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RESUMEN

El uso de la Electroforesis Capilar para el analisis de Microorganismos es
restringido, y aun mas para el analisis de Células Fungicas.

En este trabajo se propone el estudio de la factibilidad del analisis de hifas
por Electroforesis Capilar en Zona para los hongos Basidiomicetos Lactarius sp. y
Pleurotus sp. Inicialmente se obtuvieron los hongos en agar, para después
cultivarlos en medio liquido, en el cual se observo su crecimiento y desarrollo para
asi obtener los tiempos adecuados para su analisis, resultando estos en 14, 28 y
30 horas para Lactarius sp. y; 28 y 29.5 horas para Pleurotus sp. Se probaron
diferentes condiciones electroforéticas para su estudio, variando los tiempos de
inyeccion de muestra, los tipos de buffer, sus concentraciones y valores de pH,
ademas del diametro interno del capilar.

Se encontro que si es factible analizar hifas por Electroforesis Capilar, y los
mejores resultados obtenidos en este trabajo se presentaron con un tiempo de
inyeccion de muestra de 5 segundos, buffer de fosfato a una concentracién 30 mM
a pH 7, y el uso de un capilar de 100 um de diametro interno. Tales condiciones
favorecieron la observacion del pico en el electroferograma correspondiente a

cada hongo.
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1. INTRODUCCION

Durante la década pasada la Electroforesis Capilar (EC) tuvo un gran auge
como técnica estandar en multiples disciplinas. La quimica, biologia, biotecnologia
y microbiologia, entre muchas otras, se han servido de ésta para el analisis de una
amplia variedad de moléculas, con o sin carga. Las distintas modalidades de
electroforesis capilar han permitido el estudio de carbohidratos, proteinas, acidos
nucleicos, iones, moléculas de interés clinico y farmacologico, y recientemente
entidades bioldgicas tales como células y microorganismos.

La EC es una poderosa herramienta analitica que produce separaciones
rapidas y altamente eficientes con un minimo de preparacién y consumo de
muestra; y aunque es predominantemente usada para el analisis de moléculas,
recientemente ha posibilitado la separacién, identificacion y cuantificacion de
microorganismos [1, 2, 7]. Ademas, usando EC se pueden investigar las
propiedades de las células microbianas con el fin de obtener informacion de la
manera en que se comportan e interactian con el medio ambiente. Las
propiedades superficiales proporcionan informacién sobre la composiciéon celular,
sus puntos isoeléctricos, velocidad con la que captan nutrientes y farmacos
antimicrobianos del medio, adhesion a diferentes superficies o su aglutinacion
[1,2]. A través de estos estudios se pueden hacer modificaciones que permitan
aprovechar mejor las propiedades de tales microorganismos.

Si bien es sabido, que el uso indiscriminado de antibiéticos ha promovido el
surgimiento de una gran cantidad de cepas microbianas resistentes; y que por otro
lado, el aumento de pacientes imnumodeprimidos, ya sea porque son pacientes
que han tenido algun transplante de érganos o porque padecen de SIDA, ha
ocasionado que sean sujetos de algun tipo de micosis. Es por esto que ahora se
requiere que los ensayos microbiolégicos sean mas rapidos, mas sensibles y mas
selectivos. Varios autores se han enfocado a estudiar la posibilidad de analizar los
microorganismos como células usando diferentes técnicas tales como los
inmunoensayos, la fluorescencia asi como la deteccién por PCR [7]. Todas estas
técnicas instrumentales, que pueden considerarse sofisticadas se estan volviendo
cada vez mas comunes por las razones antes descritas; sin embargo, no podran

sustituir las técnicas tradicionales que involucran cultivos, microscopia, etc. pero si
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representan una herramienta para el diagnostico rapido de microorganismos. Toda
vez que se ha observado la utilidad de utilizar la EC para estudiar las propiedades
superficiales de las células microbianas, se vio que era posible analizarlos
directamente de diferentes muestras. Actualmente, la EC y los dispositivos de
analisis de microfluidos representan los métodos de ensayo microbiolégico mas
prometedores [1]. Sakamoto y colaboradores, reportaron un sistema de
cuantificacion rapido y simple para a cuantificacion de bacterias en muestras en
cultivo y ambientales [45]. Las cuentas bacterianas obtenidas fueron similares a
aquellas que se obtuvieron por microscopia directa, con la diferencia que con este
método, que incluye un dispositivo de microfluidos, se podian analizar 6 muestras
en 30 min. Girod y Armstrong obtuvieron eficiencias extremadamente altas para
los picos que obtuvieron por EC en la separacion de dos bacterias y de una
levadura que generalmente se adicionan como suplementos en alimentos [3]. En
otro estudio, Armstrong y Schneiderheinze [5] pudieron distinguir los patégenos
responsables de la mayor parte de las infecciones de tracto urinario, inyectando en
el instrumento orina sin tratar. Palenzuela y colaboradores. [9] desarrollaron un
método para la separacion de bacterias que contaminan alimentos. Para lograr
una mejor resolucién, usaron iones calcio y mioinositol y de esta manera pudieron
analizar 8 diferentes tipos de bacterias en tan solo 25 min.

En general, son pocos los estudios electroforeticos que se refieren a la
determinacién de células microbianas, bacterias y virus, y casi nulos los que se
refieren a células fungicas. Aunque, por otro lado, para estas ultimas, existen
varios estudios en los que se utiliza EC con otras técnicas moleculares, pero para
analizar los productos de PCR o determinar componentes celulares o metabolitos
[46, 47, 48], principalmente de hongos patogénicos.

Si bien son de suma importancia los estudios sobre hongos de caracter
patogénico, también tomemos en cuenta que ciertas clases representan
importantes alternativas en la terapéutica, una clase de creciente interés
biomédico son los basidiomicetos, ya que son fuentes importantes de compuestos
con propiedades antibidticas, anticancerigenas, inmunomoduladoras, reguladoras
de la presion arterial, etc. [8]. Estos compuestos no solo implican metabolitos

excretados al medio ya que muchos de estos forman parte de sus paredes
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celulares [49], por ello es importante toda informacién que pueda conducir al
conocimiento de sus propiedades externas que permiten suponer su

comportamiento e interaccion biologica.
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2. MARCO TEORICO
2.1 HONGOS

Los hongos son microorganismos eucaridticos no fotosintéticos que poseen
paredes celulares rigidas, incluyen desde organismos unicelulares a organismos
pluricelulares macroscopicos [16]. Son organismos muy abundantes y ubicuos en
la naturaleza; constituyen uno de los cinco reinos de los seres vivos, el reino Fungi
(Eumicotas), cuyo origen es polifiletico (Whitaker, 1969), del periodo
Precambriano (1 billén de anos atras) (Cook, 1979) (19). Tal reino esta clasificado
actualmente en Zigomicetes (clase Zygomycetes), Ascomicetes (clase

Ascomycetes), Hongos imperfectos (clase Deuteromycetes), Basidiomicetes (clase

Basidiomycetes) y Quitridiomicetes (clase Chtridiomycetes).

Tienen una gran diversidad de formas y tamafos y pueden vivir en los sustratos y
condiciones ambientales muy variadas; aprovechan elementos nutritivos muy
simples. Son organismos heterétrofos y se alimentan por absorcion. Carecen de
clorofila, y por eso no son fotosintéticos y por lo tanto requieren una fuente externa
de carbono, por lo que son clasificados como saprofitos (toman sus nutrientes de
materia organica muerta o en descomposicion), parasitos (se nutren de materia
viva como plantas, animales y humanos [17]) y simbioticos (unidos a otro vegetal
al que micorrizan ampliando la red capilar, lo que le aporta agua y nutrientes). Su
fuente primordial de nutrientes es a base de CO;H,0O, sales de nitrégeno y de
carbohidratos (glucosa, sacarosa y maltosa). Pueden sintetizar proteinas que le
son necesarias para su crecimiento y reproduccion. Almacenan acidos grasos,
acilgliceroles y glucogeno en vacuolas. Pueden subsistir en rangos de pH muy
amplios, la mayoria viven en medios ligeramente acidos, entre 6.0 y 6.5. La
temperatura mas adecuada para su desarrollo es de 25-28° C, sin embargo,
algunos se encuentran viables a temperaturas de congelacion y otros resisten
hasta 55° C. La mayor parte de los hongos son aerobios, aunque algunos se
desarrollan en tensiones altas de CO,. La humedad relativa, también es
importante para su desarrollo y fructificacion; la humedad relativa de 60-80 %

favorece el desarrollo de la mayoria de los hongos filamentosos.
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Existen dos tipos de células fungicas, las somaticas, que contienen nucleos muy
pequefos y su proceso de division es a base de mitosis ordinaria, el segundo tipo
de células son las reproductoras con nucleos mas grandes y divisidon celular a
base de meiosis; la célula puede ser uni o multinucleada [19]. En el citoplasma se
encuentran varios organelos como mitocondrias, ribosomas, lisosomas, reticulo

endoplasmico, microfibrillas, nucleo, aparato de Golgi, etc. (Figura 1) [18].

