.2.3.
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aquellos cultivos infectados a una ICD de 4,5x10° células.mL™" produjeron en promedio 297
OBs.célula™. Por otro lado, el incremento en la MOI se asocid con un leve incremento en
REog. El andlisis de los coeficientes de regresion mostrd que la ICD tuvo una incidencia
significativa sobre el REgg, mientras que la influencia de la MOI no evidenci6 significacion

estadistica (Tabla IV.2.4.C).

1VV.2.2.3. Modelado y optimizacion estadistica de la produccion del AgQMNPV
Dada la similitud en el comportamiento de la MDCV con respecto a la influencia de los

parametros de infeccion en cultivos infectados sincronica y asincronicamente, se evaluo la
posibilidad de representar la influencia de la MOI y la ICD sobre la MDVC a través de la
regresion lineal multiple de todos los datos obtenidos en ambos disefios factoriales completos.
De esta manera, se obtuvo un modelo estadisticamente significativo (Tabla 1V.2.5),
representado por la siguiente ecuacion que hace posible estimar el valor de la MDCV como

funcion de los valores asignados a los parametros MOI e ICD.

MDCV = 2,04 x 10° - 2,24 x 10°MOI + 1,27ICD IV.2.1)

Tabla 1V.2.5: ANOVA del modelo aplicado para MDCV*® como funciéon de MOI e ICD de acuerdo a los datos
obtenidos en los experimentos en los cuales, los cultivos de células saUFL-AG-286 fueron infectados con
AgMNPYV sincrénica o asincronicamente en el medio libre de suero UNL-10.

Origen de la DF® Suma de Cuadrados Valor F Valor p
variacion cuadrados medios
Modelo 2 1,53x10" 7,67x10"! 49,114  <0,0001
Residual 17 2,50x10" 1,56x10"
Lack of fit 7 1,49 x10'" 2,13x10"° 1,904 0,1815
Error Pure 10 1,01 x10"! 1,12x10"
Total 19 1,78x10"

112 =(,86; ajustado = 0,84; ® Grados de libertad

MDCYV podria constituir un elemento unificador para representar la variacion de Rog y
REog. Confirmando esta presuncion, cuando la REog es representada contra la MDCV, los
patrones de respuesta obtenidos en ambos ensayos factoriales son casi coincidentes (Figura
IV.2.7.A). Esta figura permite observar que la capacidad celular para producir OBs fue
reducida linealmente con el incremento de la MDCV. Por otro lado, cuando Rop es
representado como funcion de la MDCV (Figura IV.7.B), puede notarse que los patrones

obtenidos en ambos factoriales son también coincidentes. Los rendimientos mas altos de OBs
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tendieron a concentrarse en aquellos cultivos cuyas MDCV alcanzaron valores de entre 4 y

8x10° células.mL™". Un rendimiento promedio de 3,05x10° OBs.mL™" se alcanzo en estos

cultivos, mientras que en los cultivos con valores de MDCV fuera del rango referido

. , .. . -1 <y
anteriormente, se alcanzé un rendimiento promedio de 1,43x10® OBs.mL™. La relacién entre

el Rog y la MDCYV puede ser ajustado a través de un modelo polinomial de tercer orden, el

cudl hace posible estimar el valor de Rop a través de la siguiente ecuacion de regresion:

Rop=-2,42 x 10* + 2,12 x 10°MDCYV - 2,42 x 10°MDCV? + 7,57 x 10"'°MDCV*® (IV.2.2)

El test de Fisher rindi6 una alta significacion para la regresion (Tabla IV.2.6).
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Figura 1V.2.7.A: REgg vs. MDCV obtenidos en
cultivos en suspension de la linea saUFL-AG-286
infectadas con AgMNPV  con diferentes
combinaciones de MOI e ICD en el medio libre de
suero. (1) Datos correspondientes a los experimentos
en que los cultivos fueron infectados
sincronicamente. (2) Datos correspondientes a los
experimentos en que los cultivos fueron infectados

asincronicamente.
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Figura 1V.2.7.B: Rog vs. MDCV obtenidos en
cultivos en suspension de la linea saUFL-AG-286
infectadas con AgMNPV  con diferentes
combinaciones de MOI e ICD en el medio libre de
suero. (1) Datos correspondientes a los experimentos
en que los fueron infectados
sincronicamente. (2) Datos correspondientes a los
experimentos en que los cultivos fueron infectados
asincronicamente.

cultivos

A partir de las ecuaciones (IV.2.1) y (IV.2.2), se obtiene la ecuacion (IV.2.3), que

permite estimar el rendimiento de OBs de AgMNPV en funcion de los valores asignados a los

parametros MOI e ICD.

Rog = 9.54x107 — 2.76x10’xMOI + 1.56x10°xICD — 1.11x10’xMOIXICD — 9.85x10°xMOI* —
3.15x107xICD? + 1.46xMOI’XICD — 8.25x10°xMOIXICD? — 8.63x10°xMOI° + 1.54x10°

xICD?
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Tabla 1V.2.6: ANOVA del modelo aplicado para Rop" como funcion de MDCV de acuerdo a los datos
obtenidos en los experimentos en los cuales las células saUFL-AG-286 fueron infectadas sincronica y
asincronicamente con AgMNPV en el medio libre de suero UNL-10.

Origen de la DF" Suma de Cuadrados Valor F Valor p
variacion cuadrados medio
Modelo 3 1,36x10" 4,52x10'° 15,287 <0,0001
Residual 16 4,74x10" 2,96x10"
Total 19 1,83x10"7

12 =(.74; r ajustado = 0.69; * Grado de libertad

Con el objetivo de validar el modelo, y al mismo tiempo verificar la reproducibilidad de
los rendimientos de OBs en diferentes lotes de medio libre de suero, las infecciones se
llevaron a cabo usando dos combinaciones diferentes de ICD y MOI, como se muestra en la
tabla IV.2.7, realizandose cada experimento por duplicado. En la misma tabla se presentan los
rendimientos de OBs de AgMNPV vy los valores predichos de acuerdo al modelo. Como se
puede observar, los rendimientos alcanzados bajo ambas condiciones experimentales son muy
similares a los estimados por el modelo. Los resultados de estos experimentos de validacion
demostraron la utilidad del modelo para establecer una combinacion de pardmetros de
infeccién que permita maximizar el rendimiento de OBs de AgMNPV en cultivos de células
saUFL-AG-286 infectadas en diferentes lotes de medio de cultivo libre de suero.

Tabla 1V.2.7: Validacion del modelo. Dos diferentes combinaciones de MOI e ICD se ensayaron por duplicado,
en cultivos de células saUFL-AG-286 infectados con AGMNPYV en el medio libre de suero UNL-10.

ICD MOI Rog® Rog predicha®
(cel.mL™) (DICCs.cel™) (OBs.mL™) (OBs.mL™)
4,50x10° 10 2,29x10%+4,17x10’ 3,23x10°
2,51x10° 0,5 3,20x10%+£1,70x10’ 3,20x10°

* Representa el promedio + desviacion estandar de dos experimentos independientes.
®Valor calculado de acuerdo a la ecuacion (IV.2.3).

96



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 2

1VV.2.3. Discusion

Los resultados de este estudio demostraron que los cultivos en suspension de la linea
celular saUFL-AG-286 en un nuevo medio de cultivo libre de suero pueden producir altos
rendimientos de OBs de AgMNPV. Los rendimientos de OBs obtenidos en estos
experimentos, llevados a cabo bajo diferentes condiciones de infeccion, fueron mayores que
los alcanzados anteriormente para el mismo virus. Claus y col. (1993), en cultivos estaticos de
la linea celular IPLB-Sf-21, obtuvieron rendimientos de hasta 3,15x10” OBs.mL™ empleando
el medio de cultivo TC-100, conteniendo suero o emulsion de yema de huevo. Visnovsky y
Claus (1994), en cultivos en suspension de la misma linea celular en un medio conteniendo
suero alcanzaron un rendimiento maximo de 2x10” OBs.mL™. Grasela y McIntosh (1998),
ensayaron la replicacion de AGMNPYV en cultivos estaticos de siete lineas celulares diferentes,
en diferentes medios conteniendo suero, produciendo OBs en so6lo dos de ellas con un
rendimiento méaximo de 7,5x10° OBs.mL™ en la linea BCIRL-HV-AMI. Batista y col.
(2005), en cultivos en suspension de la linea celular Sf9 en diferentes medios de cultivo,
obtuvieron rendimientos de 1,80x10" OBs.mL”'. Rodas y col. (2005), por otro lado,
alcanzaron rendimientos maximos de 2x10® OBs.mL™" en cultivos de la linea celular Sf9 en el
medio comercial libre de suero Sf900 II. Gioria y col. (2006), empleando cultivos en
suspension de la linea saUFL-AG-286, pero en el medio de cultivo TC-100 conteniendo
suero, alcanzo un rendimiento maximo de 5,8x10” OBs.mL'. El rendimiento méximo de OBs
alcanzado en este trabajo fue al menos 60% mayor que el maximo rendimiento obtenido
previamente para el mismo virus en cultivos de células. Ademads, el rendimiento de OBs de
AgMNPYV alcanzado en este estudio es comparable a los obtenidos durante la produccion de
OBs de otros baculovirus en cultivos de células de insecto (Chakraborty y col., 1999; Mc
Kenna y col., 1997; Lua y Reid, 2000; Lua y Reid, 2003; Pedrini y col., 2006).

Los altos rendimientos que se alcanzaron en muchas de las condiciones que fueron
testeadas en este trabajo son producto de una muy alta capacidad individual de las células
infectadas para producir OBs. En el 90 % de los experimentos realizados en este trabajo, el
rendimiento especifico de OBs estuvo por encima de 100 OBs por célula, con un valor
maximo superior a 700 OBs por célula. Esta alta capacidad especifica para producir OBs de
AgMNPV parece ser una caracteristica propia de la linea celular saUFL-AG-286 en lo que
concierne a la replicacion de este virus, ya que en otros trabajos publicados, los cuales fueron
realizados en cultivos en suspension de otras lineas celulares, los rendimientos especificos de

OBs fueron consistentemente mas bajos que los alcanzados en estos experimentos (Batista y
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col., 2005; Rodas y col., 2005; Visnovsky y Claus, 1994). La alta capacidad de la linea celular
UFL-AG-286, predecesor de la linea celular saUFL-AG-286, para replicar el AGMNPV ha
sido documentado previamente (Castro y col., 1997; Lynn, 2003).

Otro factor a tener en cuenta para explicar los altos rendimientos de OBs obtenidos, es
el medio de cultivo. La infeccion con AgMNPV de la misma linea celular saUFL-AG-286 en
el medio TC-100 conteniendo suero permiti6é alcanzar un rendimiento especifico de 64 OBs
por célula (Gioria y col., 2006), menos que la mitad del promedio alcanzado en este trabajo
bajo condiciones similares de infeccion. En suma, se puede concluir que el alto rendimiento
especifico de OBs de AgMNPV en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 seria una
consecuencia de la aptitud intrinseca de las células para replicar un virus al cudl ellas son
naturalmente susceptibles y permisivas, y de un medio de cultivo apto para sostener la
replicacion viral y la produccion de OBs.

El andlisis estadistico muestra que el rendimiento especifico de OBs fue influenciado
estadisticamente solo por la ICD y que no fue afectado por las variaciones de la MOI (Tablas
IV.2.2.C y IV.2.4.C). El incremento de la ICD se asoci6 con la reduccion del rendimiento
especifico de OBs. El efecto ICD sobre el rendimiento especifico puede explicarse por su
influencia estadisticamente significativa sobre la MDCV (Tablas IV.2.2.A y IV.24.A), y
también por la relacion lineal entre el incremento de la MDCV y la reduccion de REog que
puede observarse en la figura IV.2.7.A. Este fendomeno es similar al bien conocido “efecto
densidad celular”, el cudl limita la replicacion del virus (Wood y col., 1982), y la produccion
de proteinas recombinantes (Taticek y Shuler, 1997; Wong y col., 1996; Yang y col., 1996),
en el sistema células de insecto-baculovirus, cuando los cultivos celulares son infectados con
una alta densidad celular. Varias razones, incluyendo la deplecion de nutrientes (Bédard y
col., 1994; Elias y col., 2000), acumulacién de metabolitos toxicos (Taticek y Shuler, 1997),
factores autocrinos y distribucion del ciclo celular (Braunagel y col., 1998; Doverskog y col.,
2000; Calles y col., 2006), han sido propuestas para explicar el “efecto densidad celular”, pero
las causas permanecen sin ser identificadas. Una limitacion nutricional no parece ser una
explicacion razonable para la continua declinacion del REgs del AgMNPV con el incremento
de la MDCYV de cultivos de células saUFL-AG-286, si se considera que el efecto se intensifica
desde muy bajas densidades celulares, cuando es practicamente imposible que exista carencia
de algtn nutriente relevante para la replicacion viral y la produccion de OBs. Una explicacion
alternativa es que este efecto podria ser causado por la acumulacion de productos metabolicos
toxicos para células animales, tales como lactato y amonio, los cuales podrian interferir con la

replicacion viral. Los cultivos de células saUFL-AG-286 no acumulan lactato pero, en su

98



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 2

lugar, excretan amonio (Gioria y col., 2006). Este ultimo es un inhibidor de la replicacion de
baculovirus y la expresion de proteinas recombinantes (Taticek y Shuler, 1997). La figura
IV.2.8 muestra como el incremento de la concentracion de amonio en cultivos de células se
correlaciona con la reduccion del rendimiento especifico de poliedros. Esto constituye un
fuerte argumento a favor del rol de amonio como un inhibidor de la produccion de OBs de
AgMNPV en cultivos de células saUFL-AG-286. Sin embargo experimentos adicionales
serian necesarios para determinar si la reduccion de la capacidad celular de producir OBs es

una consecuencia del incremento en la concentracion de amonio.
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Figura 1V.2.8: REgg vs. la concentracion de amonio acumulado en los sobrenadantes de
cultivos de la linea saUFL-AG-286 infectados con AgMNPYV con diferentes combinaciones de
MOI e ICD en un medio libre de suero.

A pesar de la reduccion continua del REpg de AgMNPYV asociado al incremento de la
maxima densidad celular en cultivos de células saUFL-AG-286, el rendimiento volumétrico
decay6 sélo en cultivos con una densidad celular maxima superior a 8x10° células.mL™, y
también incrementd su concentracidon conforme al aumento de la MDCV, cuando ésta se
encontré en el rango entre 2,5 y 4x10° células.mL”', como se muestra en la figura IV.2.7.B.
Este comportamiento puede explicarse por el balance entre el incremento en el nimero de
células productoras de OBs y la reduccidn de su capacidad de produccion individual. Cuando
la MDCYV alcanza valores entre 4 y 8x10° células.mL™, el incremento en el niimero de células
productoras se equilibra con la reduccion del rendimiento especifico, y el rendimiento

volumétrico permanece casi constante en su maximo valor. Con el objetivo de alcanzar
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rendimientos volumétricos de OBs maximos, es necesario seleccionar condiciones de
infeccion, las cudles permitan que el cultivo de células saUFL-AG-286 infectado con
AgMNPYV alcance un valor de MDCV que se encuentre dentro del rango de valores que se
menciona con anterioridad, ya que valores de MDCV mayores o menores determinarian un
rendimiento volumétrico sub-6ptimo.

Por medio de la relacion encontrada entre el rendimiento volumétrico y la MDCV, por
un lado, y entre ésta ultima con la MOI y la ICD por otro, fue posible obtener una ecuacion
que relaciona el rendimiento volumétrico con los parametros de infeccion. Es importante
remarcar que la MDCV permite introducir un parametro unificador para el andlisis del
comportamiento de este sistema de infeccion por baculovirus, que es independiente del rango
de trabajo de las condiciones de infeccion. Ademads, permite predecir el rendimiento de OBs
en un proceso de produccion bajo cualquier combinacion de los parametros de infeccion. Si
bien, el concepto de introducir MDCV como un elemento unificador podria generalizarse al
modelado empirico de cualquier sistema de produccion de OBs, o de proteinas recombinantes,
en cultivo de células de insecto (Wong y col., 1996), el modelo especifico aqui desarrollado
solo puede ser aplicado a la produccion de OBs de AgMNPV en cultivos suspension de
células saUFL-AG-286 en el nuevo medio libre de suero que se utilizé en este trabajo.

Una consecuencia importante que deriva de los resultados obtenidos en este trabajo, y se
refleja en el modelo, es que diferentes combinaciones de los pardmetros de infeccion MOI e
ICD puede determinar la misma MDCV, y en consecuencia, el mismo rendimiento
volumétrico de OBs. Cualquier combinacion de estos parametros que permitan alcanzar una
MDCYV dentro del rango de 4 y 8x10° células.mL™, permitira obtener un rendimiento de OBs
maximo, lo cudl fue demostrado en los experimentos que validan el modelo. Otra
consecuencia importante es que es posible alcanzar méaximos rendimientos de OBs por
infeccion temprana de los cultivos a una baja MOI. Los cultivos infectados bajo estas
condiciones minimizan el consumo de stock viral necesario para comenzar la infeccion. Se
demostrd en este trabajo que es posible reducir el consumo del stock viral en un 97%,
seleccionando la combinacién de la MOI y la ICD, sin afectar el rendimiento volumétrico
final de poliedros. En un proceso de produccion a mayor escala de un baculovirus insecticida,
la preparacion de la cantidad de viriones brotados necesaria para infectar el reactor de
produccion, requiere una secuencia de etapas sucesivas de amplificacion viral, desde el stock
hasta la inoculacion del reactor, en un proceso paralelo a la amplificacion del cultivo celular,
con un impacto significativo sobre la economia global del proceso (Rhodes, 1996). Ademas,

la estabilidad genética del virus puede ser comprometida a través de sucesivas rondas de
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amplificacion, afectando finalmente tanto el rendimiento del proceso como la calidad del
producto (Krell, 1996; Lua y col., 2002; Soares de Rezende y col., 2009). Por esta razon, la
reduccion de la cantidad de virus requerido para iniciar el proceso de infeccion impacta
positivamente, tanto sobre la factibilidad econémica del proceso como sobre la calidad del
producto.