Figura 1. Ultraestructura de la célula fungica.
PA: polo apical; VA: vesicula apical; N: nucleo; n: nucleolo di: dictiosomas; Mi: mitocondria; REP: reticulo endoplasmico, r:
ribosomas; li: liposoma; gl: pared celular; mN: membrana nuclear; Va: vacuola; L: lisosoma; pC: pared celular; mC:

membrana citoplasmatica; s: septum; cW: cuerpo de Woronin.

Su pared celular y membrana estan formadas por varias capas. La pared celular
estda compuesta de un 80-90% de polisacaridos, siendo el mas importante la

Quitina (N-acetil-D-glucosamida) (Figura 2), unida por puentes glucosidicos 8 1-4.

CH,OH CH,OH CHOH CH,OH
O pl1-:4) Q Bi1=4) 0

OH Hf},

H HI'«I-'Itlﬁl:f-L';H3 H HN‘EIII‘—E,ZHEI H HN—C~CH, H HN—C=CH,
o! o Sl :
Figura 2. Quitina (N-acetil-D-glucosamida)

Es altamente insoluble en agua y en solventes organicos debido a los enlaces de

hidrogeno que presenta la molécula. La quitina se vuelve soluble en acidos
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minerales diluidos cuando pierde el acetilo del grupo acetilamino, convirtiéndose
en quitosana.

Pueden estar presentes otros polimeros polisacaridos como mananos (polimeros
a-1,6 ramificados de manosa), celulosa (polimero 3-1,4 de glucosa), galactanos
(polimeros de galactosamida) y quitosan en algunos tipos de hongos, ademas de
proteinas, lipidos, polifosfatos e iones inorganicos actuando estos como material
sementante. Estos compuestos dan rigidez a la pared celular y son de importancia
en la taxonomia y propiedades antigénicas [17].

La membrana celular basal estd bien organizada y tiene gran cantidad de
esteroles que son Ergosterol y Zymosterol. El ergosterol es un lipido en el cual
actuan la mayor parte de los farmacos antimicoéticos, es el esterol que predomina
en las ceélulas fungicas. Da fluidez e integridad a la membrana, permite la funcion
apropiada de muchas enzimas unidas a ellas, favorece la funcion de la quitina

sintetasa, permite el crecimiento y divisién celular [19].

Ergosterol Zymosterol

La unidad microscépica fundamental de un hongo es la estructura filiforme
denominada hifa (Figura 3). Generalmente miden de 3 a 8 um de didmetro y su
longitud es variable. Las hifas que estan subdivididas en células individuales por
paredes transversales o tabiques se denominan tabicadas (septadas) y las que no
tienen paredes son no tabicadas (cenociticas o aseptadas), estas pueden ser en
espiral, nodosas, pectinadas, en candelabro favico, en raquetas, hifas unicelulares

(levaduriformes), pseudhifas y vesiculosas [18].
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Figura 3. Tipos de hifas: a) septadas; b) cenociticas; c) en espiral; d) nodosas;

e) pectinadas; f) en candelabro favico; g) en raqueta; h) hifas unicelulares; i)
2 seudohifas; j) vesiculosas.

Micologia Médica. Procedimientos para el diagndstico de laboratorio.

P

Varias hifas se combinan para formar la masa de desarrollo conocida como
micelio. Por su funcion el micelio se clasifica en: micelio vegetativo (también
llamado de nutricidn, se encarga de la absorcién y transformacién de nutrientes), y
micelio reproductivo o aéreo (la porcidbn que se proyecta por encima del
sustrato, se encarga de soportar las estructuras y formas de reproduccion). Por su
forma se clasifica en: filamentoso (propio de los hongos mohos o filamentos), y
unicelular (propio de las levaduras). Por el diametro de las hifas se divide en:
macrosifonado (diametro mayor a 1 y, lo presentan la mayor parte de los hongos
filamentosos), y microsifonado (diametro menor a 1 p, caracteristico de
actinomicetos). De acuerdo a la ausencia o presencia de pigmento: micelio
hialino el cual carece de pigmento, y micelio pigmentado, posee pigmento,
sobre todo melanico y lo presentan hongos dematiaceos o fuliginosos. De acuerdo
a la presencia o ausencia de divisiones o tabiques de las hifas: septado o
cenocitico.

Al conjunto de micelio organizado y compacto se le conoce como plectenquimay
se divide en dos grupos: prosénquima que es un tejido de hifas paralelas y laxas,
del cual existen dos tipos, estroma, formado por un tejido similar al de un colchdn
que tiene fructificaciones y esclerocio o esclerote, que se forma cuando hay
condiciones adversas, es una estructura de resistencia compuesta por un cuerpo
duro que puede pasar largos periodos de tiempo en latencia y germinar hasta que
las condiciones sean favorables. ElI segundo tipo de tejido es el
pseudoprosenquima, constituido por células compactas, apretadas y bien

organizadas [19].

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALTTIQO, DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 9
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. IGNACIO CHAVEZ” U.M.S.N.H.




ESTUDIOS DE LA FACTIBILIDAD DE ANALISIS DE CELULAS FUNGICAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

2.1.1 Reproduccion de los hongos

2.1.1.a Fase sexual y asexual

A excepcion de los Deuteromicetes, los cuales no tienen fase sexual conocida, la
mayoria de los hongos poseen una fase asexual y una fase sexual en su ciclo de
vida. La fase asexual involucra crecimiento vegetativo y en muchos casos la
produccion de esporas asexuales (conidias). La fase sexual involucra los procesos
de plasmogamia, cariogamia y meiosis, y la formacion de esporas sexuales con
recombinacién de material genético. Existen especies de hongos en las que el
micelio es autocompatible, y por tanto pueden llevar a cabo la reproduccién sexual
con un solo tipo de micelio. Estas especies se denominan homotéalicas. Por el
contrario, las especies heterotalicas requieren de la unién de nucleos

provenientes de hifas diferentes compatibles [20].

Los tipos de esporas sexuales (Figura 4) son: a) zigosporas, b) oosporas, c)

ascosporas y c) basidiosporas.

Figura 4. Tipos de esporas sexuales. a) zigosporas; b) oosporas; ¢) ascosporas;

d) basidiosporas.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

Ee

Zigosporas: Se forman por la unién de dos hifas sexualmente diferenciadas,
donadoras (+) y receptoras (-), aunque morfolégicamente iguales (homotalicas),
una vez que se lleva a cabo la unién se inicia el fendmeno de plasmogenia, de
donde se forma un huevo o zigospora, del que posterior a la meiosis nace el
nuevo hongo. Reproduccion propia de mucorales (Mucor, Rhizopues, Absidia).

Oosporas: Si las células reproductivas fusionantes provienen de dos células

diferentes, que suelen ser de segmentos de hifas separados.
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Ascosporas: Esporas que resultan de la meiosis y se forman a partir de una bolsa
0 asca que produce un numero determinado y caracteristico de esporas
(Saccharomyces, Hansenula, Pichia). Dependiendo de la forma de las ascas o
estructuras estromaticas, se dividen en cuatro tipos: ascostromas o ascas
desnudas, apotecios, cleistotecios y peritecios.

Basidiosporas: Propias de las setas u hongos macroscépicos, son estructuras
unicelulares y haploides, se forman de una bolsa o basidio, contenido en un
cuerpo fructifero llamado basidiocarpo, del basidio nacen estigmas que producen

las basidiosporas.

La forma sexuada de un hongo se conoce como teleoforma, en contraposicién al
término anamorfa, que se refiere a las diferentes formas o estructuras
reproductivas asexuadas producidas por los hongos imperfectos (fialides, anillos,

cadenas ramificadas y similares) [17].

La reproduccién asexual o imperfecta, se presenta un sinnumero de veces, en un
mismo hongo, contrario a la reproduccién sexuada, que es una sola vez. Sin
embargo las estructuras de reproduccion asexual si bien son numerosas, tienen
una menor capacidad de adaptacion si se comparan con las estructuras sexuales.
En la reproduccién asexual se reconoce la reproduccién vegetativa vy
reproduccion aérea.

En la reproduccion vegetativa existen tres tipos de esporas o conidias que pueden

originarse directamente a partir del micelio vegetativo:

Blastoconidias: son formas brotantes caracteristicas producidas por levaduras.
Con frecuencia en el lugar del que se desprende la conidia queda una cicatriz de
brotacién. Se forman por gemacién, pueden ser unicas como en el caso de C.
albicans o multiples como P. brasiliensis.

Clamidoconidias: se forman a partir de células preexistentes de las hifas, que se
engrosan y suelen agrandarse. Pueden encontrarse dentro de las hifas

(intercalantes), o a lo largo de sus lados (sésiles) o en su extremo (terminales).
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Son propias de los hongos mohos. No se consideran formas de reproduccion sino
de resistencia, por que generalmente nacen en condiciones adversas y

Artroconidias: las cuales se forman de la fragmentacion de las hifas. Al alcanzar
la madurez, estas conidias se liberan por lisis de las células adyacente de la hifa.
Este tipo de esporulacidon es caracteristica de la forma filamentosa del

Coccidioides immitis y especies de Geotrichum [19].

En la reproduccion aérea existen cuerpos de fructificacion especializados que se
originan de las hifas y se extienden hacia la superficie del micelio, dando origen a
una variedad de esporas o conidias. Los cuerpos de fructificacion pueden formar
sacos cerrados denominados esporangios, que son estructuras membranosas en
forma de bolsa o saco, en cuyo contenido se albergan y producen esporas
denominadas esporangiosporas, cuando éstas alcanzan su madurez la
membrana se debilita y rompe, por lo que son liberadas (Mucor, Rhizopus). El
segmento especializado de la hifa que sostiene o mantiene al esporangio se
denomina esporangioforo. Este tipo de esporulacidon es caracteristico de
Zygomicetes. Muchos otros hongos producen cuerpos de fructificacion elaborados
que dan origen a esporas producidas en la superficie, a los cuales se les aplica el
término conidia (polvo) [17]; estas estructuras especializadas son esterigmas,
vesiculas y conidiéforos. Los esterigmas son una pequena ramificacion o
estructura hifal que puede estar unida al conidiéforo; de estas nacen las esporas
(Penicillium, Aspergillus); Los conidiéforos son una prolongacién del talo que
soporta a las conidias. Las vesiculas, son una prolongacion del conidiéforo de
forma bulbosa o burbuija.

El conidioforo puede dividirse en segmentos secundarios, productores de esporas,
denominados fialides. Una fialide es una célula conidiégena que produce conidias
a partir de un punto localizado En el extremo, que no aumenta de espesor o
longitud durante la conidiogénesis. Esta propiedad de ramificarse en fialides es
caracteristica de los cuerpos de fructificacién digitiformes de las especies de
Penicillium, esta estructura nace del micelio en forma de botella y que
internamente produce las esporas asexuales, espulsandolas cuando estas

alcanzan su madurez [19].

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALTTIQO, DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 12
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. IGNACIO CHAVEZ” U.M.S.N.H.




ESTUDIOS DE LA FACTIBILIDAD DE ANALISIS DE CELULAS FUNGICAS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Las conidias (Figura 5) pueden organizarse en forma aislada, en largas cadenas o
en cumulos densamente unidos. Las conidias pequenas unicelulares, que en
general se originan directamente de los lados de las hifas o estan unidas por un
conidiéforo capilar, se denominan microconidias, se presentan de diferentes
formas y se encuentran en muchos hongos mohos o filamentosos. Las
macroconidias son multicelulares, mucho mas grandes que las microconidias y
adoptan gran variedad de formas y tamafios (H. capsulaum, Fusarium,
Microsporum y Epidermophyton) (19). Una macroconidia multicelular que esta
dividida por tabiques transversales y longitudinales que le otorgan un aspecto en
mosaico, es un dictiosporo (o muriforme, por que recuerda a una pared de
piedra). El término aleurésporo se refiere a una conidia, generalmente una
macroconidia, que por definicién esta unida a las hifas por medio de una célula de
sostén que se fragmenta cuando es liberada (Microsporum canis, Trichophyton)
[17].

Cuando las conidias forman cadenas, el proceso por el que se produce por el
vértice de una conidia, de tal manera que la célula mas antigua se encuentra en la
base, se denomina acrépeto; la esporulacion basipeta se refiere al proceso por el
cual las nuevas conidias se forman en la base de la cadena, empujando a todas
las de la cadena hacia delante, de forma que la mas antigua se forma en el

extremo.

b

a U8
o Figura 5. Tipos de conidios: a) microconidios; b) macroconidios; c) artroconidios; d)
: clamidoconidios; e) blastoconidios; f) dictoconidios g) fialoconidios; h) aneloconidios;

i) aleurioconidios.
@ Micologia Médica. Procedimientos para el diagndstico de laboratorio.

@

Hay dos tipos de conidias blasticas y talicas (Figura 6), en las blasticas hay un

proceso de neoformacién por sintesis y lisis de material y a partir de una porcién
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de la célula conidiogénica hay un agrandamiento del primordio. Posteriormente
se forma el septo que va a delimitar el nuevo conidio. En la formacién de las
conidias talicas, participa la célula conidibgena completa, dandose un proceso de

transformacion de material.

Primordio

Figura 6. Tipos de conidio segun su origen. a) conidio blastico;
el septo se forma después de iniciado el proceso de
conidiogénesis; b) conidio talico; el septo se forma antes del

proceso de conidiogénesis.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagnostico de laboratorio.

El septo se forma antes del proceso de formacion y la separacién del nuevo
conidio se da por rexolisis (con referencia a la secesion conidial, ruptura
circunstancial de la pared celular por debajo del septo basal de la conidia; la
ruptura puede resultar por tension mecanica, actividad litica o enzimatica), o
esquizolisis (proceso enzimatico de separacion conidial, conidio-célula
conidiégena o conidio-conidia a través de la fision de un septo doble).

Las conidias blasticas (Figura 7) pueden ser holoblésticas (si en el proceso de
formacion del conidio participan todas las capas de la pared de la célula

conidiégena), o enteroblasticas (si solo participa la capa interna de la pared).

{( /| Figura 7. Tipos de conidios blasticos. a) conidio holoblastico; en el
s a || 1) N proceso de formacion del nuevo conidio, participan las dos capas
; S - de la pared de la célula conidiégena; b) conidio enteroblastico; en
el proceso de formacién del nuevo conidio participa solamente la

capa interna de la pared de la célula conidiégena.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.
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A la vez, las conidias talicas (Figura 8) pueden ser halotélicas, haloartricas y

enteroartricas.

Figura 8. Tipos de conidios talicos. a) conidio holotalico; participan las dos
capas de la célula conididbgena; b) conidio enteroartrico; solamente
participa la capa interna de la pared de la célula conididgena; los
fragmentos se separan, generalmente por rexdlisis; c) conidio holoartrico;
donde participan las dos capas de la pared de la célula conidiégena y se
b separan por esquizélisis.
s Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

Tomando en cuenta la posicidon de la conidia (Figura 9), respecto a la célula
conidiégena, puede ser del tipo Terminal (cuando el conidio se origina en el
extremo distal de una hifa); basipeta (cuando el conidio mas joven se localiza en
la base de una cadena de conidios); acrépeta (cuando el conidio mas joven se
localiza en el extremo distal de una cadena de conidios); y sincrondgena (varios

conidios se desarrollan al mismo tiempo a partir de la célula conidiégena).

Figura 9. Clasificacion de los conidios en relacion con la célula conidiégena: a)
terminal; b) intercalar; c) basipeta; d) acrépeta; e) sincronégena.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

@l

Segun el orden de distribucion del conidio en relacion con otros conidios (Figura
10) puede ser: solitario (se origina de manera aislada), en cadena (los conidios
estan colocados y unidos uno después del otro) y botrioso (se originan varios
conidios al mismo tiempo a partir de la misma célula conidibgena en diferentes

puntos).
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Figura 10. Clasificacion de los conidios de acuerdo con su posicién con respecto a

otros conidios. a) solitario; b) catenuado; c) botrioso.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagndstico de laboratorio.

Segun las modificaciones de tamafio que sufre la célula conidiogénica (Figura 11)
en el proceso de la conidiogénesis, esta puede ser determinada (el tamafio de la
célula conidibgena no se modifica), proliferativa (cuando después de haber
producido un conidio, la célula conidiégena sufre un alargamiento antes de originar
un nuevo conido, este proceso puede ser de tipo simpudial, percurrente o
basauxico) y progresiva (cuando la célula conidiégena sufre una disminucion de

tamano después de la produccion de cada conidio).