Para concluir, en el presente capitulo se demostré que la infeccion de cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 con AgMNPV en un medio de bajo costo, libre
de suero, permite obtener rendimientos de OBs superiores a 3x10° OBs.mL™". El analisis de la
influencia de los parametros de infeccion mostr6 que la capacidad especifica de produccion de
OBs y el rendimiento volumétrico dependieron principalmente de la MDCV, y que ésta
ultima depende de la seleccion de la ICD y la MOI. A partir de los analisis de regresion de los
resultados obtenidos, se obtuvo un modelo empirico, el cudl resultd util para establecer la
combinacion de los parametros de infeccion que permiten obtener un rendimiento maximo de
OBs con el menor consumo de stock viral. Estos resultados podrian contribuir al desarrollo de
un proceso factible, técnica y econdémicamente, para producir insecticidas virales en cultivos

celulares de insectos lepiddpteros.
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1VV.3.1. Introduccion

La factibilidad econdémica de la produccién de baculovirus insecticidas en cultivos
celulares depende del desarrollo de procesos que permitan obtener elevadas productividades
de cuerpos de oclusion, usando un medio de bajo costo, en reactores robustos, escalables y
bien caracterizados, aplicando estrategias operacionales optimizadas. El desarrollo del sistema
de expresion basado en la infeccion de células de insectos con baculovirus ha impulsado la
realizacion de una gran cantidad de estudios destinados a evaluar la aplicacién de distintos
tipos de reactores y diferentes estrategias de operacion a la produccion de proteinas
recombinantes en ese sistema de expresion (Jager, 1996; Hu y col., 2003; Lu y col., 2005;
Lecina y col., 2006; Negrete y col., 2007; Carinhas y col., 2010). Si bien la informacién
obtenida en esos estudios puede ser aplicada al desarrollo de procesos de produccion de
poliedros insecticidas, existen algunas limitaciones en la extrapolacidon que resulta necesario
especificar. Una de estas limitaciones, tal vez la mas importante desde un punto de vista
econdmico, es que la magnitud de la escala requerida para la produccion de un insecticida, por
definicion un commoditie, no permite adoptar determinadas configuraciones de reactor (Hu y
col., 2003; Lu y col., 2005; Negrete y col., 2007; Weber y col., 2002) o estrategias de
operacion (Jager, 1996), aplicables a la produccion en menor escala de specialities de alto
valor unitario, como las proteinas recombinantes. Siguiendo la misma linea de analisis, el
hipotético establecimiento en la industria de agrobioldgicos de un proceso de produccion de
un insecticida viral en cultivos celulares podria resultar mas factible si dicho proceso hace uso
de las capacidades fermentativas ya instaladas. En este sentido, la tecnologia de fermentacion
mas impuesta en la industria productora de agrobioldgicos es el clasico reactor tipo tanque
agitado, provisto con turbinas de paletas planas tipo Rushton, aireado por burbujeo, y
adaptado a la propagaciéon de cultivos bacterianos y flngicos operados en lote.
Alternativamente, por el bajo nivel relativo de inversion de capital requerido y por su probada
adaptabilidad al cultivo de células fragiles a gran escala, los reactores de tipo airlift podrian
resultar también atractivos para la produccion industrial de baculovirus insecticidas.

Las caracteristicas estructurales de las células de insecto son un fuerte condicionante
para el desarrollo de estrategias de escalamiento de sus cultivos. La carencia de pared celular
y su tamafio relativamente grande tornan a las células de insecto extremadamente fragiles
cuando son expuestas al estrés derivado de la agitacion mecanica (Wu, 1995). Por otro lado,

la energia disipada localmente por la ruptura de burbujas es un importante factor determinante
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de dafo sobre la membrana plasmatica, y por lo tanto también de la lisis celular (Wu, 1995;
Chisti, 2000). Ademas, si bien la demanda especifica de oxigeno de las lineas celulares de
insecto es similar a la de las células de mamiferos (Son y col., 2005), la demanda global es
usualmente mas elevada debido a que, bajo condiciones similares, las concentraciones
celulares méaximas son tipicamente mas altas en cultivos de células de insecto que en cultivos
de células de mamiferos (Palomares y Ramirez, 1998). La interaccion de estas tres
caracteristicas implica un serio problema a resolver en el escalamiento de estos cultivos, ya
que los procedimientos disponibles para asegurar una adecuada transferencia de masa y un
suministro suficiente de oxigeno pueden dafar la integridad celular (Aloi y Cherry, 1996;
Mitchell-Logean y Murhammer, 1997). La operacién de volumenes apenas superiores a las
decenas de mililitros hace necesaria, por un lado, la implementacion de dispositivos
mecéanicos o neumdaticos que permitan efectuar un eficiente mezclado y una adecuada
transferencia de masa, estableciendo un ambiente espacialmente homogéneo, y por otro lado
torna insuficiente la oxigenacion por mera transferencia desde la superficie, exigiendo la
implementacion de estrategias de transferencia de oxigeno en profundidad, ya sea por
burbujeo, los mas simples y difundidos, o0 mediante mecanismos libres de burbujas (Schneider
y col.,, 1995), aunque éstos ultimos, hasta el momento, estan muy limitados en sus
posibilidades de escalamiento. Por esta razon, el principal objetivo en el disefio e ingenieria
de un bio-reactor para un proceso que haga uso de cultivos de células de insecto es mantener
los niveles de estrés generados en el equipo dentro del rango permitido para el proceso
bioldgico, mientras son reducidas al mismo tiempo las limitaciones para la transferencia de
masa (Visnovsky y col., 2003).

Los antecedentes sobre el tema descriptos en la literatura demuestran la factibilidad del
cultivo de algunas lineas de células de insectos lepidopteros en reactores de tipo tanque
agitado, aireados por burbujeo. Por ejemplo, Mitchell-Logean y Murhammer (1997)
describieron el uso de un STR de 3 L, conteniendo una turbina de tipo hélice marina para el
cultivo de las lineas celulares Sf-9 y High Five. Maranga y col. (2004), por otro lado,
escalaron el cultivo de la linea celular Sf 21 en dos STRs de diferente volumen con turbinas
del tipo Rushton. Los parametros obtenidos en los reactores de 2 y 25 L alcanzaron valores
similares a los obtenidos en los cultivos realizados a menor escala en frascos agitados. Por su
parte, Wong y col. (1996), Maranga y col. (2004), Meghrous y col. (2005), y Negrete y col.

(2007), utilizaron este tipo de reactor para la produccion de distintos productos recombinantes
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en cultivos de células derivadas de Spodoptera frugiperda, demostrando en todos los casos
que el escalado fue eficiente en lo que respecta al rendimiento del producto de interés.

En cambio, las referencias publicadas en relacion a la utilizacion de reactores de tipo
airlift para el cultivo de células de lepidopteros, y su aplicacion a la produccion de
baculovirus o proteinas recombinantes, son mucho mas escasas, a pesar que la utilizacion de
reactores airlift presenta grandes ventajas en comparacion a los reactores tanque, ya que
poseen una mejor transferencia de masa y la fuerza de circulacion del liquido no es provista
por un Unico punto focal de energia, lo que hace que al shear generado sea mas homogéneo.
Maiorella y col. (1988) utilizaron un reactor airlift para escalar la produccion de GM-CSF en
cultivos de células Sf-9 en un medio libre de suero, adicionado de Pluronic F-68. Kumar y
col. (1995) utilizaron un reactor de este tipo, con un volumen de 14 litros, para producir
fosfatasa alcalina recombinante en cultivos de la linea celular BTI-TN-5B1-4. Por otro lado,
Visnovsky y col. (2003) evaluaron la utilizacion de reactores airlift concéntricos de diferente
disefio para la propagacion de la linea celular Sf-21 en un medio de cultivo suplementado con
suero.

La linea celular UFL-AG-286 fue establecida originalmente en forma de cultivos
adherentes estacionarios (Sieburth y Maruniak, 1988a). Mediante seleccion de células que
tendian a proliferar aisladas en suspension, se pudieron establecer cultivos agitados de la sub-
linea saUFL-AG-286 en spinner-flasks con 50 mL de volumen de trabajo, con aireacion
superficial, en un medio suplementado con suero, en los cuales se pudo replicar al virus
AgMNPV (Gioria y col., 2006). Sin embargo, aun es desconocido el potencial de esta linea
celular para ser cultivada en las condiciones de estrés que imperan en bio-reactores, como asi
también su aptitud para replicar AgMNPV y producir poliedros insecticidas en esas
condiciones. El objetivo de este capitulo fue evaluar la factibilidad del escalado de cultivos de
la linea celular saUFL-AG-286 en reactores, como asi también evaluar la posibilidad de
alcanzar rendimientos industrialmente relevantes de cuerpos de oclusion del virus AgMNPV
en cultivos libres de suero, de bajo costo, de la misma linea celular. Para esto se
caracterizaron dos reactores de configuracion estandar, y posteriormente se estudiaron la

proliferacion celular y la replicacion viral en cada uno de los sistemas utilizados.
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1VV.3.2. Resultados

I1V.3.2.1. Cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 en bio-reactores
Con el objetivo de estudiar las posibilidades de escalar el cultivo de esta linea celular se

emplearon los dos reactores caracterizados precedentemente. Los volumenes operativos
fueron 800 y 380 mL para el reactor tanque agitado y el airlift, respectivamente. Se llevaron a
cabo, como control, cultivos en frascos agitados empleando 12 mL de medio UNL-10. En la
figura IV.3.1 se puede observar la evolucion de las células totales y viables. Tanto para el
STR como para el frasco agitado, durante las primeras 48 horas de cultivo, se observo una
etapa durante la cual, las cé€lulas proliferaron a una velocidad especifica menor, mientras que
en el reactor airlift esta fase lag no se produjo y las células, una vez en el reactor, iniciaron la
proliferacion exponencial a la maxima velocidad de duplicacion. Con respecto a las
densidades celulares, se puede observar que en el reactor con agitacion neumatica se alcanzo
la concentracion de células mas elevada, 31% y 41% superior a las densidades alcanzadas en
el frasco agitado y el STR, respectivamente. La viabilidad celular fue superior al 90% durante
todo el cultivo en el airlift, mientras que en el frasco y el STR la viabilidad estuvo entre el 82

y el 93%.
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Figura 1V.3.1: Proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286 en diferentes sistemas
de cultivos utilizando el medio UNL-10. Se partié de una densidad celular de 3x10°
células viables.mL™" y se incubaron a 27°C.
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En el caso del STR, dada su configuracion, fue posible evaluar el consumo de oxigeno
durante el cultivo. La demanda global durante el cultivo se grafica en la figura IV.3.2,
pudiéndose observar que el incremento en el requerimiento de oxigeno acompafid la
proliferacion celular. El consumo especifico de oxigeno tuvo un pico méximo de 3,17x10™
umol.s™.cel”’ a las 48 horas de cultivo. En los dias posteriores a este maximo, el consumo

especifico de oxigeno se redujo aproximadamente un 32 % (Figura IV.3.3).
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Figura 1V.3.2: Evolucién de la concentracion de células viables de la linea celular
saUFL-AG-286 y su demanda global de oxigeno en funcion del tiempo de cultivo en
el STR en el medio UNL-10 a 27°C. La densidad celular inicial fue de 3x10°
células.mL .

Con el objetivo de caracterizar el perfil nutricional y metabolico de los cultivos de
células saUFL-AG-286 en bio-reactores, se determind la concentracion de glucosa en los
sobrenadantes de las muestras obtenidas a los distintos tiempos de cultivo. Como se puede
observar en la figura IV.3.4, en los tres cultivos se verificé consumo del carbohidrato, aunque
en ninguno de los casos se agot6. La velocidad de consumo especifico de glucosa evoluciono
de manera diferente en los tres sistemas durante los primeros dos dias de cultivo, pero a partir
del tercer dia el comportamiento resulté similar (Figura IV.3.5). Por otro lado, cuando se
analiza el rendimiento celular en funcion del consumo de glucosa en la fase de crecimiento

exponencial de los cultivos, se observa que el menor rendimiento se obtuvo en el cultivo en el
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frasco agitado, mientras que la mayor cantidad de células por mmol de glucosa consumida se

alcanzo en el reactor airlift (Figura IV.3.6).
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Figura 1V.3.3: Consumo especifico de oxigeno de la linea celular saUFL-AG-286
en cultivo en suspension realizado en el STR conteniendo 800mL del medio UNL-
10. La densidad celular inicial fue de 3x10° células.mL™, y se incubé a 27°C.
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Figura 1V.3.4: Evolucion de la concentracion de glucosa en los diferentes sistemas
de cultivo de la linea saUFL-AG-286 en el medio UNL-10. Los cultivos tuvieron
una densidad celular inicial de 3x10° células.mL™" y se incubaron a 27°C.
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Figura 1V.3.5: Velocidades especificas de consumo de glucosa de la linea celular
saUFL-Ag-286 (qs), en los diferentes sistemas de cultivos en el medio UNL-10. Los
cultivos tuvieron una densidad celular inicial de 3x10° células.mL" y se incubaron a
27°C.
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Figura 1V.3.6: Rendimiento celular por mmol de glucosa consumido en cultivos
agitados de la linea celular saUFL-AG-286 realizados en diferentes sistemas de
cultivo en el medio UNL-10. Los cultivos tuvieron una densidad celular inicial
de 3x10° células.mL™ y se incubaron a 27°C.
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En los sobrenadantes de las muestras tomadas diariamente se evaludé también la
acumulacion de amonio. La concentracion de amonio fue aumentando en los tres cultivos,
aunque con distintas velocidades. En la figura IV.3.7 se puede observar, ademas, que la

concentracion final de este metabolito se mantuvo entre 6 y 7 mM para los tres sistemas.
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Figura 1V.3.7 Evolucion de la concentracion de amonio en cultivos agitados de la
linea celular saUFL-AG-286 en el medio UNL-10. Los cultivos tuvieron una densidad
celular inicial de 3x10° células.mL™' y se incubaron a 27°C.

En la tabla IV.3.1 se presentan los parametros que caracterizaron a los tres sistemas de
cultivo. En la misma se observa que la mayor velocidad especifica de crecimiento se alcanzo
en el reactor airlift, y por lo tanto el menor tiempo de duplicacion, siendo este parametro un
10 y un 18 % menor que en el STR y en el frasco agitado, respectivamente. A pesar de
alcanzar un tiempo de duplicacion menor, la MDCV alcanzada en el reactor tanque agitado
resulté menor que en el frasco de 12 mL. La MDCYV del airlift resulto 1,7 y 1,5 veces mayor
que las alcanzadas en el STR y en el frasco agitado, respectivamente. En este reactor, el
rendimiento de células en funciéon de los milimoles de glucosa consumido fue también
superior. Por su parte, la produccion de amonio por célula fue, en promedio, 37,4% mas
elevada en los cultivos en frasco agitado y STR, en comparacion con el cultivo en el reactor

airlift.
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Tabla 1V.3.1: Parametros obtenidos en los cultivos de la linea saUFL-AG-286
realizados en diferentes sistemas en el medio UNL-10. Los cultivos tuvieron una
densidad celular inicial de 3x10° células.mL™" y se incubaron a 27°C.

Frasco
Parametro agitado STR Airlift
" 0,02411  0,02610  0,02862
n(h™)
Tiempo de duplicacion
(h) 28,70 26,55 24,21
MDCV

(cel. viables.mL™) 1,92x10°  1,68x10° 2,87x10°

Cel. producidas/mmol
de glucosa 1,63x10°  2,11x10°  2,94x10°

mmol Amonio/cel.  3,54x107  3,55x10° 2,22x107

1V.3.2.2. Infeccion de la linea celular saUFL-AG-286 en bio-reactores
Luego de estudiar las caracteristicas particulares del cultivo de la linea celular saUFL-

AG-286 en los diferentes sistemas, se procedid a analizar la infeccion de la misma con el
baculovirus de Anticarsia gemmatalis en los dos reactores y en el frasco agitado. La infeccion
se realizd a una MOI de 0,5 DICCsp.célula™ y a una ICD de 3x10° células.mL'l, condiciones
que fueron seleccionadas de acuerdo a los experimentos de optimizacion para cultivos en
frascos agitados que fueron referidos en el capitulo 2 del apartado Resultados y Discusion.
Para seguir la evolucion de los cultivos se tomaron muestras diariamente, en las cuales se
determind la densidad celular (células totales y células viables), y las concentraciones de
glucosa y amonio en los sobrenadantes. Ademas, se determiné la evolucion de la produccion
de poliedros virales y el titulo de viriones brotados en funcién del tiempo post-infeccion.
Como se observa en la figura IV.3.10, los cultivos celulares no detuvieron su
proliferacion luego de la infeccion, con excepcion del reactor airlift que mantuvo la densidad
celular aproximadamente constante. Luego de las 70 horas post-infeccion, en los tres sistemas
decayd abruptamente la concentraciéon de células viables. El cultivo control, realizado en
frasco agitado a 100 rpm en un agitador orbital, proliferé hasta un densidad celular maxima
24% y 61 % superior a las alcanzadas en el reactor tanque agitado y en el reactor airlift,

respectivamente.
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Figura 1V.3.10: Proliferacion celular de los cultivos de la linea saUFL-AG-286 en
el medio UNL-10, infectados con AgMNPV en diferentes sistemas de cultivo. Los
cultivos se incubaron a 27°C y se infectaron con una MOI de 0,5 DICCsy.célula’ y
una ICD de 3x10° células viables.mL™".