Figura 11. Clasificacion de las células conididgenas de acuerdo con la modificacién de
tamafio o de forma que sufren durante la conidiogénesis. a) determinada; b)

proliferativa; b.1) simpodial; b.2) basauxica; b.3) percurrente; c) retrogresiva.
Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

Las células conidiogenas (Figura 12) pueden tener ciertas caracteristicas
especiales de tipo morfologico y pueden ser pordégenas (cuando el punto de
origen del nuevo conidio es muy estrecho en comparaciéon con el diametro del
conidio), fialidicas (cuando la célula conidiégena presenta una forma de florero o

botella y en su extremo distal se puede observar una estructura llamada
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callarete), anelidicas (cuando la célula conidiogénica tiene forma tubular y en su
extremo distal se observa la formacion de una cicatriz en forma de anillo) y
simpodiales (cuando son el resultado del crecimiento continuo de la célula
conidiogénica después de producir cada conidio; este proceso da resultado a una

célula de forma y tamaro irregular).

La mayoria de los conidios se forman de manera aislada directamente de la hifa, o
bien a partir de un conididforo, el cual es generalmente una estructura alargada
que se forma por la transformacién de la hifa y en cuyo extremo se producen los
conidios. Los conidios pueden estar contenidos en una estructura llamada
cuerpos fructiferos, como son los picnidios, acérvulos, esporodoquios Yy

synemas [18].

Figura 12. Tipos especiales de células conidiégenas. a) porégenas; b) fialidicas; c)
anelidicas; d) simpodiales.
ey Micologia Médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio.

d¥

2.1.2 Clasificacion de los hongos

2.1.2.a Phylum Chytridiomycota
Dentro del reino Fungi, los Chytridiomycetes (Figura 13) son los unicos que
producen células moviles en su ciclo de vida, aunque con un solo flagelo posterior

en forma de latigo.
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Figura 13. Phylum Crytridiomycota.

Fuente: http://www.biologia.edu.ar/fungi/fungiclas.htm

2.1.2.b Phylum Zygomycota

Entre los Zygomycetes quiza los mas conocidos sean algunos representantes del
orden Mucorales como Mucor o Rhizopus.

Estan caracterizados por un micelio aseptado, cenocitico, con septos en la base
de las estructuras reproductoras o septos secundarios. EI nombre del grupo
proviene de la presencia en parte de su ciclo de una zigospora caracteristica. Pero

en todo el grupo también es muy importante la reproduccion asexual.

2.1.2.c Phylum Ascomycota
Los Ascomycetes estan caracterizados por la presencia en su ciclo de vida Figura
14), de una célula fértil, lamada célula ascdégena, denominada asco, que producira

endogenamente 8 ascosporas (tipicamente).

Tricoegina

Plasmogamia

ascégenas
(n + n)

Ascosporas

germinando
(ny

-

Parafisis -;;u'-___

Hifa ascégenas
dicaristicas
(=)

Figura 14. Ciclo reproductivo de Ascomicetes.
Fuente: http://www.biologia.edu.ar/fungi/fungiclas.htm
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Los representantes de este grupo practicamente se encuentran poblando todo tipo

de habitat, y pueden presentar cualquier tipo de forma de nutricion.

2.1.2.d Phylum Basidiomycota

Incluye a los hongos de mayor complejidad morfolégica, entre los que figuran las
conocidas setas, yesqueros, cuescos de lobo, hongos gelatinosos, royas,
carbones, etc. Su papel en la naturaleza es esencial, ya que degradan la materia
organica muerta o en descomposicion; por ejemplo, entre los yesqueros se
encuentran especies capaces de degradar la lignina. Otros, como royas y
carbones, son peligrosos fitoparasitos. Por otro lado, el micelio de muchas setas
forma ectomicorrizas con arboles; su papel para la supervivencia de los bosques
es esencial. Finalmente, muchos de estos hongos son cultivados para obtener
setas comestibles (Lactarius indigo, Pleurotus ostreatus), o bien son recolectados
en el campo.

La caracteristica comun a los basidiomicetos es la presencia de basidios, células
especializadas que tras la cariogamia y la meiosis producen 4 (a veces mas o
menos) basidiésporas en su parte exterior.

El ciclo vital (Figura 17) de un basidiomiceto tipico es simple. Aunque hay
especies levaduriformes, lo mas corriente es que las basididsporas (haploides)
germinen y den lugar a un micelio primario, monocariético. Esta fase suele ser
corta, ya que pronto ocurre la somatogamia o fusion de hifas y se obtiene un

micelio secundario, dicariético, que crece mediante fibulas (Figura 15).

1 - Formacian 2 - Migracion de 3. Miogis - Fusion de lafibula;

de la fibula una de los niclens sincronizada tapicacion y crecimiento
de la celula apical

Figura 15. Crecimiento del micelio dicariético por fibulacion en basidiomicetos.
Fuente: http://www.aloj.us.es/optico/carromzar/botanical/fibulacion.JPG
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Este micelio es el mas abundante en la naturaleza. Los septos son complejos, ya
que presentan un poro central (doliporo) rodeado de una serie de membranas
(parentosoma). En ocasiones, el micelio puede formar cordones o rizomorfos.
Aunque no es tan corriente como la somatogamia, el micelio secundario puede
originarse por un proceso de espermatizacion. Algunos hongos producen oidios,
en unas hifas especiales, los oidiéforos. Estos oidios estan rodeados de una gotita
de mucus, para su dispersion por el agua o los insectos. Tarde o temprano,
contactaran con una hifa compatible y ocurrira la dicariotizacion.

En cuanto a la compatibilidad sexual, las especies homotélicas son raras, y las
heterotalicas abundan. De estas ultimas, casi el 25% regulan el tipo de sexo
mediante alelos en un unico locus (heterotalismo unifactorial o bipolar).

En cambio, la mayoria de basidiomicetos regulan el tipo sexual mediante mas de
un par de genes, localizados en diferentes cromosomas (heterotalismo bifactorial o
tetrapolar, aunque, a pesar de lo que indica el nombre, puede implicar a mas de
dos pares de genes).

El micelio secundario puede reproducirse asexualmente por medio de conidios
(raro), por gemacion (en levaduras y carbones), por esporas especiales (en royas),
e incluso mediante esclerocios. Como en otros hongos, la fragmentacion del
micelio es un método de dispersion frecuente.

Sin embargo, lo mas tipico es la reproducciéon sexual (aunque existen especies
que no la presentan). El micelio secundario puede agruparse en "tejidos"
especializados plectenquimaticos, aun dicariéticos, y el micelio se denomina
entonces terciario. Da lugar a cuerpos fructiferos (Figura 16), los basidiocarpos o
basidiomas, algunos de los cuales son bastante grandes, hermosos y comestibles:

las conocidas setas.
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Tipos basicos de basidiocarpo

Himenio Gleba
@ O—)
S S
Basidiocarpo himenial Basidiocarpo gasteroide

Figura 16. Tipos de basidiocarpo.
Fuente: nhttp:/ /www.fepade.edu.sv/cra/institutos/infravenz/ docs/ ciencias/ reinofunji.pdf

En el campo es frecuente encontrar grupos de setas dispuestas en anillo, los
gorros de brujas, debido al crecimiento en todas direcciones del micelio y la
aparicion de basidiocarpos en la periferia. En cambio, otros basidiocarpos son muy
diferentes a las setas: lefiosos, gelatinosos, inconspicuos...

Los basidios se disponen sobre o dentro del basidiocarpo, a menudo en una capa
fértil, el himenio. Entre los basidios pueden existir estructuras estériles, como los
basidiolos (recuerdan a los basidios, pero no producen esporas) o los cistidios, de
mayor tamafio y muy utiles como caracter taxonomico. Cada basidio dara lugar a 4

(pero pueden ser 2, 8 6 mas) basididésporas externas [21].

Basidies sobre laminillas

basiodiesporas

1

| segunda
divisién

MEIOSIS

i
|primer
|divisidn

| Znlcleos

L tiempo
| fusionados
i

Figura 17. Ciclo reproductivo de Basidiomicetos.
Fuente: http:/ /www.fepade.edu.sv/cra/institutos/infravenz/docs/ ciencias/ reinofunji.pdf
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Los basidiomicetos producen una amplia gama de productos naturales que abarca
desde componentes estructurales con actividad antitumoral e inmunoldgica hasta
agentes antimicrobianos, antifungicos, antivirales, citostaticos, enzimas,
reguladores de crecimiento y aromas; tales componentes son polisacaridos,
glicoproteinas y acidos nucléicos de los que se derivan sesquiterpenos,
diterpenos, acetilenos, glicolipidos, policetonas, nucléosidos y sales de diazonio.
Los basidiomicetos Constituyen una clase de hongos, representada por mas de
30000 especies, cuyo metabolismo y capacidad de produccion ha sido apenas
investigada [22].

Dos de los hongos basidiomicetos que resultan de mayor interés nutricional y
médico son Lactarius sp. y Pleurotus sp.

Pleurotus sp., resulta particularmente interesante desde el punto de vista
nutricional en funcién de su contenido de proteina (27-48 %), lipidos (2-8 %),
acidos nucleicos y por la presencia, ademas, de vitaminas, minerales, fibra
dietética, B-glucanos, compuestos con actividad antioxidante, acido oléico en su
cuerpo fructifero, ademas de acidos organicos como acido férmico, malico, acético
y citrico [22 - 24].. Pleurotus sp. posee propiedades antibidticas por la produccion
de terpenos.

Lactarius sp. contiene, al igual que Pleurotus, proteinas (27-42%), lipidos (6.72%),
carbohidratos (27.6%); los cuerpos fructiferos de algunas especies de Lactarius
son consideradas no comestibles debido a su sabor acre y picante; este sabor
esta determinado por la presencia en ellos de aldehidos sesquiterpénicos con
marasmanos y lactaranos en su esqueleto, que se forman enzimaticamente a
partir de acidos grasos. Estos aldehidos insaturados poseen alta actividad

antimicrobiana y mutagénica.
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Tabla 1. Algunos basidiomicetos y su actividad farmacoldgica.

| Naturaleza quimica ‘ Microorganismos ‘ Actividad biolégica
Sesquiterpenos y compuestos Merullus, Marasmius, Naematoloma, Antimicrobiana, antifngica, antiviral,
relacionados Pleurotellus, Lentinelus, Planaelus citotoxica, mutagénica
| Diterpenoides ‘ Cyathus, Crinipellis ‘ Citotdxica, antifungica, antibacteriana

Marasmius, Clitocybe, Coprinus,

Acetilenos bl ; Antibacterial, antifungica, citotéxica
eurotus
| Glicolipidos ’ Ustilago, Sxhzonella ’ Antimicrobiana, citotdxica
| Policetonas ‘ Merulius, Phlebia ‘ Antimicrobiana, hemolitica
| Nucleosidos ‘ Clitocybe, Lentinus ‘ Antibacteriana, antiviral

Sales de diazonio Agaricus xanthodermus

Antibacteriana, citotdxica

Los Basidiomicetos, por lo tanto, representan

metabolitos secundarios con actividad farmacoldgica.

una fuente importante de
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2.2 ELECTROFORESIS CAPILAR

Técnica de separaciéon que se basa en la diferente movilidad o velocidad de
migracion de particulas cargadas debido a la accidn de un campo eléctrico [1-15].

El desplazamiento de una sustancia bajo la accion de un campo eléctrico fue
citado por Reuss (Memorias de la Sociedad Imperial Natural. Moscow, 1809), sin
embargo, su importancia vino a incrementarse hasta 1937, cuando el quimico
sueco Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902-1971) impulsé la electroforesis en
disolucién libre, nombre que asigné a la separacién de materiales en un campo
eléctrico en presencia de algun tipo de soporte [10]. Para 1967, Hjerten inicia el
empleo de capilares milimétricos (3.0 mm), y en el mismo afio Martin & Everaerts
utilizan tubos abiertos de vidrio y rellenos con hidroximetilcelulosa para la
separacion de cloruro, aspartato y glutamato por isotacoforesis. En 1969, Virtanen
pudo reducir el diametro capilar a 200 y 500 um. Mas adelante, en 1981, Jorgeson
& Lukacs obtuvieron capilares de silice fundida de 75 ym vy utilizaron voltajes
elevados para la separacion de proteinas, ademas se clarifica las relaciones entre
los parametros operacionales y las cualidades de la separacion revelando el
elevado potencial analitico de esta técnica. Con estos avances, se presenta el

lanzamiento de la Electroforesis Capilar [27-28].

La EC es una técnica poderosa que permite la separacion rapida y eficiente de
compuestos con carga iénica, ideal para manipular cantidades pequefias de
muestra, emplea tubos capilares donde se lleva a cabo una separacion de alta
eficiencia ya sea de moléculas grandes o pequenas [10,13]. La separacion de las
diferentes especies idnicas se realiza en funcidn de sus distintas movilidades
electroforéticas dentro del capilar cuando se aplica una diferencia de potencial
entre los extremos del mismo. La deteccidén se realiza mediante la lectura de la
absorbancia en la region del ultravioleta-visible, empleando lamparas de emision
discreta. La EC es facilmente automatizada, precisa para el analisis cualitativo y
cuantitativo, consume limitadas cantidades de reactivos, por lo que resulta ser una
técnica econdmica, es aplicable a una amplia gama de analitos comparado con

otras técnicas de separacion analitica, ademas posee facilidad de empleo [28-32].
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2.2.1 COMPONENTES BASICOS DE UN SISTEMA DE ELECTROFORESIS CAPILAR

La configuracion instrumental basica de la EC es relativamente simple (Figura 18).
Es requerido un capilar de silice fundida con una ventana visible y un diametro
interno menor de 200 um, una fuente de alto voltaje que proporciona de 0 a 60 kV,
dos electrodos de platino conectados a la fuente de voltaje, dos reservas de buffer
donde puedan introducirse los extremos del capilar, un detector donde es alineada

la ventana del capilar y un sistema de administracién de datos.

High voltage supply

Computer
(M) Detector
Rinse Buffer Capillary
vial
'l
2 Buffer vial Buffer vial 4
3 . Sample vlal Empty vial [I S

Figura 18. Componentes basicos del equipo de Electroforesis Capilar

El capilar es llenado con un electrolito con capacidad amortiguadora al pH
deseado, la muestra que esta constituida por un conjunto de aniones y cationes,
se diluye en el buffer para ser introducida en el capilar y se aplica el voltaje,
entonces las especies idnicas de la muestra migran a través del capilar de
acuerdo a su movilidad electroforética, estableciendo un movimiento de iones.
Eventualmente las moléculas pasan por el detector (UV, LIF) y se registra la senal
del detector [10,11].
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2.2.2 MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EPM)

El movimiento de las moléculas esta gobernado por dos fuerzas, inicialmente la
friccion con el solvente dificultara este movimiento originando una fuerza que se
opone. Por otro lado, las moléculas se moveran de forma aleatoria (0 con
movimiento browniano) debido a que poseen energia cinética propia, denominada
difusién. La energia cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello

a mayor temperatura, mayor difusién [29,31].

Cuando un i6n de carga q (coulombios) se coloca en un campo eléctrico E (V/m),
la fuerza sobre el i6n es gE (N). En disolucién, la fuerza de disolucion de retardo
es fuep donde ug es la velocidad del i6n y f es coeficiente de friccion. El subindice
ep significa electroforesis. El i6bn alcanza casi instantdaneamente una velocidad

constante cuando la fuerza de aceleracion iguala a la de friccion:

Movilidad electroforética Mep = 0 E = Pep E (1)

f

La movilidad electroforética es la constante de proporcionalidad entre la velocidad
del ién y la fuerza del campo eléctrico. La movilidad es proporcional a la carga del
ion e inversamente proporcional al coeficiente de friccion. En moléculas de tamafio
parecido, el valor de la movilidad aumenta con la carga. Para particulas esféricas
el radio r que se mueve a través de un fluido de viscosidad n, el coeficiente de

friccion, f, vale

Ecuacion de Stokes f = 61TNnr (2)

Como la movilidad vale g/ f, cuanto mayor es el radio, menor es la movilidad. La
mayoria de las moléculas no son esféricas, pero la ecuacion de Stokes se puede
utilizar para definir un radio hidrodinamico efectivo de una molécula basado en su
movilidad [14].
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2.2.3 ELECTROOSMOSIS (EOF)

Este fendbmeno es una consecuencia de la carga de la superficie sobre la pared
del capilar. La pared interior de un capilar de silice fundida esta recubierta de
grupos silanol (Si-OH) ionizables (Figura 19 a) en contacto con el buffer contenido

dentro del capilar, tienen una carga negativa (SiO”) por encima de un pH 2.

a)
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Flujo Electrosmotico
b)

Figura 19. a) Grupos silanol presentes en las paredes del capilar;
b) doble capa eléctrica formada en la pared del capilar.