Como era de espera debido al nivel de proliferacion post-infeccion, el mayor consumo
de glucosa se verifico en el cultivo infectado en frasco agitado, mientras que en el airlift no se

detectd consumo de carbohidrato (Figura IV.3.11).
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Figura 1V.3.11: Evolucion de la concentracion de glucosa en los diferentes sistemas
de cultivo de células saUFL-AG- 286 infectados con AgMNPV. Los cultivos se
incubaron a 27°C y se infectaron con una MOI de 0,5 DICCs.célula’ y una ICD de
3x10° células viables.mL™".
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En la figura IV.3.12 se observa que, en el cultivo realizado a pequefia escala, la glucosa
fue consumida a una velocidad casi constante durante el desarrollo de la infeccion, sin que se
observaran variaciones importantes. En cambio, se apreciaron oscilaciones notables de la
velocidad especifica de consumo de glucosa en los cultivos realizados en ambos reactores,
principalmente en el reactor airlift. Considerando que la densidad celular en este reactor
permanecid constante en el valor inicial, estas oscilaciones en la velocidad de consumo de
glucosa responden a cambios en el patron de consumo/secrecion de glucosa que ya fueron
advertidos precedentemente en cultivos de la linea saUFL-AG-286 (Gioria, 2008) y otras

lineas de células de lepidopteros (Ferrance y col., 1993; Drews y col., 1995; Doverskog y col.,
1997).
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Figura 1V.3.12: Velocidades de consumo especifico de glucosa (qs), en los
diferentes sistemas de cultivo de células saUFL-AG-286 infectadas con AgMNPV.
Los cultivos se incubaron a 27°C y se infectaron con una MOI de 0,5 DICCs.célula’
"y una ICD de 3x10° células viables.mL™".

Con respecto a la acumulacion de amonio, se observd que en los cultivos realizados en
el STR y el frasco agitado, la concentracion de este metabolito fue incrementando hasta
alcanzar un valor maximo de 9 mM para el primero y de 10,9 mM para el segundo cultivo.
Por ultimo, la concentracion final en el airlift fue solo levemente superior (3,90 mM) a la

concentracion de inicio del cultivo (Figura IV.3.13).
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Figura 1V.3.13: Evolucién de la concentracion de amonio en cultivos agitados de la
linea celular saUFL-AG-286 infectadas con AgMNPV. Los cultivos se realizaron en
el medio UNL-10 a 27°C y se infectaron con una MOI de 0,5 DICCs.célula y una

ICD de 3x10° células viables.mL.

La evolucion de la produccion de poliedros virales en funcidon del tiempo se muestra

en la figura IV.3.14. Los primeros pre-poliedros virales se observaron a las 24 horas post-

infeccion en los cultivos llevados a cabo en los bio-reactores, mientras que en la botella su

aparicion fue evidente recién a partir de las 48 horas. Posteriormente, se produjo un

incremento sostenido de la produccion de poliedros en los tres sistemas, que se extendid hasta

aproximadamente las 96 horas post-infeccion. A partir de alli, la velocidad de produccion de

los cuerpos de oclusion decay¢ significativamente y el recuento permanecio casi constante. La

produccién volumétrica alcanzada en los bio-reactores fue similar, aproximadamente 2x10°

-1 . ~ ., , .
OBs.mL™, mientras que en pequefia escala la concentracion maxima alcanzada fue de

2,49x10® OBs. mL™, casi 25% superior a la obtenida en los reactores.
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Figura 1V.3.14: Rendimiento volumétrico de poliedros en funcion del tiempo de
infeccion de los cultivos agitados de la linea celular saUFL-AG-286. Los cultivos se
realizaron en el medio UNL-10 a 27°C y se infectaron con AgMNPV a una MOI de
0,5 DICCso.célula” y una ICD de 3x10° células viables.mL™".
La MDCYV alcanzada en el frasco agitado resulto ser 1,3 y 2,6 veces mayor que en los
reactores tanque agitado y airlift. Sin embargo, la capacidad celular especifica para producir
poliedros fue superior en este ultimo reactor, en el cual cada célula produjo 49 y 52 % mas de

poliedros que cada célula infectada en el STR y en el frasco agitado, respectivamente (Tabla

IV.3.4).

Tabla 1V.3.4: Pardmetros obtenidos en los diferentes cultivos de la linea celular
saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV. Los cultivos se realizaron en el medio
UNL-10 a 27°C y se infectaron a una MOI de 0,5 DICCs.célula y una ICD de
3x10° células viables.mL™.

Frasco
agitado STR Airlift
MDCV (cel. 8.11x10°  6,18x10°  3,14x10°

viables.mL™")
Ros (pol.mL™) 2,49x10°  1,89x10°  1,90x10°

REog (pol.cel™) 307 306 605
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La evolucion del titulo de virus brotado en funcion del tiempo de infeccion se muestra
en la figura IV.3.15. Como puede observarse, la aparicion de los viriones brotados fue mas
evidente en el cultivo realizado en el frasco agitado, en donde a partir de las 22 horas aument6
su concentracion considerablemente. La cinética de acumulacion de este fenotipo viral en el
STR present6 una velocidad de produccion menor al cultivo realizado en frasco agitado; sin
embargo, al final del cultivo, alcanzd concentraciones del mismo orden que las obtenidas en
pequeiia escala. En el reactor airlift, en cambio, el titulo de BVs comenz6 a incrementarse
recién luego de las 23 horas post-infeccion, alcanzando el pico méximo a las 94 horas luego
de inoculado el virus en el reactor; ademas, el titulo maximo de BVs alcanzado en el reactor
airlift resultdo dos 6rdenes de magnitud inferior a los obtenidos en el frasco agitado y en el

STR.
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Figura 1V.3.15: Evolucién de viriones brotados en funcion del tiempo de infeccion
de los cultivos agitados de la linea celular saUFL-AG-286. Los cultivos se
realizaron en el medio UNL-10 a 27°C y se infectaron con AGMNPV a una MOI de
0,5 DICCso.célula” y una ICD de 3x10° células viables.mL™".

La adsorcion del virus a la célula es una etapa determinante de la velocidad con que
transcurre el proceso de infeccion, y seguramente afecta la cinética de produccion viral. Por
esta razon se estudid como evoluciond la adsorcion viral en los dos reactores utilizados en
este trabajo. Los cultivos celulares, a una densidad inicial de 3x10° células.mL™, se infectaron

con el AgMNPV a una MOI de 0,5 DICC5O.célula'1. Se tomaron muestras a distintos tiempos
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durante las primeras cinco horas de cultivo, determinandose la concentracion de viriones
brotados en los respectivos sobrenadantes. La evolucion del porcentaje de adsorcion viral en
funcion del tiempo post-infeccion esta representado en la figura IV.3.16. En la misma se
observa que, a excepcion de unos pocos puntos, la cinética de adsorcion sigue un patrén
similar en ambos cultivos. En el cultivo realizado en el STR luego de las cinco horas de
cultivo se adsorbid un 98,7% del in6culo viral inicial, mientras que, en el reactor airlift la
adsorcion viral fue del 99,8%. Al analizar la adsorcion viral durante la primera hora del
ensayo, puede verse que la velocidad de adsorcion fue mayor en el reactor airlift. El analisis
de los datos obtenidos a partir de ambos cultivos, permite concluir que la infeccion del cultivo
en el reactor airlift fue mas efectiva, ya que las células detuvieron su desarrollo luego de la
infeccion, y la MDCV alcanzada fue menor. En el STR, las células continuaron proliferando
luego de la infeccidon, alcanzando una MDCV de 6,18x10° células viables.mL™, lo que

produjo un incremento del 55,6% respecto a la densidad celular inicial.
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Figura 1V.3.16: Cinética de adsorcion viral en los cultivos en suspension agitados
de la linea celular saUFL-AG-286. Los cultivos se realizaron en el medio UNL-10 a
27°C y se infectaron con AGMNPV a una MOI de 0,5 DICCsj.célula” y una ICD de
3x10° células viables.mL™".
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1VV.3.3. Discusion

El escalado del cultivo de la linea celular saUFL-AG-286 se realizo utilizando dos
reactores estandares, uno de ellos con agitacion neumatica y el otro con agitacion mecanica.
Previo a este trabajo existia un conocimiento limitado respecto a la factibilidad del escalado
de cultivos en suspension de esta linea celular en reactores, en contraste con el estudio
intensivo de las lineas Sf21, Sf9 y “High Five”, en una gran variedad de modelos de reactor y
escalas de trabajo, debido a su aplicacion en distintos procesos de produccion de proteinas
recombinantes (Wong y col., 1995; Maranga y col., 2004; Gotoh y col., 2004; Lecina y col.,
2006). Como la linea celular saUFL-AG-286 es un candidato para el desarrollo de un proceso
de produccién de un bioinsecticida viral, un producto de valor unitario sensiblemente inferior
que el de una proteina recombinante de uso diagnostico, terapéutico o vacunal, la seleccion de
los modelos de reactor incluidos en este estudio se llevo a cabo considerando la accesibilidad
a la potencial inversion requerida por parte de la industria de agrobiologicos. Es asi que se
seleccionaron un reactor de tipo tanque agitado, de uso habitual en la referida industria para el
cultivo de bacterias, configurado y operado como tal, y un reactor de tipo airlift, de
construccion sencilla y econdmica, y desprovisto de instrumentacion. En paralelo, se llevaron
a cabo cultivos en frascos con agitacion orbital, en las condiciones Optimas establecidas en el
capitulo 1.

La velocidad especifica de proliferacion celular y la densidad celular maxima
alcanzaron sus valores mas elevados en el cultivo de células saUFL-AG-286 llevado a cabo
en el reactor airlift, inclusive mas elevados que en el control efectuado a escala reducida en
frasco agitado. El valor obtenido para el primer parametro es significativamente mayor que el
alcanzado por Gioria y col. (2006), en cultivos en medio suplementado con suero en frascos
tipo spinner, y también ligeramente mas alto que el referido por Gioria (2008) para cultivos
en los mismos frascos, pero en un medio libre de suero de composicion similar al utilizado en
esta tesis. Debe remarcarse ademds que, luego de la inoculacion, las células comenzaron a
proliferar inmediatamente en forma exponencial, no observandose la presencia de una fase
lag, con una velocidad especifica que se mantuvo casi constante, en su valor maximo, hasta
las 72 hs. de cultivo. Si se considera que los parametros de un cultivo son determinados, en
ultima instancia, por el estado fisiologico promedio de las células individuales que lo
componen, la ausencia de una fase lag, y el valor y la constancia de la velocidad especifica de

proliferacion, como asi también la muy elevada viabilidad, revelan la calidad del estado
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fisiologico de las células saUFL-AG-286 durante su cultivo en el reactor airlift. Por otro lado,
el elevado rendimiento de células en glucosa alcanzado en el mismo reactor, y la reducida
produccion especifica de amonio, en comparacion con los otros sistemas evaluados,
constituyen evidencias acerca de la eficiencia metabodlica alcanzada por las células saUFL-
AG-286 durante su cultivo en este reactor. Una de las ventajas de los reactores airlift frente al
clasico reactor tipo tanque agitado radica en que, por las caracteristicas particulares de la
dindmica del fluido en el reactor, se pueden alcanzar altas tasas de transferencia de masa, con
un minimo gradiente de fuerzas de corte (Chisti, 1989). De esta manera, si la geometria y la
operacion del reactor airlift son apropiadas, se puede obtener una adecuada transferencia de
oxigeno, en un ambiente homogéneo y de reducida exposicion a focos de estrés mecanico.
Los parametros de cultivo y metabdlicos ponen en evidencia, entonces, que el disefio del
reactor airlift utilizado, asi como las condiciones de operacion, son apropiadas para sostener
la proliferacion de la linea celular saUFL-AG-286, y ademas, que esta linea puede ser
cultivada en reactores con agitacion neumatica, en presencia de burbujas. En este sentido, la
linea celular saUFL-AG-286 demuestra similares aptitudes que la linea Sf-21 (Visnovsky y
col., 2003).

La densidad celular maxima alcanzada en el cultivo en el reactor airlift resulté mas
elevada que la obtenida en los otros dos sistemas evaluados en este trabajo, y apenas
ligeramente inferior (10 - 20%) respecto a las obtenidas en frascos con agitacion pendular, en
el mismo medio de cultivo (Gioria, 2008) y en un medio suplementado con suero fetal (Gioria
y col., 2006). Estos valores de densidad celular maxima, aproximadamente entre 3 y 3,5 x 10°
células viables por mL de cultivo, son significativamente inferiores a los alcanzados en
cultivos de células Sf9 y Sf21. Por ejemplo, Maranga y col. (2004) alcanzaron una densidad
celular de 6x10° células.mL™" al cultivar un clon de la linea celular Sf21 en el medio libre de
suero SY00II en reactores de tipo tanque agitado de 2 y 25 litros; por su parte, Pamboukiam y
col. (2008) obtuvieron una concentracion maxima de 10,7x10° células.mL™ al cultivar la linea
celular Sf9 en un bio-reactor de un litro, utilizando el mismo medio de cultivo; y Rodas y col.
(2005), alcanzaron un méximo de 8,8x10° para la misma linea celular, también en el medio
Sf900II. Para la linea saUFL-AG-286, en cambio, nunca se pudo superar el valor de 4-5 x 10°
células viables por mL, aun en cultivos de células adaptadas al medio libre de suero comercial
S900II (resultados no publicados). La imposibilidad de alcanzar mayores densidades

celulares, en cultivos en lote, podria ser un rasgo inherente a la propia linea celular, rasgo que

119



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 3

podria estar determinado por las particulares caracteristicas metabdlicas de las células, o por
su sensibilidad a la accion de factores autocrinos generados por las propias células durante su
proliferacién (Doverskog y col, 1997). La linea celular BTI-TN5B1-4, que tampoco ha podido
ser cultivada hasta densidades tan elevadas como las que se pueden alcanzar en cultivos de
S19 (Rhiel y col., 1997), coincidentemente presenta un patron de comportamiento metabolico
con algunas caracteristicas comunes a las de saUFL-AG-286, principalmente la acumulacion
de amonio en forma proporcional al incremento de la densidad celular (Gioria y col., 2006;
Rhiel y col., 1997). En cambio, las células Sf9 se caracterizan por no producir ni excretar
amonio, ni ningin otro catabolito reconocido hasta el presente (Doverskog y col., 1997;
Drews y col. 2000; Rhiel y col., 1997). Esta u otras diferencias fisioldgicas o metabdlicas
podrian explicar porqué diferentes lineas de células de insectos poseen distintos potenciales
de acumulacion poblacional.

Las células saUFL-AG-286 se adaptaron también a proliferar en un reactor tanque
agitado de fondo plano, equipado y operado tal como se lo hace en un cultivo bacteriano. El
comportamiento del cultivo no difirié significativamente, en ninguno de los parametros
evaluados, respecto al comportamiento en frascos agitados, excepto por una fase lag
ligeramente mas extendida en el tiempo, aunque luego compensada por una velocidad
especifica de proliferacion mas rapida durante la fase de crecimiento exponencial del cultivo.
La viabilidad celular result6 comparable en ambos sistemas, lo cual podria considerarse un
indicador que el nivel de estrés mecanico impuesto sobre las células, como consecuencia de la
agitacion por las turbinas Rushton impulsadas a 250 rpm, no resultdé mas deletéreo que el
debido a la agitacion en un frasco cilindrico en forma orbital, aun en presencia de influjo de
gas en forma de burbujas. Por tanto, las células saUFL-AG-286 parecen ser tan resistentes al
estrés mecanico imperante en un reactor de tipo tanque agitado como las células Sf21
(Maranga y col., 2004). De todos modos, la comparacion de parametros con el cultivo en el
reactor airlift demuestra la superioridad de este ultimo para cultivar células de gran tamafo y
carentes de pared celular, como las de la linea celular saUFL-AG-286.