Una doble capa eléctrica (Figura 19 b) se forma en la pared del capilar. Una capa
inmovil fuertemente adsorbida de cationes adyacente a la superficie negativa
neutraliza parcialmente la carga negativa. El resto de carga negativa se neutraliza
por un exceso de cationes solvatados por la fase movil (buffer) en la doble capa de
la disolucion proxima a la pared. El grosor de la capa mévil va de 10 nm cuando la
fuerza ionica es 1 mM a 0.3 nm cuando la fuerza i6nica es 1 M.

Los cationes mantienen el balance de cargas, a lo que se conoce como potencial
Z. En un campo eléctrico los cationes son atraidos por el catodo, y los aniones por

el anodo transportando agua con ellos. Por consiguiente, la doble capa eléctrica
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tiene un balance que esta a su vez en equilibrio con la pared, que corresponde al
potencial Z. El exceso de cationes en la parte difusa (mévil) de la doble capa
confiere un momento neto hacia el catodo. Esta accion de bombeo, llamada
electroosmosis (electroendo6smosis), es impulsada por los cationes solvatados
que se encuentran en la franja de 10 nm cerca de las paredes y crea una especie
de frente uniforme de flujo electrostatico de toda la disolucion hacia el catodo
(Figura 20), se da pues, un fuerte contraste con el flujo hidrodindmico ordinario,
que es impulsado por una diferencia de presion entre los extremos del capilar. En
el flujo hidrodinamico, el perfil de velocidades a través de una seccién transversal
del fluido es parabdlico: la velocidad es maxima en el centro y disminuye a 0 en
las paredes del capilar. Este gradiente de velocidad da como resultado un

considerable ensanchamiento de banda.

Anodo | Sap— = | Catodo
(@) Perfil de velocidad electronsmatis
[ = ]
Presion ks Presion
alta i baja

Perfil de velocidad hidrodindmi
(b} (flujo laminar)

Figura 20. Electroésmosis produce un flujo uniforme en mas del 99.9% de la seccién
transvesal del capilar. La velocidad disminuye en las inmediaciones de la pared del
capilar; b) perfil parabdlico de velocidad de un flujo hidrodinamico (flujo laminar), con
velocidad maxima en el centro del tubo y velocidad 0 en las paredes.

La movilidad electroosmatica o flujo electroosmotico esta definido por:

Ueo = §§ E=Veo E (3)
41N

Donde € es la constante dieléctrica, n es la viscosidad del buffer, y ¢ es el

potencial zeta medido al nivel de corte cercano a la interfase liquido-sélido.

El potencial Z es relacionado a la inversa de la carga por unidad de superficie, el

numero de balance de electrones y la raiz cuadrada de la concentracion del
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electrolito. Hay una relacion inversa, incrementando la concentracion del electrolito
se reduce la EOF.

El pH controla la EOF (Tabla 1). A pH neutro a alcalino, la EOF ese lo
suficientemente fuerte que la migracidn electroforética hace que todas las
especies sean barridas hacia electrodo negativo. La EOF hace posible el analisis
simultaneo de cationes, aniones y especies neutras en un solo analisis. Siendo el

orden de migracion: cationes, especies neutras y aniones.

Electroosmotic Flow g

1lzb pll
+ 0. 0_0_0_0 -
3 O+

+3 T O*3 +3

g
+ OHO_OHO_ OH -
+ F O+ 3

.

Figura 21. Efecto del pH sobre la EOF.

Un ejemplo sobre el efecto del pH sobre la EOF, es la separacion de un zwiterion
(péptido) bajo cada una de las condiciones descritas en la figura 21. A pH alto, la
EOF es grande y el péptido esta cargado negativamente. A pesar de la migracién
electroforética del péptido hacia el electrodo positivo (anodo), la EOF es reducida
y el péptido migra hacia el electrodo negativo (catodo). A pH bajo, el péptido esta
cargado positivamente y la EOF es muy pequena. De esta manera la migracion
electroforética del péptido y la EOF van hacia el electrodo negativo a pesa de la
carga cuando el pH del buffer esta sobre 7.0. A un pH &acido del buffer, mas

zwiteriones y cationes pueden migrar también hacia el electrodo negativo.
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Tabla 2. Métodos para controlar el flujo electroosmético

VARIABLE RESULTADO OBSERVACIONES
Campo eléctrico (E) Cambios en la EOF Al aum:?;g{jgﬁgenta el
H del tampoén Si el pH aumenta, la EOF Método mas adecuado para
P P crece variar la EOF

Puede provocar aumento del
efecto Joule. Fuerzas idnicas
bajas pueden provocar
adsorcion de la muestra

Un aumento de cualquiera de
Fuerza idnica o [buffer] las dos disminuye el
potencial Z

Al aumentarla disminuye la Facilidad de control debido a

Temperatura viscosidad (2-3%/° C) y la automatizacion y
aumenta la EOF termostatizacion
Adicién de modificadores Modifican el potencial Z y la Generalmente disminuyen el

EOF y pueden alterar la
selectividad

organicos viscosidad
2.2.4 MOVILIDAD APARENTE
La movilidad aparente (u observada) (Uep) de un i6n es la suma de la movilidad

electroforética del ion mas la movilidad electroosmoética de la disolucion

Movilidad aparente Map = Mep + Meo (4)

Para un cation analito que se mueve en la misma direccidon que el flujo
electroosmoético, Pep Y Meo tienen el mismo signo, y por tanto pap €S mayor que Wep.
La electroforesis transporta los aniones en direccién opuesta a la electroésmosis
(figura 19), de forma que para aniones los dos términos de la ecuacion 3 tienen
signos opuestos. A pH neutro o alto, una fuerte electro6smosis transporta aniones
al catodo porque la electroésmosis es normalmente mas rapida que la
electroforesis. A pH bajo, la electroésmosis es débil y los aniones no pueden llegar
al detector (si se desea separar aniones a pH bajo se debe invertir la polaridad del
instrumento haciendo negativo el compartimiento de muestra y positivo el del
detector).

La movilidad aparente (uap) de una especie dada es la velocidad neta (Uneta) de la

especie dividida por el campo eléctrico (E):

Movilidad aparente Map = Uneta = Lg/t (5)
E V/L4
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Donde L4 es la longitud de la columna desde la inyeccién al detector, L; es la
longitud total de la columna de un extremo a otro, V es el voltaje aplicado entre
los dos extremos y t el tiempo necesario para que un soluto migre desde el
extremo de inyeccion hasta el detector. El flujo electroosmaotico se mide afiadiendo
a la muestra un soluto neutro que absorba en el UV y midiendo el tiempo de
migracion (theutra) hacia el detector. La movilidad electroosmoética es la velocidad de

las especies neutras (Uneutra) dividido por el campo eléctrico:

Movilidad electroosmética Meo= Uneutra = Lg/_'[neutraL (6)
E V/L;

La movilidad electroforética de un analito es la diferencia Pap - Heo.

Para una maxima precision, las movilidades se miden en relacién con un estandar
interno. Las variaciones absolutas entre dos analisis no deben afectar a las
movilidades relativas, a menos que existan interacciones dependientes del tiempo
(no del equilibrio) entre el soluto y las paredes.

La movilidad es independiente del voltaje y la longitud del capilar, pero es
sumamente dependiente del tipo de buffer y pH, asi como también de la

temperatura [10, 11, 14].

2.2.5 INYECCION DE LA MUESTRA

Existen diferentes sistemas de inyeccion de muestra en EC, que se basan en
aplicar un gradiente de voltaje (electrocinética) o un gradiente de presion
(hidrodinamica o hidrostatica). En todos los casos, para introducir la muestra
dentro del capilar se cambia el vial de entrada por un vial con muestra y se aplica
la inyeccién durante 10 - 30 segundos, introduciéndose en el capilar un volumen

de muestra del orden de nanolitros.

2.2.5.a Inyeccidn electrocinética

Estd basada en el hecho de que el voltaje puede causar movimientos
electroforéticos y electrostaticos (Figura 22). Se introduce un extremo del capilar
en el vial que contiene la muestra y el otro extremo en el vial que contiene el

electrolito, y se aplica un voltaje elevado durante un breve periodo de tiempo. En
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este caso, los compuestos se introducen en el capilar por la accidon conjunta de la
migracion y del efecto de la movilidad electroosmética. Si el voltaje se aplica
solamente durante un periodo de tiempo corto, la muestra se introducira
principalmente por el movimiento electroforético En este sistema de inyeccion, la
cantidad inyectada es funcion de la movilidad electroosmética de cada

componente individual de la muestra.

Electrokinetic

E—

Sample i Buffer

Figura 22. Inyeccion electrocinética.

2.2.5.b Inyeccion hidrodinamica

Se inyecta la muestra mediante una diferencia de presion entre los dos extremos
del capilar, es el método mas comun de inyeccion (Figura 23). Existen diferentes
formas de producir una presion superior al extremo del capilar en contacto con la
disolucion de la muestra: por flujo gravitatorio (sifonacion) de la solucidon
electrolitica mediante la elevacion del vial con la muestra, mediante la aplicacion
de presion sobre la muestra, y por succion de la muestra mediante aplicacion de
vacio al vial de salida. Este tipo de inyeccibn no depende de la movilidad
electroforética de los solutos ni de la composicién de la disolucion de la muestra.
El volumen de muestra inyectada esta definido por las dimensiones del capilar, la
viscosidad del electrolito, la presion aplicada y el tiempo. Se ha de controlar la
temperatura del capilar, ya que la viscosidad del electrolito puede verse afectada y

variar la cantidad de muestra que se inyecta [11, 27, 29, 31, 32].
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Figura 23. Inyeccion hidrodinamica.

2.2.6 SISTEMA DE DETECCION

En general, la deteccidn se realiza directamente sobre el capilar, lo cual significa
que el capilar actua como celda de deteccion. El tipo de detector dependera de los
analitos a determinar y siempre que se pueda se escogera uno que proporcione la

mayor sensibilidad a todos los compuestos.

2.2.6.a Detector UV — Visible

Incluye una fuente de luz ultravioleta, la cual es una lampara de deuterio con filtros
y detecciones con longitudes de onda seleccionadas. El rango de longitud de onda
es de 190 a 600 nm. Dos lentes enfocan y dirigen la potencia de la lampara a la
longitud de onda seleccionada hacia los filtros localizados en una rueda que se
localiza detras del cartucho del capilar. El haz continua a través de la ventana del
capilar, donde se ha eliminado el recubrimiento de poliamida (ventana de
deteccion), siguiendo a través de un cable de fibra optica a un fotodiodo. La sefial
de luz es convertida a una sefial eléctrica, es digitalizada y enviada a un sistema
de administraciéon de datos. Las longitudes de onda mas empleadas en este
sistema son 200 nm, 214 nm, 254 nm y 280 nm [11]. La deteccién UV — Vis se
emplea para determinar una amplia variedad de compuestos, como son, drogas,
tiaminas, fenoles, bifenilos policlorados (PCBs), plaguicidas organofosforados, etc.
[33 - 37]. También se emplea para determinar compuestos que no tienen grupos
cromoforos, en este caso, un electrolito o sustancia se adiciona absorbiendo la

radiacion, y el compuesto de interés se determina por la disminucion de
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absorbancia. Esta deteccion se lama UV — Vis indirecta, y se emplea en la

determinacién de aniones y cationes inorganicos [38].

2.2.6.b Detector de fluorescencia inducida por laser

Utiliza un laser como fuente de luz. Un cable de fibra transmite la luz excitada del
laser al capilar que se encuentra dentro del cartucho. Las sustancias dentro del
capilar que tienen caracteristicas fluorescentes son detectadas a una determinada
longitud de onda. El detector mide y recolecta esta fluorescencia, dando un pico
que se guarda en la computadora o se presenta el electroferograma impreso. El
detector de fluorescencia (LIF) puede ser usado ademas, en forma indirecta. De
esta manera, un sistema de buffer fluorescente (la especie fluorescente se
adiciona al electrolito [39-40]) es usado para detectar compuestos no
fluorescentes [11]. La deteccion de fluorescencia es ampliamente utilizada en los

campos de bioquimica y clinica.

2.2.6.c Deteccion por arreglo de fotodiodo (PDA)

Utiliza la absorbancia de la luz para detectar la presencia de sustancias cuando
pasan a través de la ventana de deteccion, proporcionando el analisis espectral.
Las caracteristicas espectrales obtenidas pueden ser utiles para la identificaciéon
de los componentes de la muestra. En la deteccion por PDA, la luz de la lampara
ilumina el tubo capilar. La luz que no es absorbida por las muestras es dirigida por
un cable de fibra éptica a una rejilla que la rompe en un espectro, el cual es
proyectado sobre un arreglo de 256 fotodiodos. Con este arreglo, la absorbancia
de la muestra es medida. El detector de PDA también permite la medida
simultanea de la luz en diversas longitudes de onda discretas. Recogiendo datos
espectrales en un tiempo determinado, dando diagramas en tres dimensiones de
la absorbancia. El arreglo de fotodiodo convierte la sefial de luz en una senal
eléctrica, la cual es digitalizada y se envia a la computadora para ser procesada
por el software. El detector de PDA esta calibrado a una longitud de onda usando

bandas discretas generadas por una lampara del mercurio.
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2.2.6.d Deteccion electroquimica

Se utiliza la deteccion conductimétrica y la amperométrica. La conductimétrica se
emplea para pequefios iones inorganicos y acidos carboxilicos. Hay diferentes
disefios para los detectores conductimétricos, por un lado los de columna (on-
column), no presentan pérdida de eficacia, y por otro lado los de final de columna
(end-column), que se pueden acoplar a cualquier instrumento de EC sin necesidad
de modificaciones. Estos detectores pueden actuar conjuntamente con el detector
UV — Vis, aumentando el poder analitico de la técnica. La conductividad
amperomeétrica posee gran selectividad, ya que solo detecta aquellos compuestos
electroactivos al voltaje aplicado, facilitando la determinacion en aquellas
situaciones en que los compuestos de interés se han de estudiar en matrices mas

0 menos complejas, como son los fluidos corporales [41].

2.2.7 EFICIENCIA DE LA SEPARACION

Dos factores determinan el grado con que se pueden separar los compuestos por
electroforesis capilar. Uno es la diferencia de tiempos de elusion de los
respectivos picos, cuanto mas distantes sean, mejor sera la separacion. El otro
factor es la anchura de los picos, cuanto mas anchos sean los picos, peor sera la

separacion.

2.2.7.a Eficiencia de la columna

La altura de plato o platos tedricos, es la medida de la eficacia de la columna. Los
platos tedricos es un término que relaciona la anchura de una banda con la
distancia que ha recorrido a través del capilar. Cuanto mas pequena es la altura
del plato, mas estrecha es la banda. La capacidad de un capilar para separar
componentes de una mezcla mejora al disminuir la altura del plato. Los distintos
solutos que pasan a través de un mismo capilar tienen diferentes alturas de plato,
por que tienen diferentes coeficientes de difusion. Las alturas de platos en
electroforesis capilar son de menos de 1 um.

La eficacia del sistema de electroforesis puede derivarse de principios

fundamentales. La velocidad de migracion ve, €s simplemente:

Vep = MapE = Hap V (7)
L
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El nimero de platos tedricos se define mediante la ecuacion:

N =L?% o? (8)

Donde o es la desviacién estandar de la banda. Considerando un capilar de
longitud L. Si el unico mecanismo de ensanchamiento de zona es la difusion

longitudinal, la desviacion estandar viene dada por la ecuacion:

o = V2Dt (9)

Donde D es el coeficiente de difusidén y t es el tiempo de migracién. Cambiando

estas ecuaciones con la definicién del campo eléctrico:
E=V/L (10)

Donde V es el voltaje aplicado, se obtiene una expresién del numero de platos de

electroforesis capilar:

N = Yap V (11)
2D

Esta ecuacién dice que cuanto mayor es el voltaje, mayor es el numero de platos.
Esta ecuacion también indica que el numero de platos es independiente de la
longitud del capilar a un voltaje constante. Sin embargo, un capilar mas largo
permite usar un voltaje mayor, o que aumenta el numero de platos. El voltaje
optimo se halla representando la corriente frente al voltaje con electrolitos de
fondo en el capilar. En ausencia de sobrecalentamiento, se debe originar de
acuerdo con la ley de Ohm una linea recta. El voltaje maximo permitido es el valor
al que la curva se desvia de la linealidad (5%). La concentracion y composicion del
buffer, la temperatura y el enfriamiento activo juegan un papel en el voltaje que se
puede tolerar. Hasta un cierto punto, el voltaje mas alto da mejor resolucion y

separaciones mas rapidas.
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La dispersion, o2, en este sistema simple es asumida a un tiempo relacionado solo
con la difusion. La ecuacion indica que las macromoléculas como son proteinas y
ADN, la cuales tienen coeficientes de difusion pequefios, D, generaran el numero
mas alto de platos tedricos. A pesar de la limitacion difusional, la electroforesis
capilar es usada para la separacion de moléculas pequefias por que Hep esta en
funcién de la proporcion carga-masa. Las moléculas pequefas tienden a ser mas
moviles. Por ejemplo, la movilidad del sulfato de quinina es 4 X 10* cm?/Vs. A
pesar de su alto coeficiente de difusion de 0.7 X 10° cm?s, la ecuacion se
soluciona por N = 857,000 platos tedricos, donde V = 15,000 voltios.