Los procesos de infeccion y replicacion viral transcurrieron de manera diferente en los
tres sistemas de cultivo estudiados, aunque los rendimientos finales de poliedros virales
resultaron practicamente similares. Al evaluar la proliferacion celular se observé que, a pesar
de haber sido infectados los tres sistemas de forma asincrénica, a la misma multiplicidad de

infeccion y similares densidades celulares iniciales, no hubo proliferacion post-infeccion en el
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cultivo realizado en el reactor airlift, mientras que en los otros dos sistemas se verificé un
incremento de la densidad celular luego de la infeccion. Si se supone que las células que
resultan infectadas dejan de proliferar (Kioukia y col., 1995; Zhang y col., 2005), la magnitud
de la proliferacion post-infeccion en un cultivo puede considerarse un indicador de la
eficiencia de la infeccion: a mayor proliferacion, menos eficiente es la infeccion. Por tanto, la
falta de proliferacion post-infeccion en el reactor airlift podria estar indicando que la
infeccion se produjo de manera mas eficiente que en el STR y en el cultivo agitado. Esta
hipotesis parece estar avalada por una adsorcidon que transcurriéo de forma ligeramente mas
rapida en el reactor airlift, respecto al STR, durante la primera hora luego del agregado del
inoculo viral. Es posible que las caracteristicas de disefio del reactor airlift utilizado en estos
experimentos, que proporciona una relativamente elevada velocidad de circulacion de liquido,
favorezca la probabilidad de colision entre virus y células, y por lo tanto una cinética de
infeccion mas rapida (Visnovsky, 2005). Sin embargo, dado que la multiplicidad de infeccion
utilizada fue de 0,5 DICCs.célula™, no cabria esperar que la infeccion fuera sincronica, y por
lo tanto que el conjunto de las células en cultivo en el reactor airlift interrumpieran su
proliferacion inmediatamente luego del agregado del indculo viral. Este comportamiento es
diferente al observado por Maiorella y col. (1988) en cultivos infectados de células Sf9 en un
medio libre de suero en un reactor airlift de 21 L, en los cuales la detencion de la proliferacion
celular recién se verifico a las 24 horas post-infeccion, aun con infecciones realizadas a
multiplicidades de infeccion superiores a 1, por lo cual la inmediata detencién de la
proliferacion celular post-infeccion no parece ser una propiedad inherente a la evolucion de
los cultivos de células de lepidopteros infectados con baculovirus en reactores airlift, en
general. Jorio y col. (2006) demostraron que las particulas de baculovirus tienden a agregarse
entre si, y que este fendmeno es responsable de la reduccion de los titulos de stocks de
baculovirus preservados a distintas temperaturas. Una posible explicacion para la rapida
detencion de la proliferacion celular post-infeccion en el reactor airlift es que las condiciones
de turbulencia imperantes en el reactor, debido a la elevada velocidad de circulacion de
liquido, contribuyan a disociar los agregados de particulas virales del indculo viral, de tal
manera que la multiplicidad de infeccion real sea significativamente mas alta que la tedrica, y
también mas elevada que la MOI real en el frasco agitado y en el STR. Por lo tanto, la
detencion de la proliferacion celular en el reactor airlift podria ser el resultado de la

combinacion de dos fendmenos, una mayor multiplicidad de infeccion real y una cinética de
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adsorcion mas rapida, ambos fendmenos derivados de la dindmica de la circulacion de liquido
en el reactor.

La falta de proliferacion post-infeccion en el reactor airlift estuvo acompanada por un
consumo muy reducido de glucosa y una falta de acumulacion de amonio. En ninguno de los
sistemas estudiados se verificd limitacion por agotamiento de glucosa. Por otro lado, como se
discuti6 en el capitulo previo, la acumulacion de amonio podria ser un factor inhibitorio de la
capacidad de las células saUFL-AG-286 para replicar AGMNPV y para producir poliedros
virales. Por tanto, la falta de excrecion de amonio constituiria una condicion favorable para
potenciar la produccion de cuerpos de oclusion en los cultivos infectados en el reactor airlift.
El comportamiento del STR fue diferente, acumuldndose amonio durante practicamente toda
la evolucion del cultivo infectado, con una produccion por célula de 8,09x10° mmol, que
resultd 17% superior, en promedio, a la produccion especifica de amonio en cultivos
infectados en frascos agitados, y mas de 900% superior a la produccion especifica de amonio
en el reactor airlift. Si bien la concentracion maxima de amonio en ¢l STR no supero el valor
de 11 mM que Gioria (2008) habia determinado como limite para detectar una interferencia
de la acumulacién de amonio con la capacidad de produccion de poliedros de AgMNPV en
cultivos de células saUFL-AG-286, la elevada produccion especifica de amonio en el STR
podria estar revelando que la fisiologia celular resulté menos favorable para afrontar la
replicacion viral y la produccion de cuerpos de oclusion que en el reactor airlift, aunque
practicamente equivalente a la imperante en los cultivos infectados en frascos agitados.

En consonancia con la hipdtesis anterior, la comparacion de los rendimientos
especificos de cuerpos de oclusion de AgMNPV en los tres sistemas revela que las células
saUFL-AG-286 infectadas en el reactor airlift fueron capaces de producir 2 veces mas
poliedros que las células infectadas en frascos agitados o en el STR. Si se toman en
consideracion los resultados de los experimentos mostrados en el capitulo 2, especificamente
la relacion entre la densidad maxima de células viables y el rendimiento celular especifico de
poliedros (Figura IV.2.7.A), se puede derivar la siguiente ecuacion que permite predecir el
rendimiento especifico de cuerpos de oclusion en funcion de la maxima densidad de células

viables alcanzada en cultivos infectados:

REogs = 775,34 — 5,24x10™ x MDCV (IV.3.1)
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Introduciendo en la ecuacion el valor de la maxima densidad de células viables
alcanzado en el reactor airlift, se puede predecir que el rendimiento especifico de cuerpos de
oclusién, en un cultivo a pequena escala en frasco agitado, con una densidad méxima similar,
hubiera alcanzado a 613 poliedros por célula, un valor practicamente igual a los 605 poliedros
por célula realmente obtenidos en el reactor airlift. La similitud entre el valor predicho y el
obtenido demuestra que las células cultivadas e infectadas en el reactor airlift pueden expresar
una capacidad especifica de produccion de poliedros virales equivalente a la de las células
infectadas a menor escala en frascos agitados. Es notable, por otro lado, que la elevada
capacidad celular para producir poliedros haya estado acompanada por una limitada habilidad
para producir virus brotado, significativamente inferior a la de las células saUFL-AG-286
infectadas en el STR o en frascos agitados. Este resultado parece confirmar observaciones
realizadas previamente por Gioria (2008), que mostraban que en este sistema virus — célula —
medio de cultivo, el incremento de la capacidad de produccion de un fenotipo viral se realiza
a expensas de una reduccion en la habilidad para producir el otro fenotipo. Este fendmeno no
ha podido ser atin explicado.

Introduciendo en la ecuacion (IV.3.1) la densidad méxima de células viables alcanzada
en el STR, se puede predecir que, en un cultivo similar en un frasco agitado, se hubiera
alcanzado un rendimiento especifico de cuerpos de oclusién de 451 poliedros por célula, un
valor que resulta casi 50% superior al efectivamente obtenido en el STR (306 poliedros por
célula), lo cual demuestra que la capacidad intrinseca de las células saUFL-AG-286 para
producir poliedros de AgMNPV resulta depreciada por las condiciones imperantes en el
reactor. La reducida capacidad celular para producir poliedros en el STR podria resultar
consecuencia de limitaciones para replicar al virus, pero el elevado titulo de virus brotado
alcanzado en el sobrenadante de cultivo de la infeccion en el reactor STR demuestra que las
células conservan la capacidad de replicar al virus y ensamblar viriones brotados. Por tanto,
una explicacién mas plausible podria ser que la interferencia se produzca sobre los eventos
que conducen al ensamblaje de los cuerpos de oclusidon, un proceso mas tardio y mas
complejo, durante el ciclo de replicaciéon de los baculovirus, que el ensamblaje de virus
brotado. Es posible que una fisiologia celular sub-o6ptima, vinculada a la heterogeneidad
ambiental que caracteriza a este reactor, revelada por la elevada excrecion de amonio, o bien
el impacto del estrés mecanico sobre la funcionalidad celular, afecten el normal desarrollo del

proceso de ensamblaje de cuerpos de oclusion.
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A pesar de las diferencias en la capacidad especifica de produccion de cuerpos de
oclusion de AgMNPV en los dos reactores estudiados, los rendimientos volumétricos finales
de poliedros fueron iguales, y ambos resultaron un 20% inferior al rendimiento alcanzado en
el cultivo control infectado en un frasco agitado. Las causas que motivaron que los
rendimientos finales en uno y otro reactor resultaron menores a los del control son diferentes.
Mientras en el reactor airlift, con una elevada produccion por célula, la limitacion radico en la
reducida densidad celular, en el reactor tanque agitado, por el contrario, la razén del reducido
rendimiento volumétrico de cuerpos de oclusion fue la limitada capacidad celular para
producir poliedros. En uno y otro reactor, entonces, no se cumplieron las previsiones del
modelo desarrollado en el capitulo anterior (ecuacion 1V.2.3), que vincula la multiplicidad de
infeccion y la densidad celular inicial con el rendimiento volumétrico de poliedros,
demostrando la sensibilidad del modelo frente a la influencia de factores que modificarian la
velocidad de infeccion, como en el reactor airlift, o que alterarian la capacidad celular para
producir poliedros, como en el reactor de tipo tanque agitado. Sin embargo, se debe destacar
la robustez del sistema virus — célula — medio de cultivo, que, independientemente del sistema
utilizado en el escalamiento, en condiciones de cultivo y/o infeccidon sub-Optimas, mantuvo el
rendimiento de producto en un nivel no inferior al 70% del alcanzado en condiciones Optimas
a escala de 12 mL. Estos rendimientos volumétricos, obtenidos en reactores estandares que
pueden utilizarse para el cultivo de otros microorganismos, y en un medio de bajo costo, son
aun tres veces mas elevados que los obtenidos, para el mismo producto viral, en un bio-
reactor con células Sf9 cultivadas en un medio libre de suero comercial de alto costo,
empleando un reactor especificamente disefiado para el cultivo de células animales (Rodas y
col., 2005), y se encuentran en el limite determinado por el modelo establecido por Rhodes
(1996) para el desarrollo de un proceso econdmicamente factible de produccion de

baculovirus insecticidas en cultivos de células de insectos lepidopteros.
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IV.4.1. Introduccidn
Bacillus thuringiensis (Bt) es la principal bacteria entomopatogena utilizada para el

control de plagas agricolas y forestales, como asi también para combatir vectores de
transmision de enfermedades como el dengue y la fiebre amarilla. Los productos obtenidos en
cultivos de esta bacteria, que representan el 90-95% del volumen de los insecticidas
biologicos producidos anualmente, son utilizados como componentes de diferentes sistemas
de manejo integrado de plagas (Udayasuriyan y col., 1996; Zouari y col., 2002).

Bt se caracteriza por la presencia de varios plasmidos que codifican para proteinas
entomotoxicas (0 -endotoxinas), conocidas como proteinas cristalinas (Cry), que son
sintetizadas durante la fase de esporulacion como protoxinas en inclusiones cristalinas
intracelulares. Con la completa esporulacion y lisis de la célula madre, los cristales son
liberados al medio externo (Schnepf'y col., 1998).

Las toxinas Cry tienen un espectro muy definido de actividad insecticida, por lo general
restringido a unas pocas especies dentro de un orden particular de insectos. Actualmente han
sido definidas toxinas para insectos del orden de lepidopteros (mariposas y polillas), dipteros
(moscas y mosquitos), coledpteros (escarabajos y gorgojos) y himenopteros (avispas y
abejas). Una pequefia minoria de toxinas Cry muestran actividad contra especies que no sean
insectos, tales como nematodos (Maagd y col., 2001; Bravo y col., 2007).

Bacillus thuringiensis svar. kurstaki (Btk) produce un cristal bipiramidal, que incluye
las proteinas Cry 1 Aa, Cry 1 Ab, Cry 1Ac y Cry 2 Aa (Schnepf y col., 1998). Algunos
autores han propuesto que este serovar es capaz de producir cristales cubicos asociados a la
presencia de la toxina Cry 2 (Gomes Monnerat y col., 2007). Cry 1 es una protoxina de 130
kDa de peso molecular, que es capaz de producir un fragmento activo N-terminal de 65 kDa
contra insectos lepidopteros (Crickmore y col., 1998; Kwa y col., 1998); por su parte el peso
de la protoxina Cry 2 es de aproximadamente 70 kDa y el peso de la toxina activa se
aproxima también a 65 kDa (Rukmini y col., 2000). Particularmente la subclase 2A de Cry 2
se ha reportado como una toxina activa para lepidopteros y dipteros (Rukmini y col., 2000;
Sauka y Benintende, 2008).

La produccion de Bt se lleva a cabo en bio-reactores de capacidad industrial. La escala
de producciéon y el costo del medio de cultivo lo hacen el mas econdomico de todos los
insecticidas microbianos para producir. Sin embargo, su costo es aun elevado si se lo compara

con muchos insecticidas sintéticos (Flexner y Belnavis, 1998). Las materias primas utilizadas
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en la formulacién de medios de cultivo tienen un importante impacto sobre la economia de los
procesos de produccion industrial de Bt (Rowe y Margaritis, 2004). Una alternativa utilizada
para hacer econdémicamente factibles los procesos de produccién de Bt es la utilizacion de
medios de cultivo formulados a partir de distintos sub-productos y desechos de origen
agricola o industrial (Adams y col., 1999-2002; Lachhab y col., 2001; Zouari y Jaoua, 1999;
Zouari y col., 2002), o aun de procesos de tratamiento de aguas (Lachhab y col., 2001; Tirado
Montiel y col., 2001; Vidyarthi y col., 2002). La utilizacion de desechos de un primer proceso
como materia prima para un proceso secundario influye favorablemente sobre la factibilidad
economica de ambos, el original y el secundario, y ademds contribuye a reducir el impacto
ambiental global. En los procesos de produccion viral en cultivos celulares, como la
produccion de baculovirus en cultivos de células de insecto, el medio de cultivo termina
constituyendo un fluido que debe descartarse luego de la recuperacion del producto. Este
medio de desecho podria aun ser suficientemente rico como para sostener la propagacion de
organismos nutricionalmente menos exigentes que las células de insecto. La utilizacion del
efluente de descarte de la produccion de baculovirus en cultivos celulares para la propagacion
de una bacteria de interés econdmico, como Btk, podria significar una contribucioén en el
camino al desarrollo de procesos econdomicamente factibles de produccion de bioinsecticidas
virales in vitro.

Por otro lado, como se coment6 previamente, una de las limitaciones a la expansion del
uso de agentes bioldgicos radica en que sus propiedades insecticidas son menos notables que
las de aquellos de origen quimico. Para mejorar esas propiedades se han encarado proyectos
de modificacion genética (Tomalski y Miller, 1991). Se ha demostrado que un baculovirus
modificado genéticamente para expresar una delta endotoxina de Bt posee una aptitud
insecticida mejorada respecto al virus silvestre (Chang y col., 2003). Sin embargo, por tratarse
de un producto genéticamente modificado, estda sometido a numerosas regulaciones y
restricciones. Un co-producto que contenga ambos insecticidas, producidos en un Unico
proceso fermentativo, y por lo tanto de origen natural, podria expresar propiedades similares
al recombinante. Existen escasos antecedentes de procesos fermentativos que permitan
obtener mas de un producto (Parajé y col., 1997; Lin y col., 2004; Eiteman y col. 2008), y en
nuestro conocimiento, ninguno que haya sido desarrollado para producir un virus animal y un
producto bacteriano. Por otro lado, no existen tampoco antecedentes sobre la produccion, en

un unico lote fermentativo, de dos insecticidas microbianos.
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En este capitulo se presenta un estudio de la propagacion, esporulacion y expresion de
la actividad toxica de Btk en cultivos realizados en condiciones axénicas y polixénicas. En
esta Ultima condicion, se propone y verifica la factibilidad de la produccion de un
bioinsecticida combinado, de base viral y bacteriana, un co-producto de AgMNPV y Btk
generado en un unico proceso fermentativo. Adicionalmente, se realizd una evaluacion
preliminar de la factibilidad del escalamiento del proceso de co-produccion en dos tipos de
reactores, un reactor tanque agitado y un reactor de tipo airlift, frecuentemente utilizados en la

industria de agrobiologicos.
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1VV.4.2. Resultados

IVV.4.2.1. Caracterizacion del crecimiento de cultivos de Btk en un medio estandar
Con el objetivo de caracterizar cinéticamente el crecimiento del bacilo, asi como la

produccion de los cristales paraspodricos, se realizaron cultivos por duplicado en el medio
caldo tripteina soja (CTS), incubandolos a 30 °C sobre un agitador orbital a 180 rpm. Con los

datos obtenidos se realizo la curva de crecimiento que se muestra en la figura IV.4.1.
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Figura 1V.4.1: Curva de crecimiento y diferenciacion de Btk HD-1 en medio de cultivo CTS. Los cultivos se
incubaron a 30 °C sobre un agitador orbital a 180 rpm. Se tomaron muestras periodicas que fueron cuantificadas
mediante recuento en camara de Neubauer. Las barras verticales corresponden a las desviaciones estandar de los
recuentos realizados en cada cultivo.

Como se observa en la figura IV.4.1, en el lapso inicial de 10 horas se desarrolla la fase
de crecimiento exponencial. La misma, se caracteriza por una velocidad especifica de
crecimiento celular de 0,8 h™'. Esta fue calculada mediante regresién lineal desde la pendiente
de la grafica semilogaritmica, en base neperiana (n =12; R=0,9913).

Luego de las 10 horas de cultivo, se inicidé la fase estacionaria. Esta fase estuvo
caracterizada por el mantenimiento de la concentracion de células vegetativas. Al promediar
dicha fase, se produjo la aparicion de esporangios. Hacia las 50 horas de cultivo se comenz6 a
observar la aparicion de esporos libres, coincidentemente con la disminuciéon en el recuento
de células vegetativas. La concentracion de esporos alcanzo su valor maximo hacia las 70
horas de cultivo, y se mantuvo constante hasta el final del experimento.

En la figura IV.4.2 se muestran sendas microfotografias de los extendidos realizados a
la muestra correspondiente a la cosecha del cultivo, a la que se le realizé tanto coloracion

simple como tincioén de esporos.
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Figura 1V.4.2: Microfotografias de extendidos de un cultivo de Btk. A) Coloracién simple. B) Coloracion
diferencial para esporos y células vegetativas. Para detalles ver el texto.

Como se observa en la figura IV.4.2 A), con la coloracién simple empleando cristal
violeta se tifien las células vegetativas (C.V.) y los cuerpos parasporicos (Cry), mientras que
los esporos (Esp.) se observan como estructuras sin tefiir. Por otro lado, como se observa en la
microfotografia mostrada en la figura IV.4.2 B), con la coloracion diferencial empleando
verde de malaquita se tifien los esporos, de color verde, mientras que las células vegetativas y
los cristales toman la coloracion de contraste.

Finalmente, se procesaron cultivos realizados en forma paralela para extraer las
proteinas cristalizadas en los cuerpos parasporicos. El extracto obtenido fue resuelto
electroforéticamente en geles de poliacrilamida. Los resultados se muestran en la figura

IV.4.3.

65 kDa

Figura 1V.4.3: Fotografia de un gel de poliacrilamida al 12 %, tefiido con azul de Coomasie. Las indicaciones
numéricas corresponden a: 1) extracto del cultivo; 2) marcadores de pesos moleculares (rango: 10 a 220 kDa); 3)
y 4) primer y segundo lavado con PBS, respectivamente, del pellet de cultivo.}

~130~



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 4

Como se observa en la figura 1V.4.3, no se detectd la presencia de proteinas en los
sobrenadantes de lavado con PBS. Mediante la aplicacion de la técnica de extraccion alcalina,
se obtuvo una banda proteica mayoritaria de 65 kDa de peso molecular (calle 1). Esta banda
corresponderia a un producto de degradacion de las protoxinas, posiblemente debido a la
accion de proteasas secretadas por la bacteria, segun se demostrd en otros trabajos publicados

previamente (Reddy y col., 1998; Rukmini y col., 2000; Tan y Donovan, 2000).

1V.4.2.2. Cultivo de Btk en reactores.
A continuacidn, el mismo bacilo fue cultivado en reactores. Para ese fin se emplearon el

reactor tanque agitado y el reactor airlift que se describieron en el capitulo 3. El medio de
cultivo utilizado fue UNL-10, y la temperatura de incubacion fue de 30 °C. Los cultivos se
inocularon con una suspension de esporos de forma tal que el indculo inicial resultd, en cada
caso, 5x10° esporas.mL'l. Diariamente se tomaron muestras de cada cultivo, en las cuales se
determind la concentracion de las diferentes formas bacterianas.

En la figura IV.4.4 se aprecia la evolucion del cultivo realizado en el reactor de tipo
tanque agitado, en el cual la concentracion de oxigeno disuelto fue regulada automaticamente
en el 40% de saturacion. Los esporos utilizados como indculo desaparecieron a partir de las
dos horas post-inoculacion, momento a partir del cual se comenzd a detectar la forma
vegetativa del bacilo, la cual prolifer6 en forma exponencial hasta las 9,5 horas post-
inoculacion. La velocidad especifica de crecimiento fue 0,799 h™'. Esta fue calculada mediante
regresion lineal desde la pendiente de la grafica semilogaritmica, en base neperiana (n =5; R=
0,9928). La concentracion de esporangios alcanz6 su maximo a las 45,5 horas, siendo la
misma de 4x10® esporangios.mL™. Al mismo tiempo aparecieron los primeros esporos y
cristales, que incrementaron su concentracion en los dias posteriores a expensas de la lisis de
esporangios, cuya concentracion se redujo.

El reactor con agitacion neumatica utilizado se traté del reactor airlift concéntrico
descripto previamente. Debido a la imposibilidad de adaptar un electrodo al sistema, la
concentracion de oxigeno disuelto no pudo ser regulada. Se decidio arbitrariamente que el

flujo de aireacion sea de 0,2 L.min ' (perfil de aireacién 1).
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Figura 1V.4.4: Evolucion de las diferentes estructuras bacterianas de Btk, en un
cultivo realizado en un STR en el medio UNL-10, a 30 °C con una concentracion
de oxigeno disuelto regulada automaticamente en el 40% de saturacion. El mismo
fue inoculado con una concentracion de esporos de 5x10° esporos.mL™

En la figura IV.4.5 se muestra la evolucion del cultivo del bacilo en el reactor airlift,
utilizando el medio UNL-10. La evolucion del cultivo resultd sustantivamente diferente a la
observada en los dos cultivos referidos previamente, principalmente por el escaso nivel

alcanzado de diferenciacion celular. El niimero méaximo de células vegetativas fue de

3,48)(108 células mL'l, registrado a las 22,50 horas post-inoculacion.
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Figura 1V.4.5: Curva de crecimiento de Btk, en el medio UNL-10, en un bio-
reactor airlift, incubado a 30 °C, utilizando el perfil de aireacion n° 1. El mismo se
inocul6 con esporos a una concentracién inicial de 5x10° esporos.mL .
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La velocidad especifica de crecimiento fue de 0,55 h™', no se observaron estructuras de
resistencias, ni formacion de cristales paraspdricos. Ademds, las células vegetativas se
cargaron de vacuolas, que podrian tratarse de cuerpos de almacenamiento de polisacéaridos o
de polihidroxialcanoatos (Wakisaka y col., 1982; Walther y col., 1986; He y col., 2002).
Diversos trabajos realizados por otros autores (Avignone-Rossa y col., 1992; Morris et al,
1996; Razo Flores et al, 1997; Rowe et al, 2003) resaltan la importancia de la oxigenacion de
estos cultivos, especialmente para la esporulacion. Es posible, entonces, que el flujo de
aireacion suministrado al cultivo, 0,20 L min™, haya resultado insuficiente para sostener la
diferenciacion de las células vegetativas a esporos y cristales. Tomando como base esta
suposicion se decidio reforzar la aireacion del reactor, para comprobar si a mayores flujos de
aire se podia obtener una completa diferenciacién celular, con formacion de esporos y
cristales. Se plante6 entonces el siguiente esquema de aireacion: las primeras 3 horas de
cultivo, el flujo de aire fue de 0,20 L min'; a partir de entonces y hasta las 10 horas, el caudal
empleado fue de 1,00 L min™ y la alimentacion se realizé con oxigeno puro. A continuacion,
y hasta las 24 horas, el caudal con el que se insuflé oxigeno fue de 0,50 L min™. Pasadas las
24 horas de desarrollo del cultivo, se alimentd nuevamente con aire a una velocidad de 0,20 L
min™ (Perfil de aireacién 2). En la figura IV.4.6 se muestra la curva de crecimiento de Btk, en

el medio UNL-10 con el perfil de aireacion antes descripto.
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Figura 1V.4.6: Curva de crecimiento de un cultivo de Btk, en el medio UNL-10,
en un bio-reactor airlift, incubado a 30 °C, utilizando el perfil de aireacién n° 2.

El mismo se inoculd con esporos a una concentracion inicial de 5x10°
esporos.mL™".
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En la figura 1V.4.6 puede observarse que, bajo las condiciones del nuevo régimen de
aireacion, se produjo la diferenciacion de células vegetativas a esporos (2,29x10® esporos mL~
Y, y la consecuente produccién de cristales parasporicos. El maximo numero de células
vegetativas fue de 5,37x10° células mL™, y se alcanz6 a las 10 horas post-inoculacién. La
velocidad especifica de crecimiento fue de 0,84 h™'.

En la tabla IV.4.1 se resumen algunos parametros determinados en los diferentes
cultivos en bio-reactores. En la misma, se ve claramente la superioridad del STR en lo que
respecta a la maxima densidad celular, rendimiento de esporos y, sobre todo, en la eficiencia
de esporulacion, siendo la misma un 41,2% mayor con respecto al reactor airlift. Esta menor
eficacia para diferenciar las células a esporos en el reactor airlift, es probable que se deba a

una insuficiencia en el suministro de oxigeno durante la fase de desarrollo exponencial del

cultivo.
Tabla IV.4.1: Parametros obtenidos en los cultivos de Btk realizados en bio-reactores.
Parametro STR Airlift (Perfil 1)  Airlift (Perfil 2)
u[h'] 0,79 0,55 0,84
Tiempo de duplicacion (hs) 0,87 1,26 0,82
Maxima densidad alcanzada 9,5 +1,1 3,46+0,52 5,37+0,62

[(N° CV + DS) x 10° mL™"]
Rendimiento de esporos 6,88+0,92 - 2,29+0,51
[(N° de esporos + DS) x 10°mL"
Eficiencia de Esporulacion (%)* 72,4 0 42,6

*Se calcula como: (N° de esporos/ N° de células vegetativas)*100.
DS: Desviacion estandar.

Para obtener una evidencia adicional sobre la relacion entre la oxigenacion de los
cultivos de Btk, la diferenciacion celular y la produccion de la endotoxina, se llevo a cabo un
nuevo experimento utilizando cultivos en frascos de tipo Erlenmeyer. En este ensayo se
emplearon diferentes volimenes de medio de cultivo, en frascos de similares dimensiones y
geometria, ademds de un control incubado en condiciones estaticas. Frascos conteniendo 15,
30 y 60 mL de medio de cultivo UNL-10 fueron inoculados con una suspension de esporos

realizada en un buffer salino de fosfatos de forma tal de lograr una concentracion inicial de
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5x10° esporos.mL™". Los cultivos se incubaron a 30 °C, siendo la velocidad de agitacion de
180 rpm, hasta la diferenciacion de las células vegetativas en esporos y cristales. Los

rendimientos finales de formas de resistencia se muestran en la figura IV .4.7.
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Figura 1V.4.7: Concentraciones finales de esporos obtenidas en cultivos agitados a 180 rpm,
realizados con distintos volimenes del medio UNL-10 y en un cultivo sin agitacion. Los
mismos fueron inoculados con esporos de Btk HD-1 a una concentracién inicial de 5x10°
esporos.mL™" e incubados a 30 °C.

Como se observa en la figura IV.4.7, con el aumento del volumen de medio de cultivo
empleado disminuy¢ la concentracion de estructuras de resistencia obtenidas en cada cultivo.
Ademas, cultivos de 30 mL realizados en condiciones estdticas produjeron 7,3 veces menos
estructuras de resistencia que el mismo cultivo incubado en agitacion.

Si bien estos resultados demostrarian la importancia del oxigeno en la evolucion de los
cultivos de Btk, seran necesarios nuevos experimentos que evaliien, ademas, la incidencia de

la agitacion y el mezclado sobre los cultivos realizados en estas condiciones.

1V.4.2.3. Evaluacion del desarrollo de Btk sobre cultivos infectados de la linea UFL-Ag-
286.

En la siguiente etapa experimental, se caracterizé el crecimiento de Btk en el medio de
cultivo UNL-10 en condiciones polixénicas, que consta de un cultivo de la linea celular de
lepidoptero UFL-AG-286 en el medio UNL-10 infectada con AgMNPV. El mismo se llevo a
cabo en frascos Erlenmeyers utilizando 30 mL de medio que fueron incubados a 30 °C sobre
un agitador orbital a 180 rpm. Se realizd como control un cultivo en el medio CTS. En la tabla
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IV.4.2 se muestran los parametros obtenidos en el medio UNL-10 polixénico y en el medio
control.
Tabla IV.4.2: Comparacion de los parametros de cultivo obtenidos al cultivar el Btk en condiciones axénicas

empleando el medio de cultivo CTS, y de manera polixénica en el cultivo de la linea celular UFL-AG-286
infectada con el AgMNPV.

Parametro CTS UNL-10 polixénico
uh'] 0,8 0,63
Tiempo de duplicacion (hs) 0,87 1,1
Max. densidad alcanzada 6,55 +0,07 8,10+ 1,30

[(N°CV +DS) x 10° mL™"]
Rendimiento de esporos 5,83 +£0,46 8,25+0,87
[(N° de esporos + DS) x 10°mL
Eficiencia de Esporulacion (%) 89 100

*Se calcula como: (N° de esporos/ N° de células vegetativas)*100.
DS: Desviacion estandar.

De la comparacion de las velocidades de crecimiento, se puede observar que el bacilo
duplica 1,3 veces mas rapido cuando se utiliza como medio de cultivo el CTS. Sin embargo, a
pesar de tener un tiempo de duplicacion mayor, la maxima densidad celular y el mayor
rendimiento de estructuras de resistencia se alcanzaron cuando Btk se desarroll6 en el medio
UNL-10 polixénico. Se obtuvo un 23,7 % mas de células vegetativas, mientras que el
rendimiento de esporos fue 1,42 veces superior con respecto al medio control.

En la figura IV.4.8 se observa un extendido realizado a partir de la muestra tomada al
momento de la cosecha del cultivo realizado en condiciones polixénicas. En la misma es
posible observar la coexistencia de células infectadas con AgMNPV y de las estructuras
bacterianas caracteristicas de un cultivo en fase estacionaria tardia de Btk. Es decir que al
final del cultivo se encuentran presentes las estructuras que les dan caracteristicas insecticidas
a estos organismos separadamente, aunque la mera presencia de los poliedros virales no
implica la preservacion de su integridad estructural y su actividad bioldgica, que podrian

afectarse por el desarrollo del bacilo.
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Figura 1V.4.8: Coloracién simple del extendido de un cultivo de Btk
realizado en condiciones polixénicas.

El siguiente paso en este trabajo fue estudiar si el desarrollo del bacilo no afectaba los
poliedros virales, ya que es sabido que Bt produce proteasas (Reddy y col., 1998; Rukmini y
col., 2000; Tan y Donovan, 2000), que podrian llegar a hidrolizar la matriz de poliedrina que
envuelve a los viriones ocluidos, dejando expuestos a los mismos a dafios del microambiente
en el que estan inmersos, como podria ser la inactivacion de los viriones por particulas
reactivas del oxigeno. Con el objetivo de dilucidar si el desarrollo de Btk en el medio
conteniendo poliedros de baculovirus puede alterar la estructura de la poliedrina viral, se
realizaron extracciones alcalinas utilizando la técnica descripta para las proteinas cristalizadas
en cuerpos parasporicos de Bt a diferentes tiempos de cultivo. Los extractos obtenidos se
resolvieron electroforéticamente en un gel de poliacrialamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes (Figura 1V.4.9.A). Los pellets obtenidos post-extraccion fueron
resuspendidos en SDS y sometidos a una corrida electroforética. A partir de la muestra
correspondiente a las 19 horas de cultivo, los pellets obtenidos post-extraccion fueron,

ademas, diluidos al tercio (Figura IV.4.9.B).
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Figura 1V.4.9: Geles de poliacrilamida al 12%. A) Extractos alcalinos de muestras tomadas a distintos
tiempos de cultivos. B) Pellets resuspendidos en SDS. Desde t=19hs en adelante fueron diluidos al tercio para
ser resueltos en la electroforesis. Las indicaciones numéricas corresponden al tiempo de cultivo en horas. M:
marcador de peso molecular. A: Calle donde se sembrd la muestra correspondiente al medio UNL-10 polixénico
antes de ser inoculado con esporos del Btk. > Bandas correspondientes a la poliedrina. Cry: Banda
correspondiente a la entomotoxina bacteriana.

En la figura IV.4.9.A se puede observar que la banda atribuible a la proteina cristalina
mayoritaria de los poliedros, poliedrina, aparece en los extractos alcalinos hasta las 13 horas
de cultivo, tiempo a partir del cudl la misma deja de ser extraida, o es degradada, y comienza
a observarse la aparicion de la banda de 65 KDa atribuida a la proteina entomotoxica
producida por el bacilo. La intensidad de esta banda se incrementa con el correr del tiempo,
indicando claramente el aumento de la concentracion de dicha proteina al incrementarse el
tiempo de cultivo, a excepcion de las muestras correspondientes a las ultimas 48 horas de

cultivo, en donde esta banda aparece un poco mas tenue.

~138~



IV. Resultados y Discusién-Capitulo 4

El analisis de la figura 1V.4.9.B aporta informacién en relacion a la desaparicion de la
banda putativa de poliedrina de los extractos alcalinos, a partir de las 13 horas de cultivo.
Como se puede observar, esta banda se encuentra presente en todas las muestras, mientras que
la banda de 65 KDa lo hace a partir de las 21 horas de cultivo. Es decir que, luego de proceder
a realizar la extraccion por medio de carbonato de sodio, la poliedrina permaneceria
mayoritariamente en el pellet, sin degradarse, y solo estaria presente en los extractos alcalinos
hasta que se produce la irrupcion en el cultivo de la endotoxina de Btk. Este comportamiento
podria atribuirse a que las condiciones empleadas no resultan suficientemente enérgicas como
para extraer ambas proteinas, o que la presencia de la endotoxina, o de algun otro producto
del cultivo de Btk de aparicion contempordnea, ejerceria un efecto protector sobre la
estructura de los poliedros virales, impidiendo su disolucion y la liberacion de la poliedrina.
De cualquier manera, los resultados de este experimento permiten apreciar, cualitativamente,
que la poliedrina viral, principal componente estructural del fenotipo insecticida no resulta
degradada durante la propagacion de Btk en el mismo medio de cultivo.

Para evaluar de manera semi-cuantitativa la evolucion de la concentracion de poliedrina
en los cultivos polixénicos se realizaron dos nuevos geles al 12% (no mostrados), en donde se
sembraron concentraciones conocidas de albumina, que permitieron evaluar por densitometria
la cantidad de poliedrina en dos muestras, la del medio UNL-10 conteniendo poliedros
virales, y la del mismo medio luego del cultivo del bacilo. En este caso, no se utiliz6 el
carbonato como agente extractante, sino que las muestras de cultivos luego de ser lavadas con
PBS se resuspendieron directamente en SDS. Mediante el programa Lablmage v2.7 free
edition se pudo determinar que la concentracion de proteina de la banda atribuible a
poliedrina fue similar, antes y después de la inoculacioén y propagacion del bacilo. Por tanto,
aparentemente las proteasas generadas por el bacilo durante su desarrollo no degradarian la
proteina mayoritaria de los poliedros, o si lo hacen es en una magnitud que no puede

apreciarse con la metodologia empleada.

IV.4.2.4. Evaluacion de la actividad biologica de diversos formulados sobre larvas
neonatas de Anticarsia gemmatalis.
Los resultados obtenidos anteriormente demuestran la factibilidad de producir cristales

entomotoxicos de Btk en un medio en el cual se multiplicé previamente, en un cultivo de
células de insecto, el virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis, sin

que la propagacion del bacilo altere, aparentemente, la integridad de los poliedros virales. Si,
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ademas, éstos conservaran su actividad bioldgica, seria posible plantear la co-produccion de
ambos insecticidas, el de origen viral y el origen bacteriano, en un Unico producto de accion
dual. Con el objetivo de evaluar la factibilidad de esta hipotesis, se procedid a evaluar la
actividad biologica de diversos formulados sobre larvas de Anticarsia gemmatalis. Las

muestras sometidas a bio-ensayo fueron las siguientes:
e Cultivo de la linea UFL-AG- 286 infectada con AgMNPV en el medio UNL-10
e Cultivo de Btk en el medio UNL-10.
¢ Cultivo de Btk en condiciones polixénicas.
Ademas se realizaron los siguientes controles:
e Medio UNL-10, para descartar actividad insecticida debido al medio de cultivo.

e Cultivo de Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti), en el medio UNL-10. Bti es
un bacilo gran positivo, que produce proteinas entomotoxicas cuyo blanco de accion son

dipteros, no presentando actividad contra lepiddpteros.

¢ Cultivo de Bti en condiciones polixénicas. Debido al parentesco entre ambas cepas
bacterianas, se realizd este control con el objetivo de evaluar si los poliedros de
AgMNPV, generados en la primera etapa de produccion, presentan una pérdida de

poder insecticida, después de soportar el desarrollo de Bti.

En la tabla IV .4.3 se observan los resultados de mortalidad, expresada en concentracion
letal media, que corresponden al promedio de 3 bioensayos validos realizados cada uno en
dias diferentes. Se considera un ensayo valido si cumple los postulados descritos por Ibarra y
Federici (1987). Como se puede ver en la misma, la valoracién de los cultivos de Btk se
realizd mediante el recuento de esporos. Si bien los esporos no tienen actividad insecticida,
puede presentar una actividad sinérgica a la misma (He y col., 2003). Por otro lado, la
produccion de la entomotoxina se encuentra estrechamente relacionada al proceso de
esporulacion y algunos autores proponen la existencia de una relacion de uno a uno entre
esporos y cristales, es decir por cada esporangio que se lisa, se liberan al ambiente un esporo y
un cristal (Obeta y Okafor, 1984). Por tal motivo, en este trabajo se optd por realizar la

valoracion de los cultivos de Btk teniendo en cuenta su concentracion de esporos.
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Tabla 1V.4.3: Actividad biologica de diversos formulados sobre larvas neonatas de
Anticarsia gemmatalis.

Muestra Poliedros| Esporos ClLg? cv®
(mL™) (mL™ (uL.mL™ de (%)
dieta)

AgMNPV 2,03x 10° - 0,52 [0,42-0,64] 3,27
Btk - 9,73 x 10® | 0,33 [0,27-0,38] 5,96
AgMNPV + Btk |2,05x 10°| 9,7x10° | 0,41 [0,35-0,47] 15,7
Bti (6) - 8,43 x10° >50,00 ND
AgMNPV +Bti | 2,15x 10°| 3,53x 10° | 0,46 [0,37-0,57] 10,87

Medio UNL-10 - - - -

“ Concentracion letal media y limites de confianza del 95%; " Coeficiente de variacion

Haciendo uso de los datos de concentraciones de poliedros y esporos de cada muestra
testeada, se expresO la concentracion letal media en esporos y en poliedros por mililitro de

dieta, respectivamente. Los datos resultantes se muestran en la figura IV.4.10.
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Figura 1V.4.10: Concentracion letal media expresado en niimero de esporos y niimero
de poliedros por mL de dieta de los diferentes cultivos realizados sobre el medio UNL-
10.

El andlisis de la figura IV.4.10 y la tabla 1V.4.3 permite apreciar que tanto los esporos
de Btk, como los poliedros de AgMNPYV, cuando fueron producidos en el medio UNL-10,
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resultaron activos contra larvas neonatas de Anticarsia gemmatalis. El producto de
fermentacion monoxénica de Btk resultd significativamente mas activo que el producto de la
replicacion de AgMNPV (p<0,01). La mezcla de ambos, cuando fueron producidos en forma
secuencial en un mismo cultivo, también result6 activa. La actividad del co-producto (CLsg
0,41 pl.mL" de dieta) resultd intermedia respecto a la de los mono-productos: mayor que la
de los poliedros de AgMNPV (CLs 0,52 pl.mL™ de dieta), y menor que la de los esporos de
Btk (CLsy 0,33 pl.mL™" de dieta), cuando cada uno fue producido y aplicado como mono-
producto. Sin embargo, considerando que las condiciones experimentales empleadas en los
ensayos de actividad bioldgica no permiten discriminar entre los efectos producidos por cada
co-producto, no se puede establecer fehacientemente que el efecto de mortalidad fuera
producto de la actividad de uno, otro, o ambos, y de que manera, y en que medida,
interaccionaron cuando se suministraron como co-producto a los insectos blanco. De todos
modos, como la actividad de los esporos de Btk y los poliedros de AgMNPV, calculada en el
co-producto como si cada uno de los componentes estuviera aislado (Figura 1V.4.10), resulto
diferente a la determinada para cada insecticida producido como mono-producto, es razonable
suponer que ambos establecen alguna forma de interaccion cuando se aplican como un co-
producto. Con la informacién obtenida en estos experimentos no es posible determinar la
naturaleza de esa interaccion, pero la co-produccion o la co-aplicaciéon de poliedros de
AgMNPV parece interferir de manera antagénica sobre la actividad de Btk, que reduce
ligeramente su actividad en el co-producto (CLsy 3,98x10° esporos.mL™) respecto al mono-
producto (CLsy 3,21x10° esporos.mL™). Por otro lado, la co-produccion de Btk sobre la
suspension de poliedros de AgMNPV, y su co-aplicacion, contribuyen a incrementar la
actividad biologica del producto de fermentacion (CLsy 8,4x10* poliedros.mL™) respecto al
producto de la propagacion monoxénica de AGMNPV (CLs, 1,1x10° poliedros.mL™). Sera
necesario realizar experimentos que separen los procesos de produccion y aplicacion,
trabajando con mezclas de distinta concentracion de cada insecticida, para poder confirmar
estas interacciones.

Una de las cuestiones mas relevantes a resolver durante el proceso de co-produccion
radica en la preservacion de la actividad de los poliedros virales durante la propagacion y
esporulacion de Btk. Como se menciond anteriormente, las condiciones experimentales
empleadas no permitian discriminar entre los efectos producidos por los esporos de Btk y los

poliedros de AgMNPV, por lo cual no resultd posible establecer si éstos tltimos eran activos
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en el co-producto Btk-AgMNPV. Para resolver esta cuestion se introdujo el control de co-
produccion Bti-AgMNPV, en el cual, dado que Bti no es activo sobre el insecto blanco (CLsy
> 4x10” esporos.mL™), la actividad del co-producto es atribuible enteramente a los poliedros
de AgMNPV. La actividad de los poliedros de AgMNPV en este co-producto (CLs 9,89x10*
poliedros.mL™) es practicamente idéntica a la de los poliedros virales cuando son producidos
en el cultivo monoxénico (CLsy I,OSXIO5 poliedros.mL'l). Es decir, la actividad biologica de
los poliedros virales no resulté modificada por la propagacion de Bti, y por lo tanto es
altamente probable que también resulte preservada cuando la bacteria propagada es Btk, dado

el estrecho parentesco filogenético entre ambos bacilos.

IVV.4.2.5. Produccion del co-producto bioinsecticida a mayor escala
La produccion del co-producto bioinsecticida a mayor escala se realizd en el reactor

tanque agitado. Se utilizé la misma unidad empleada para el cultivo e infeccion de la linea
celular saUFL-AG 286 descripta en el capitulo 3 de los resultados del presente manuscrito. La
producciéon de los poliedros virales se llevd a cabo segin lo descripto en el mencionado
capitulo, alcanzandose un rendimiento de 1,7x10® poliedros.mL™". Posteriormente, se procedi6
a la inoculacion del cultivo con esporas de Btk de forma tal que la concentracion inicial
resultd de 5x10° esporos.mL™. En esta parte del proceso la temperatura de incubacion fue de
30 °C. La velocidad de agitacion inicial fue de 250 rpm, elevandose la misma segin los
requerimientos de oxigenacion del bacilo. En este caso la concentracion de oxigeno disuelto
se mantuvo de forma automatica en 40%. El caudal de aire utilizado durante todo el cultivo
fue de 80 mL.min". Durante las 3 y 24 horas de cultivo se alimentd con oxigeno puro para
satisfacer los requerimientos de oxigeno del bacilo. La formacion de espuma se controld
automaticamente mediante el empleo de una sonda de nivel y el agregado de simeticona
(30000 ppm). Diariamente, se realizaron determinaciones del consumo global de oxigeno del
reactor. Ademas, se tomaron muestras, en las cuales se determind la concentracion de las
diferentes formas bacterianas, la concentracion de glucosa y amonio.

En la figura IV.4.11 se observa la evolucion de las diferentes estructuras bacterianas en
el cultivo realizado en el reactor tanque agitado. En la misma se observa que los esporos que
forman parte del indculo utilizado van disminuyendo su concentracion hasta dejar de
detectarse luego de la cuarta hora de cultivo. No se observo una fase de latencia en el cultivo,
y la fase exponencial se extendi6 hasta las nueve horas post-inoculacion. La misma se

caracterizo por una velocidad especifica de crecimiento celular de 0,85 h™'. Esta fue calculada
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mediante regresion lineal desde la pendiente de la grafica semilogaritmica, en base neperiana
(n=5; R=0,9787).

La muestra correspondiente a las 24 horas de iniciado el cultivo, no pudo ser
cuantificada mediante el recuento en camara debido a que las diferentes formas bacterianas se
encontraban formando cumulos imposibles de cuantificar. Hacia las 49 horas de cultivo se
observaron esporos libres y cristales parasporicos, coincidentemente con la disminucion en el
recuento de células vegetativas. La concentracion de esporos alcanzo su valor maximo hacia
las 77,5 horas de cultivo, y se mantuvo constante hasta el final del experimento.

En la figura IV.4.12 se observa que el consumo global de oxigeno acompafio la

proliferacion del bacilo, alcanzando su maximo a las 9 horas de cultivo.
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Figura 1V.4.11: Evolucion de las diferentes estructuras de Btk en el cultivo realizado en
condiciones polixénicas en un reactor tanque agitado con un volumen operativo de 800 mL.
Se inocul6 con una concentraciéon de esporos inicial de 5x10° esporos.mL™ y se incub6 a 30
°C, manteniendo la concentracion de oxigeno disuelto de automatica al 40%.
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Figura 1V.4.12: Consumo global de oxigeno en funcion del tiempo.

La glucosa resultd consumida a partir de las 2 horas post-inoculacion, hasta las 23,5
horas de cultivo, cuando su concentracion tendid a cero, manteniéndose constante hasta el
final del cultivo. El amonio fue producido durante todo el cultivo alcanzando su
concentracion maxima al momento de la cosecha (77,5 hs), siendo la misma de 29,97 mM

(Figura IV .4.13).
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Figura 1V.4.13: Consumo de glucosa y produccion de amonio de Btk en un cultivo realizado en
reactor tanque agitado, empleando el medio de cultivo UNL-10 polixénico.
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Tabla 1V.4.4: Parametros de cultivo de Btk obtenidos en las diferentes escalas de produccion del co-producto
bioinsecticida.

Parametro de cultivo Frasco agitado STR

w(h™h 0,63 0,85

Tiempo de duplicacion (hs) 1,1 0,81
Rendimiento Esporos 8,25+ 0,87 10,9+1,2

N° Esporos + DS) x 10® mL™
[( p

Como puede observarse en la tabla IV.4.4, al aumento en la escala de produccion se
asocid el incremento de la velocidad especifica de crecimiento y del rendimiento final de
esporos. La utilizacion del bio-reactor, con todos los controles que permite su configuracion,
permitio alcanzar una velocidad especifica de crecimiento 1,35 veces mayor. El rendimiento
de esporos en el reactor fue de 1,09x10° esporos.mL™, y la misma fue el maximo rendimiento

de esporos obtenido en este trabajo.
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1VV.4.3. Discusion

En este trabajo se demostrd que Btk puede ser cultivado en medios axénicos, como asi
también en un medio efluente de un proceso de produccion de baculovirus en cultivos
celulares libres de suero, aun en presencia de los productos de dicho proceso. Las cinéticas de
proliferacion de este microorganismo fueron similares a las descriptas por otros autores (Yang
y Wang, 1998), independientemente del medio utilizado, consistiendo tipicamente en tres
etapas: exponencial, esporulacion y lisis. Por otro lado, la observacién microscopica de los
cultivos permitié apreciar la existencia de cuatro etapas morfologicamente distinguibles, en

coincidencia con lo descripto previamente por Berbert-Molina y col. (2008):

e Fase [: crecimiento vegetativo; se caracterizd por un crecimiento exponencial seguido
por un periodo no exponencial, durante la cual se observaron bacilos largos, uniformes

y aislados, y ademas bacilos dobles y cadenas, con alta movilidad.

e Fase II: transicién a la esporulacion; caracterizada por bacilos mdas cortos, células

aisladas, poca motilidad y comienzo de la floculacion.

e Fase III: esporulacion; formacion de esporangios, intensa floculacion celular, y

decrecimiento de la curva de proliferacion.

e Fase IV: maduracion de los esporos y lisis celular; aparicion de esporas y cristales
proteicos, desaparicion de los floculos, desaceleracion de la curva de crecimiento.

Cuando el microorganismo se cultivd en el medio CTS, la velocidad especifica de
crecimiento fue de 0,80 h™'; mientras que al utilizar el medio UNL-10 en el mismo sistema de
cultivo se alcanz6 una velocidad especifica de proliferacion un 20% menor. Estos valores
estan en el orden de los informados por otros autores para Bt. Vidyarthi y col. (2002),
lograron una velocidad especifica de crecimiento de 0.64 h', cuando cultivaron Btk en un
medio caldo de soja suplementado con extracto de levadura. Por su parte, Rowe y col. (2003),
reportaron una velocidad de crecimiento especifica de 0.47 h', cuando Btk se cultivé en un
medio que contenia 10 g L' de glucosa. Esta concentracion de glucosa estd por encima de la
utilizada en esta tesis, variando la concentracion en el medio UNL-10 polixénico entre 5,5 y 6
gL', quizés este sea el motivo por el cuél difieren las velocidades especificas de crecimiento,
ya que algunos autores mostraron que altas concentraciones de nutrientes inhiben el
crecimiento de Bt, perjudicando a su vez el proceso de esporulacion y la sintesis de toxina
(Zouari y Jaoua, 1999; Ozkan y col., 2003; Bebert-Molina y col., 2008). Sin embargo, en los

casos donde se reportan efectos inhibitorios sobre el normal desarrollo de Bt, se utilizaron
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concentraciones de glucosa mas elevadas que la reportada por Rowe y col. (2003), siendo de
35 g.L"! para Btg (Bacillus thuringiensis var. galleriae), 56 g.L"' para Btk y 75 g.L"! para Bti
(Berbert-Molina y col. 2008).

Por otro lado, Vidyarthi y col. (2002) observaron que una velocidad especifica de
crecimiento menor, como en el caso del crecimiento en el medio UNL-10 polixénico, respecto
al medio CTS en frascos agitados, generé una mayor concentracion de células vegetativas y
estructuras de resistencia. Segin estos autores, la razoén seria que a menores velocidades
especificas de crecimiento el sustrato se degrada lentamente, lo que ayudaria a madurar los
esporos y daria lugar a la sintesis correcta de la endotoxina antes de la lisis de los esporangios.

El estudio de las proteinas insecticidas que produce esta cepa de Btk reveld la presencia
de una banda mayoritaria de aproximadamente 65 kDa, no observandose la banda de 130 KDa
correspondiente a la proteina cristalina Cry 1, asi como tampoco la banda de
aproximadamente 70 KDa correspondiente a la protoxina Cry 2, también descripta como una
de las constituyentes del cristal paraspérico producido por Btk HD-1 (Schnepf y col., 1998).
La banda de 65 KDa podria corresponder al producto de degradacion de ambas protoxinas,
activadas por proteasas generadas por el microorganismo durante el cultivo. En Btk se han
caracterizado tres proteasas intracelulares de masas moleculares 92, 72 y 69 KDa (Rukmini y
col., 2000). Si bien en este trabajo se ha utilizado EDTA 1mM, conjuntamente con el
extractante CO3;Na,, para inhibir las proteasas, ya que se ha descripto que en Btk HD-1 una
metaloproteasa enddgena estaria involucrada en la activacion de la protoxina (Reddy y col.,
1998), es posible que la concentraciéon de EDTA utilizada no haya resultado suficiente. En el
trabajo publicado por Rukmini y col. (2000) se utilizo EDTA 100 mM para inhibir la proteasa
de 69 KDa de Bacillus thuringiensis var. tenebrionis. Ademas, Reddy y col. (1998),
determinaron que s6lo el 26% de la actividad proteasa fue inhibida con EDTA. Sin embargo,
no todas las cepas de Btk exhiben esta fuerte actividad proteolitica. Andrews y col. (1985)
observaron que la cepa HD-251 de Btk present6 una actividad proteolitica menor al 10% de la
que determinaron en la cepa LBIl. En esta ultima la actividad se incremento
contemporaneamente con la sintesis del cristal proteico, razéon por la cual en las corridas
electroforéticas realizadas sobre extractos de esta tltima cepa, ademads de la banda de 135 kDa
observable en los extractos de la cepa HD-251, se aprecio la existencia de una banda adicional
de 68 KDa, que corresponderia al producto de degradacion de la toxina por proteasas

enddgenas.
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La produccion de proteasas por parte del bacilo, en un cultivo conteniendo poliedros de
AgMNPV, abre la posibilidad de que la integridad de éstos ultimos sea afectada por la
actividad de aquellas, como consecuencia de la degradacion proteolitica de las proteinas
virales. Poliedrina, la proteina mayoritaria de la estructura de los cuerpos de oclusion, parece
no resultar susceptible, al menos dentro del nivel de discernimiento que ofrece la técnica
utilizada. Ademas, el andlisis de los ensayos de actividad biologica realizados con el co-
producto AgMNPV-Bti, que presentd6 una capacidad insecticida que no difirid
significativamente de la del mono-producto viral, parece ratificar que la integridad estructural
de los poliedros, que deviene en la preservacion de su actividad biologica, no se ve afectada

por la propagacion y esporulacion bacteriana.

Sin embargo, por otro lado, el comienzo de la fase de esporulacion bacteriana se asocid
con la emergencia de un cambio en la susceptibilidad de los poliedros virales a la
solubilizacion en medio alcalino, que podrian alterar la capacidad insecticida viral. El analisis
electroforético de los polipéptidos presentes en los extractos alcalinos y los pellets insolubles
remanentes muestra que los poliedros de AgMNPV se tornan resistentes a la disolucion
alcalina cuando Btk comienza a esporular. Este aumento de la resistencia a la disolucion
alcalina en presencia de los esporos bacterianos podria, eventualmente, impactar sobre la
actividad bioldgica viral, ya que la liberacion de los viriones ocluidos, que dan comienzo a la
infeccion en el tracto digestivo del huésped, es una condicién necesaria para que el virus
pueda expresar su capacidad patogénica. Si bien este efecto no fue advertido en los ensayos
de actividad biologica realizados con el co-producto AgMNPV-Bti, no puede descartarse que

el mismo se produzca en la mezcla AgMNPV-Btk.

Por otro lado, los poliedros de AgMNPV presentaron una CLsy de 1,06x10°
poliedros.mL™" de dieta. Este valor es significativamente mayor que los determinados por
Morales y col. (2001) y Rodas y col. (2005) para la cepa 2D de AgMNPV, aunque las
metodologias utilizadas para la evaluacion fueron diferentes a la empleada en este trabajo. No
se evaluo en forma paralela la actividad bioldgica de los poliedros de la cepa de AgMNPV
utilizada en esta tesis, obtenidos por propagaciéon en larva, y por lo tanto, no es posible
establecer si el elevado valor de la CLsy determinado aqui se debe a las diferencias
metodologicas sefialadas anteriormente, a diferencias en la virulencia de las distintas cepas de
AgMNPV, o a una pérdida de la virulencia del virus utilizado en los experimentos de esta

tesis debido a su pasaje en cultivos celulares. Esta ultima alternativa no parece probable, ya
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que poliedros de la misma cepa viral, con idéntico nimero de pasajes en cultivos celulares,
presentaron una actividad bioldgica similar a la de los poliedros obtenidos a partir de larvas

infectadas (Gioria, 2008).

La actividad bioldgica de Btk, producido como mono-producto en medio axénico UNL-
10, fue aproximadamente similar, o mayor, a la determinada en otros trabajos, aunque estas
comparaciones deben tomarse con precaucion debido a las diferencias en las cepas
bacterianas y huéspedes utilizados. Mientras la concentracion letal 50% determinada para Btk
producido en medio UNL-10 resulté igual a 3,21x10° esporos.mL™ de dieta, Amin y col.
(2008) determinaron que la mezcla esporo-cristal, obtenida de cultivos alimentados de Btk,
presentd CLso de 8,6x10°% 2,3x107 y 6,1x10” sobre larvas del primer estadio de Spodoptera
littoralis, Sesamia cretica y Anagasta kuehniella, respectivamente. Por otro lado, Zhang y col.
(2009), determinaron que la cepa comercial BMBO00S5 de Btk presentd una concentracion letal
de 0,623 pL.mL" de dieta sobre larvas neonatas de Spodoptera exigua, concentracion que es
1,9 veces mayor a la que el bioinsecticida de Btk HD-1 evidenci6 sobre larvas neonatas de

Anticarsia gemmatalis.

La evaluacion de la actividad insecticida revela la existencia de interacciones entre los
componentes del co-producto insecticida. La actividad bioldgica especifica de Btk parecio
reducirse cuando fue propagado en condiciones polixénicas, respecto a la actividad insecticida
del producto propagado en medio axénico. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo no permiten discriminar si el aumento de la CLs, se debe a una verdadera reduccion de
la actividad insecticida de la preparacion bacteriana durante su preparacion, o bien es el
producto de una interferencia debida a la co-aplicacion del baculovirus durante los ensayos de
actividad biologica. Por el contrario, la actividad insecticida de la preparacion viral-bacteriana
fue mayor que la del mono-producto viral. Schmidt y col. (2009) determinaron que la
ingestion de dosis sub-letales de CryFa2 por parte de larvas de Agrotis ipsilon producia un
aumento de la susceptibilidad a la infeccion por el virus de la poliedrosis nuclear multiple de
Agrotis ipsilon. Raymond y col. (2006) observaron, por el contrario, la existencia de
antagonismo entre AcCMNPV y la toxina CrylAc cuando se aplicaron en Plutella xylostella.
Por otro lado, Liu y col. (2006), quienes estudiaron la interaccion entre el virus de la
poliedrosis nuclear de Helicoverpa armigera y la toxina CrylAc de Bt Berliner en diferentes
condiciones experimentales, determinaron que en la mayoria de las condiciones estudiadas

que involucraban la aplicacion conjunta de ambos insecticidas, la interaccion era antagdnica.
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La informacidén obtenida en esta tesis es insuficiente para establecer la naturaleza de la
interaccion entre AgMNPV y Btk. Se deberan realizar nuevos ensayos, en los cuales se
separen los procesos de produccion y aplicacion, y se trabaje con distintas dosis de ambos
insecticidas, para dilucidar si esa interaccion es fruto de la co-produccion, de la co-aplicacion,

0 de ambas.

El escalado de la produccion de Btk se llevdo a cabo utilizando bio-reactores con
diferentes tipos de agitacion, mecédnica y neumadtica. Bio-reactores de las mismas
caracteristicas han sido utilizados por otros autores obteniendo buenos resultados en lo que
respecta a rendimiento. La configuracion del reactor airlift utilizado en este trabajo no
permitio la correcta proliferacion y diferenciacion de Btk. Esto se debid a la incapacidad del
mismo de transferir el oxigeno requerido por la bacteria durante su fase de crecimiento
exponencial. Avignone Rossa y col. (1992), observaron un rendimiento de esporos 2,25
mayor cuando los cultivos no se realizaron limitados en oxigeno. Por otro lado, estos autores
describieron que la interrupcion de la aireacidon, en cultivos donde la fase exponencial se
desarrolld bajo condiciones no limitadas, la esporulacion no fue inhibida, pero si lo fue la
sintesis de la toxina (Sarrafzadeh y Navarro, 2005). Parece probable que el cultivo de Btk en
el reactor airlift utilizado en este trabajo se desarrolldo en condiciones limitantes de oxigeno
durante su desarrollo exponencial, y por tal razéon no logré diferenciarse a esporos y cristales.
La modificacion en el perfil de aireacion, en la que se otorgd un caudal de oxigeno mayor,
contribuyd a suplir de manera mas efectiva los requerimientos respiratorios de este
organismo. Sin embargo, la eficiencia de esporulacion en este reactor estuvo muy por debajo
de la obtenida en la otra configuracion de reactor utilizada en este trabajo (STR), en el que se
mantuvo la concentracion de oxigeno disuelto de manera automatica, asegurando que no
exista una deficiencia en este nutriente. Huang y col. (2001), lograron incrementar la
produccion de la exotoxina thuringiensina y la eficiencia de esporulacién al modificar la
estrategia de aireacion en un reactor airlift, que les permitié controlar el nivel de espuma
ademas de la concentracion de oxigeno disuelto, la cudl se mantuvo en 10%. El bio-reactor
airlift utilizado en este trabajo no permite la adaptacion de sensores de ningun tipo, por tal
motivo, para poder aplicar una estrategia semejante, se deberia disefiar y construir un nuevo

reactor que admita este tipo de dispositivos.

El cultivo de Btk HD-1 en el reactor tanque agitado permitié obtener altos rendimientos

de esporos en los dos medios de cultivo utilizados, UNL-10 axénico y UNL-10 polixénico.
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Sin embargo, se obtuvo un mayor rendimiento al utilizar como medio de cultivo el UNL-10
polixénico. Si comparamos los rendimientos alcanzados para este medio de cultivo a las
diferentes escalas utilizados se observa que el rendimiento de esporos fue un 32% superior
cuando se utilizo el reactor. Esta diferencia se debe probablemente a que en el reactor la
transferencia de masa fue mejor que en el Erlenmeyer, otorgando a las células todos los
nutrientes requeridos mas efectivamente. Por otro lado, la velocidad especifica de crecimiento
fue también superior en el reactor. Al incrementar 26,7 veces la escala de produccion se
obtuvo un aumento del 35% en la velocidad de proliferacion especifica, mientras que, Razo
Flores y col. (1997), al escalar el cultivo de Btk, en 78,6 veces el tamafio, apreciaron una

reduccidn de la velocidad de crecimiento del 13%.

En lo que respecta a rendimientos de esporos, como ya se menciond anteriormente, la
sintesis de la toxina esta estrechamente ligada con el proceso de esporulacion, por esta razon
es comun encontrar en la bibliografia que al producir Bt se informen solamente las
concentraciones de esporos, o también se acompaia esta informacion con las concentraciones
de toxina. Sin embargo, es preferible que se evalue la actividad biologica de los productos de
fermentacion obtenidos, ya que, como lo han demostrado otros autores, altos rendimientos de
esporos no implican una elevada entomotoxicidad del producto (Farrera, y col., 1998). Al
utilizar el medio UNL-10 polixénico se obtuvo un rendimiento promedio, en ambas escalas,
de 9,57x10° esporos.mL, este valor fue 2,09 y 1,64 veces mas grande que el promedio de
esporos obtenidos en las fermentaciones en bio-reactores realizadas en medio UNL-10 y a la
concentracion alcanzada en el medio control CTS, respectivamente. En muchos trabajos
publicados los rendimientos de esporos fueron mayores que los alcanzados en este trabajo.
Tal es el caso de Ghribi y col. (2007), que utilizando un STR y un medio de cultivo a base de
almidon, soja y agua de mar diluida, obtuvieron concentraciones de esporos que variaron
entre 3,2 y 4,5x10° esporos.mL™" de la cepa BNS3 de Btk, segun fueran variando el perfil de
aireacion del mismo. Ozkan y col. (2010), al utilizar deshechos de aves de corral, obtuvieron
18,8 veces mas esporos de la cepa 81 de Btk que al utilizar un medio comercial (6,4 x 10°
esporos.mL™). Por su parte, Prabakaran y col. (2008), alcanzaron rendimientos de esporos de
Bti de 3,4.10"" esporos.mL™, utilizando como medio de cultivo agua de coco con el agregado
de una solucion salina. Avignone Rossa y col. (1992), obtuvieron rendimientos semejantes a
los alcanzados en este trabajo en condiciones polixénicas, los mismos variaron entre 7,9 y

9,1x10® esporos.mL™ en cultivos no limitados por oxigeno en un medio de cultivo que consto
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de una base salina adicionada de glucosa y extracto de levadura. Yezza y col. (2006)
alcanzaron rendimientos de esporos de la cepa HD-1 de Btk que variaron entre 6,47x10" y
6,67x10% esporos.mL™, utilizando como medio de cultivo suspensiones de diferentes plantas
de tratamiento de efluentes. Como puede verse, los rendimientos de esporos obtenidos, asi
como también la produccion de proteinas entomotdxicas no son ajenos a la diferente
composicion de los medios de cultivo utilizados. El medio UNL-10 polixénico se presenta
como un buen candidato para el desarrollo industrial de Btk, debido a que soporta el
desarrollo y la diferenciacion del mismo, sumado a la posibilidad de tener un bioinsecticida
dual. Una alternativa para intensificar los rendimientos seria la utilizacién de sistemas de
cultivo alimentados, siempre y cuando ademas de incrementar el rendimiento de esporos se

intensifique su poder insecticida.
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Conclusiones

v" Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que los cultivos en suspension de
células de insecto en botellas de pequefio volumen, sometidos a agitacion orbital, pueden
constituir un sistema util para el desarrollo de procesos en los cuales se requiere trabajar con
multiples unidades, para estudiar los efectos de varias variables, con reducido costo
experimental.

v" Se establecid un sistema experimental consistente en cultivos en suspension de la linea
celular saUFL-AG-286 en el medio libre de suero UNL-10, en botellas de vidrio de 100 mL
de volumen, mantenidos en un agitador orbital con temperatura regulada. En este sistema se
pudo determinar la combinacion de condiciones operativas mediante las cuales es posible
alcanzar un valor 6ptimo de la velocidad especifica de proliferacion celular.

v' La combinacion de ambas variables que permitié alcanzar el valor maximo de la
velocidad especifica de proliferacion permiti6é también obtener los rendimientos mas elevados
de cuerpos de oclusion en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 infectados con el virus
AgMNPV.

v El sistema de cultivo en suspension de células saUFL-AG-286 fue aplicado a estudiar,
la influencia de dos parametros de infeccion, la densidad celular al momento del agregado del
in6culo viral y la multiplicidad de infeccion, sobre la produccion de poliedros de AgMNPV
en cultivos infectados. El andlisis de los resultados demostré6 que la capacidad celular
especifica de produccion de cuerpos de oclusion, como asi también su rendimiento final, se
correlacionaron con la densidad celular maxima alcanzada en cada cultivo infectado, y que
¢ésta ultima, a su vez, depende de la seleccion de la densidad celular al momento de la
inoculacion viral y la multiplicidad de infeccion.

v Se desarroll6 un modelo empirico, el cual resultd util para establecer la combinacion
de los pardmetros de infeccidn que permiten alcanzar el rendimiento méaximo de cuerpos de
oclusion.

v Diferentes combinaciones de los parametros multiplicidad de infeccion y densidad
celular inicial pueden determinar la misma densidad celular maxima y, en consecuencia, el
mismo rendimiento de cuerpos de oclusion. De esta manera, resultod posible alcanzar maximos
rendimientos de poliedros mediante la infeccion temprana de los cultivos en suspension a una

baja multiplicidad de infeccion. Este resultado tiene un impacto favorable sobre la economia
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del proceso, ya que minimiza el consumo de Stock viral, y contribuye a preservar la calidad
del producto, ya que al reducir los requerimientos de stock se necesita un ntimero menor de
rondas de amplificacion para preparar el inoculo viral, disminuyendo la probabilidad de
variacion del genoma viral.

v Infectando en esas condiciones se pudieron obtener rendimientos de cuerpos de
oclusion tan elevados como 3 x 10® poliedros.mL".

v" El cultivo de células saUFL-AG-286 en el medio de libre de suero UNL-10 se escald
en dos bio-reactores de diferente configuracion, un tanque con agitacion mecénica a través de
impulsores de tipo Rushton, oxigenado por insuflado de aire, y un reactor airlift concéntrico,
demostrando que estas células pueden adaptarse a las condiciones imperantes en procesos
fermentativos caracteristicos de la industria productora de agro-bioldgicos.

v" El reactor airlift mostr6 una aptitud superior que el reactor con agitacion mecanica
para el cultivo de esta linea celular, aptitud demostrada a través de una mayor velocidad
celular especifica de proliferacion, una densidad celular méxima mas elevada, la ausencia de
fase lag, una viabilidad mas elevada, un mas eficiente uso de la glucosa, principal fuente de
energia en los cultivos de las células saUFL-AG-286, y una menor produccion y excrecion de
amonio, el principal toxico producto del metabolismo celular.

v" Los cultivos de células saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV en ambos reactores
produjeron elevados rendimientos volumétricos de cuerpos de oclusion virales, si bien
resultaron 30% inferiores a los previstos de acuerdo al modelo empirico desarrollado en
cultivos infectados a escala de frascos agitados.

v En el reactor airlift, la reduccion del rendimiento volumétrico parece ser la
consecuencia de una mayor eficiencia en la infeccidon inicial, que limité la proliferacion
celular, y por lo tanto el niimero de células productoras de poliedros, mientras que la
capacidad especifica de cada célula fue similar a la obtenida en cultivos en frascos agitados
que alcanzaron la misma densidad celular maxima.

v" La reduccién del rendimiento volumétrico de poliedros en cultivos infectados en el
reactor de tipo tanque agitado parece ser consecuencia de una reduccidon en la capacidad
celular especifica de produccion de cuerpos de oclusion. La heterogeneidad ambiental que
caracteriza al reactor, y el estrés mecanico impuesto por la agitacion, podrian ser los factores
determinantes de la limitada habilidad de las células saUFL-AG-286 para producir poliedros

de AgMNPYV en el reactor de tipo tanque agitado.
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v' Es importante destacar que ambos reactores fueron configurados para simular las
condiciones operativas tipicas de las fermentaciones bacterianas industriales, de tal manera se
demuestra que es posible alcanzar rendimientos econdmicamente significativos en
condiciones de produccion industrial.

v Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron la factibilidad de producir esporos
y cristales entomotoxicos de Bacillus thuringiensis sobre cultivos de células saUFL-AG-286
previamente infectados con AgMNPV en el medio de cultivo libre de suero, y de bajo costo,
UNL-10.

v’ La propagacion del bacilo, y su esporulacion, no alteraron la actividad biologica de los
cuerpos de oclusion de AgMNPV producidos en la primera etapa del proceso de co-
produccion, ni tampoco parecieron afectar la integridad de la poliedrina viral.

v" El proceso de co-produccion de ambos insecticidas bioldgicos se escald en un reactor
de tipo tanque agitado, en el cual se obtuvo como productos finales una mezcla en suspension
de poliedros de AgMNPYV vy esporos y cristales de Bacillus thuringiensis var. kurstaki.

v" La evaluacion de la actividad bioldgica de la mezcla insecticida sobre larvas neonatas
de Anticarsia gemmatalis mostré que existe interaccion entre ambos, aunque la dilucidacion
de la naturaleza de esta interaccion requerira la realizacion de experimentos especificos.

v" En nuestro conocimiento, esta es la primera descripcion de un proceso que permite
producir dos insecticidas bioldgicos en una misma fermentacion, y es también la primera
descripcion de un proceso que combina, en un mismo reactor, la multiplicacion de un virus en
cultivos de una linea celular eucariota, y la propagacion y esporulacion de una bacteria. Estos
resultados pueden constituir un aporte al desarrollo de procesos fermentativos

econdmicamente factibles de produccion de agentes bioldgicos de control de plagas.
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Resumen

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), una de las principales plagas
de los cultivos de soja, puede ser eficientemente controlada mediante la utilizacion de
insecticidas de origen biologico. Dos de los bioinsecticidas utilizados con ese proposito son el
virus de la poliedrosis nuclear multiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) y las
entomotoxinas producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk). A pesar
de sus innegables ventajas ambientales, la aceptacion de estos plaguicidas, y la expansion de
su aplicacion, estan condicionadas por dos factores principales: sus propiedades insecticidas
son menos notables que las que caracterizan a los productos de sintesis quimica y, por otro
lado, exhiben una relacion actividad/precio menos ventajosa. Con el objetivo de contribuir a
superar estas limitaciones, se propuso estudiar la factibilidad de desarrollar un proceso
fermentativo combinado para obtener un co-producto constituido por ambos bio-insecticidas.
Para tal fin se desarrolldé una estrategia experimental en cuatro etapas: establecimiento del
sistema de cultivo de la linea celular saUFL-AG-286 en frascos con agitacion orbital; estudio
de la influencia de las condiciones de infeccion, modelado y optimizacién de la produccion
del insecticida viral; escalado de la produccion viral en reactores de disefio estandar; y estudio
de la factibilidad de obtencién del co-producto viral bacteriano.

En primer término se establecid un sistema experimental consistente en cultivos en
suspension de la linea celular saUFL-AG-286 en el medio libre de suero UNL-10, en botellas
de vidrio de 100 mL de volumen, mantenidos en un agitador orbital con temperatura regulada.
En este sistema se estudio la influencia de dos variables operativas, la velocidad de agitacion
y el volumen de llenado de las botellas, mediante la utilizacion de un disefio experimental de
tipo factorial completo. Ademds, se pudo determinar la combinacion de condiciones
operativas mediante las cuales es posible alcanzar un valor 6ptimo de la velocidad especifica
de proliferacion celular. Este valor éptimo, 0,02273 + 0,00052 h™', es similar al determinado
para la misma linea celular en cultivos con agitacién pendular (0,024 h™ en el medio TC-100
suplementado con suero y 0,026 h™' en el medio libre de suero UNL-8). La combinacion de
ambas variables que permitiéo alcanzar el valor maximo de la velocidad especifica de
proliferacién permitié también obtener los rendimientos mas elevados de cuerpos de oclusion

en cultivos de la linea celular saUFL-AG-286 infectados con el virus AgMNPV.
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Una vez establecido, el sistema de cultivo en suspension de células saUFL-AG-286 en
frascos con agitacion orbital fue aplicado a estudiar, utilizando dos series experimentales con
disefio factorial completo con punto central, la influencia de dos pardmetros de infeccion, la
densidad celular al momento del agregado del in6culo viral y la multiplicidad de infeccion,
sobre la produccion de poliedros de AgMNPV en cultivos infectados. El analisis de los
resultados demostré que la capacidad celular especifica de produccion de cuerpos de oclusion,
como asi también su rendimiento final, se correlacionaron con la densidad celular maxima
alcanzada en cada cultivo infectado, y que ésta ultima, a su vez, depende de la seleccion de la
densidad celular al momento de la inoculacion viral y la multiplicidad de infeccion. A partir
de anélisis de regresion de los resultados obtenidos en ambas series experimentales se pudo
derivar un modelo empirico, el cual resultd util para establecer la combinacion de los
pardmetros de infeccion que permiten alcanzar el rendimiento maximo de cuerpos de
oclusiéon. Una importante conclusion que deriva de los resultados obtenidos en este trabajo es
que diferentes combinaciones de los parametros multiplicidad de infeccion y densidad celular
inicial pueden determinar la misma densidad celular maxima y, en consecuencia, el mismo
rendimiento de cuerpos de oclusion. De esta manera resultd posible alcanzar maximos
rendimientos de poliedros mediante la infeccion temprana de los cultivos en suspension a una
baja multiplicidad de infecciéon, minimizando la demanda de indculo viral, por tanto
reduciendo el nimero de rondas de replicacion para preparar el volumen de stock requerido, y
en consecuencia, también contribuyendo a reducir la probabilidad de variacion del genoma
viral. Infectando en tales condiciones se pudieron obtener rendimientos de cuerpos de
oclusion tan elevados como 3x10° poliedros.mL™', rendimientos que son consecuencia de la
aptitud intrinseca de las células saUFL-AG-286 para replicar al virus AgMNPV, para el cual
son naturalmente susceptibles y permisivas, de la capacidad del medio libre de suero UNL-10
para satisfacer los requerimientos especificos de la replicacion viral y la produccion de
cuerpos de oclusion, y de la identificacion de las condiciones de infeccion que permiten
optimizar dichos rendimientos.

El cultivo de células saUFL-AG-286 en el medio de libre de suero UNL-10 se escalé en
dos bio-reactores de diferente configuracion, un tanque con agitacion mecénica a través de
impulsores de tipo Rushton, oxigenado por insuflado de aire, y un reactor airlift concéntrico,

demostrando que estas células pueden adaptarse a las condiciones imperantes en procesos
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fermentativos caracteristicos de la industria productora de agro-biologicos. El reactor airlift
mostro una aptitud superior que el reactor con agitacion mecanica para el cultivo de esta linea
celular, aptitud demostrada a través de una mayor velocidad celular especifica de
proliferacion, una densidad celular maxima mas elevada, la ausencia de fase lag, una
viabilidad mas elevada, un mas eficiente uso de la glucosa, principal fuente de energia en los
cultivos de las células saUFL-AG-286, y una menor produccion y excrecion de amonio, el
principal toxico producto del metabolismo celular.

Los cultivos de células saUFL-AG-286 infectados con AgMNPV en ambos reactores
produjeron elevados rendimientos volumétricos de cuerpos de oclusion virales, si bien
resultaron 30% inferiores a los previstos de acuerdo al modelo empirico desarrollado en
cultivos infectados a escala de frascos agitados. En el reactor airlift, la reduccion del
rendimiento volumétrico parece ser la consecuencia de una mayor eficiencia en la infeccién
inicial, que limito la proliferacion celular, y por lo tanto el nimero de células productoras de
poliedros, mientras que la capacidad especifica de cada célula fue similar a la obtenida en
cultivos en frascos agitados que alcanzaron la misma densidad celular maxima. Por otro lado,
la reduccion del rendimiento volumétrico de poliedros en cultivos infectados en el reactor de
tipo tanque agitado parece ser consecuencia de una reduccién en la capacidad celular
especifica de produccion de cuerpos de oclusion. La heterogeneidad ambiental que caracteriza
al reactor, y el estrés mecdnico impuesto por la agitacion, podrian ser los factores
determinantes de la limitada habilidad de las células saUFL-AG-286 para producir poliedros
de AgMNPYV en el reactor de tipo tanque agitado. Es importante destacar que ambos reactores
fueron configurados para simular las condiciones operativas tipicas de las fermentaciones
bacterianas industriales, de tal manera que los resultados alcanzados en esta tesis demuestran
que es posible alcanzar rendimientos econdémicamente significativos en condiciones de
produccion industrial.

Por ultimo, los resultados obtenidos en esta tesis demostraron la factibilidad de producir
esporos y cristales entomotodxicos de Bacillus thuringiensis sobre cultivos de células saUFL-
AG-286 previamente infectados con AgMNPV en el medio de cultivo libre de suero, y de
bajo costo, UNL-10. La propagacion del bacilo, y su esporulacion, no alteraron la actividad
bioldgica de los cuerpos de oclusion de AgMNPV producidos en la primera etapa del proceso

de co-produccién, ni tampoco parecieron afectar la integridad de la poliedrina viral. El
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proceso de co-produccion de ambos insecticidas bioldgicos se escald en un reactor de tipo
tanque agitado, en el cual se obtuvo como productos finales una mezcla en suspension de
poliedros de AgMNPV y esporos de cristales de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki. La
evaluacion de la actividad bioldgica de la mezcla insecticida sobre larvas neonatas de
Anticarsia gemmatalis mostré que existe interaccion entre ambos, aunque la dilucidacion de
la naturaleza de esta interaccidn requerira la realizacion de experimentos especificos.

En nuestro conocimiento, esta es la primera descripcion de un proceso que permite
producir dos insecticidas bioldgicos en una misma fermentacion, y es también la primera
descripcion de un proceso que combina, en un mismo reactor, la multiplicacién de un virus en
cultivos de una linea celular eucariota, y la propagacion y esporulacién de una bacteria. Estos
resultados pueden constituir un aporte al desarrollo de procesos fermentativos

econdmicamente factibles de producciéon de agentes biologicos de control de plagas.
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Abstract

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), a major pest of soybean crops,
can be efficiently controlled by using insecticides of biological origin. Two of the bio-
insecticides used for this purpose are the Anticarsia gemmatalis multicapsid
nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) and the entomotoxins produced by the bacterium Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki (Btk). Despite its undeniable environmental advantages,
acceptance of these pesticides, and the expansion of its application are conditioned by two
main factors: its insecticidal properties are less remarkable than those that characterize the
products of chemical synthesis and, moreover, exhibit a less advantageous activity/price
relationship. In order to help overcome these limitations, it was proposed to study the
feasibility of developing a combined fermentation process to obtain a co-product consisting of
two bio-insecticides, AQMNPV and Btk. To this end, a four steps experimental strategy was
developed: establishment of a suspension culture system for the cell line saUFL-AG-286 in
flasks with orbital shaking; study of the influence of the conditions of infection, modelling
and optimization of AQMNPV production in suspension cultures of saUFL-AG-286 cells;
scaling-up of viral production in standard bio-reactors; and evaluation of the feasibility to
obtain the viral-bacterial co-product.

First, it was established an experimental system consisting of suspension cultures of the
saUFL-AG-286 cell line in the serum-free medium UNL-10, in glass bottles of 100 mL
volume, kept in a heated orbital shaker. In this system, the influences of two operational
variables, the stirring speed and the filling volume of bottles, were studied using a full-
factorial experimental design. In addition, it was determined the combination of operating
conditions by which it is possible to reach an optimal value of the specific rate of cell
proliferation. This optimal value is similar to that determined for the same cell line in cultures
made in spinner flasks. The combination of both variables that permitted reach the maximum
value of the specific rate of proliferation also allowed to obtain the highest yield of AgMNPV
occlusion bodies in infected cultures of the saUFL-AG-286 cell line.

Once established, the system of saUFL-AG-286 cell suspension cultures in flasks with
orbital shaking was applied to study the influence of two parameters of infection, the initial
cell density and the multiplicity of infection on the viral production.The influence of both

conditions of infection on the yield of occlusion bodies (OBs) of AgMNPV, produced in
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serum-free suspension cultures of saUFL-AG-286 cells, was investigated by two 2° full
factorial experiments with centre point. The yield of occlusion bodies proved to be sensitive
to the modification of infection conditions. Maximum yield as high as 3x10® OBs.mL™" was
attained provided that the maximum density of viable cells was in the range between 4 and
8x10° cells.mL™". The optimum value of the maximum density of viable cells could be
reached by the combination of several values of initial cell density and multiplicity of
infection. A regression model was established and validated in order to optimize the infection
conditions.

The culture of saUFL-AG-286 cells in the serum-free medium UNL-10 was scaled-up
in two different bio-reactors, a tank with mechanical agitation by Rushton-type impellers,
oxygenated by bubbling air or oxygen, and a concentric airlift reactor, showing that these
cells can adapt to the conditions that characterize the industrial fermentation processes
producing agro-microbiological agents. The airlift reactor proved more apt than the
mechanically stirred reactor for the cultivation of the saUFL-AG-286 cell line. The cultures in
the airlift reactor showed a higher cell specific proliferation rate, a higher maximum cell
density, the absence of lag phase, a higher viability, a more efficient use of glucose, the main
source of energy in cultures of saUFL -AG-286 cells, and lower production and excretion of
ammonia, the main toxic product of cellular metabolism.

AgMNPV infected cultures of saUFL-AG-286 cells in both bio-reactors produced high
volumetric yields of viral occlusion bodies, although they were 30% lower than expected
according to the empirical model developed in cultures infected in shaking bottles. The
reduction of the volumetric yield of occlusion bodies of AGMNPYV in the airlift reactor seems
to be the result of greater efficiency in the initial infection that limited cell proliferation, and
therefore the number of cells producing polyhedra, while the specific capacity of each cell
was similar to that obtained in shake-flask cultures that reached the same maximum cell
density. On the other hand, in the stirred tank type reactor, the limited ability of saUFL-AG-
286 cells to produce AQMNPV OBs appears to be the cause of the reduced volumetric yield.
Importantly, both reactors were configured to simulate the operating conditions typical of
industrial bacterial fermentations, so that the results achieved in this thesis show that it is

possible to achieve viral yields economically significant in industrial production conditions.
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Finally, the results obtained in this thesis demonstrated the feasibility of producing
spores and crystals of Bacillus thuringiensis on cell cultures of the saUFL-AG-286 cell line
previously infected with AgMNPV in the serum-free and low-cost medium UNL 10. The
propagation of the bacteria, and its sporulation, did not alter the biological activity of
AgMNPV occlusion bodies produced in the first stage of the co-production process, nor seem
to affect the integrity of the viral polyhedrin. The co-production process was scaled-up in a
stirred tank type reactor, obtaining as final product a mixture of AQMNPV occlusion bodies
and spores and toxic crystals of Bacillus thuringiensis var. Kurstaki. The evaluation of the
biological activity of the mixture on neonate larvae of Anticarsia gemmatalis showed that
there is interaction between both insecticides, although the elucidation of the nature of this
interaction will require the implementation of specific experiments.

To our knowledge, this is the first description of a process that can produce two
biological insecticides in the same fermentation, and is also the first description of a process
that combines, in the same reactor, the multiplication of a virus in cultures of a eukaryotic cell
line and the propagation and sporulation of a bacterium. These results can make a contribution
to the development of economically feasible fermentation processes for production of

biological agents for pest control.
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