La resolucién, Rs, entre dos especies esta dada por la expresion:

1 A ey
Rs:—_i '\W
4 Tep (12)

Donde Apep es la diferencia de la movilidad electroforética entre las dos especies,
Mep €S el promedio de la movilidad electroforética entre dos especies y N es
numero de platos tedricos. Si sustituimos la ecuacién de los platos teoricos,

tenemos:

R, - (0.177)’_1‘31:'7\/F
Fep Dy (13)

Esta expresion indica que el incremento del voltaje es una limitante para mejorar
la resolucion. Para duplicar la resolucion el voltaje debe ser cuadruplicado. La
llave para aumentar la resolucion es incrementar Apep. El control de la movilidad
se logra lo mejor posible con la seleccién de la forma apropiada de electroforesis

capilar junto con la seleccién de los buffers apropiados [13,14].
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2.2.8 DIAMETRO DEL CAPILAR Y EFECTO JOULE

La produccion de calor en la EC es el resultado inevitable de la aplicacién de un
campo eléctrico fuerte. Este calentamiento aumenta la conductividad eléctrica de
la disolucién, las movilidades de las especies, la anchura de los picos y hasta
puede afectar la operatividad del aparato bajo condiciones criticas. El efecto Joule
estd en relacion directa con la longitud del capilar y la cantidad del voltaje
aplicado. Cualquier incremento en la longitud del capilar o una disminucion del
voltaje, tiene un efecto dinamico sobre la produccion de calor. El control de este
fenobmeno es necesario, particularmente en el uso de buffers altamente
conductivos. Los gradientes de temperatura a través del capilar son una
consecuencia de la disipacién del calor. Puesto que el calor es disipado por
difusién, la temperatura es mayor en el centro que en las paredes del capilar.
Puesto que la viscosidad es baja a altas temperaturas, la EOF y la movilidad
electroforética (EPM) pueden incrementarse también. La movilidad para los iones
incrementa en un 2% por grado Kelvin. El resultado es un perfil de flujo parecido al
flujo hidrodinamico y ocurre un ensanchamiento de banda. Operando con wun
capilar de diametro reducido se mejora la situacion por que el paso de la corriente
a través del capilar es reducida y el calor se disipa mas facilmente a través de una
trayectoria radial mas estrecha. El gradiente térmico que resulta es proporcional al
cuadrado del diametro del tubo capilar, que puede ser forma aproximada la

ecuacion siguiente:

AT = 0.24 Wr? (14)
4K

Donde W es el poder, r es el radio del capilar, y K, la conductividad térmica.

Si el calor no es removido a una velocidad igual a su produccion, un gradual, pero
progresivo aumento en la temperatura puede ocurrir hasta que el equilibrio es
alcanzado. Dependiendo de las condiciones especificas experimentales, la
imprecision sobre el tiempo de migracion puede resultar debido a la variacion de la
EOF vy la velocidad electroforética. Los capilares con diametro interno reducido

ayudan a la disipacion de calor, pero se requiere un sistema de enfriamiento eficaz
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para asegurar la eliminacién del calor. El liquido refrigerante es el mas efectivo
para remover el calor y controlar la temperatura del capilar.

El diametro interno del capilar es de 20 — 200 ym. Desde el punto de vista de la
resolucion, los capilares de diametro interno pequefo son mejores para la
separacion. Sin embargo, tubos capilares de diametro pequefio producen limites
pobres de deteccion debido a la reducida longitud del detector y a la carga de la
muestra. Los tubos capilares estrechos son también mas propensos a atascarse
[27, 13].

El material que constituye el capilar ha de ser quimica y eléctricamente estable,
transparente a la luz UV vy flexible. La silice fundida es el material que mas se
utiliza. Para aumentar la flexibilidad de los capilares se protegen con una capa
externa de poliamida, pero este recubrimiento no es transparente a la luz UV, por
lo cual, se debe eliminar de la parte del capilar que actua como celda de
deteccion.

Un parametro importante en la reproducibilidad de los resultados de los analisis es
la forma fisica que tienen los extremos de los capilares (Figura 24). Extremos de
capilares cerrados o con inclinacién pueden provocar picos con colas y resultados

pocos reproducibles.

[ Cobertura de poliimida |

Figura 24. Corte de los extremos del un capilar.

El acondicionamiento del capilar antes de usarlo, afecta directamente la
reproducibilidad de los resultados. Un acondicionamiento inicial a pH alcalino es
suficiente para obtener un valor constante de la velocidad electroosmética y una
reproducibilidad satisfactoria en los tiempos de migracion. Los pasos para el

acondicionamiento son los siguientes: 5 minutos con Metanol (grado HPLC), 2
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minutos con agua destilada o desionizada, 5 minutos con HCI 1N , NaOH al 1%
por 10 minutos, nuevamente una corrida con agua durante 2 minutos y finalmente
una corrida con buffer por 5 minutos. El proceso se lleva a 60° C a una presion de
20 psi. Las condiciones en que se mantienen los capilares cuando no se utilizan
son también importantes para la reproducibilidad de los resultados. Es
recomendable mantenerlos con aire, sin ninguna disolucion, para evitar la

formacion de cristales o precipitaciones del electrolito [10,11,13].

2.2.9 EFECTO DEL VOLTAJE Y LA TEMPERATURA

Las velocidades electroforéticas y electroosmoticas son directamente proporcional
al campo eléctrico, tanto el uso de altos voltajes si se desean separaciones en
corto tiempo. Los tiempos cortos de la separacion daran eficacias mas altas
puesto que la difusion es la caracteristica mas importante que contribuye al
ensanchamiento de banda. El factor limitante aqui es el efecto Joule,
experimentalmente, el voltaje 6ptimo es determinado por la realizacion de corridas
incrementando el voltaje hasta observar deterioro en la resolucion.

La movilidad electroforética y el flujo electroosmaético contienen un término de
viscosidad en el denominador. La viscosidad esta en funcion de la temperatura;
por lo tanto, el control preciso de la temperatura es importante. Cuando la
temperatura incrementa, la viscosidad disminuye, asi, el incremento de la
movilidad electroforética es bueno.

Muchas separaciones son realizadas a 25° C (cerca de la temperatura ambiente).
Con el liquido refrigerante del capilar es posible mantener el control de la
temperatura. Incluso a concentraciones altas del buffer y capilares de diametro
grande. Siempre que el control de la temperatura empiece a convertirse en un
problema, la estrategia usual es el uso de capilares con diametro pequefio (menor
corriente reduce el calor producido) o un capilar grande (mayor area de superficie
disipa el calor generado). Una alternativa es reducir la concentracion del buffer,
pero esto ademas reduce la eficacia del pico. El control inadecuado de la
temperatura es la principal razon para el uso de una baja concentracidn del buffer
(20 mM) [13].
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2.3 FORMAS DE ELECTROFORESIS CAPILAR

La EC comprende una familia de técnicas que tienen diferentes caracteristicas
operativas y separativas. Las técnicas son:

e Electroforesis Capilar en Zona (ECZ)

e Enfoque isoeléctrico capilar (CIEF)

e Electroforesis Capilar en Gel (CGE)

e Isotacoforesis Capilar (CITP)

e Cromatografia Capilar en Fase Micelar (MEKC)

2.3.1 ELECTROFORESIS CAPILAR EN ZONA (ECZ2)

La ECZ también es conocida como electroforesis capilar en solucién libre, es la
forma mas simple de la electroforesis capilar (EC). EI mecanismo de separacion
esta basado en las diferencias en la porcion carga/masa. Los fundamentos de la
ECZ son homogenizacién de la solucion buffer y campo eléctrico constante a
través de la longitud del capilar. Siguiendo la inyeccion y aplicacién del voltaje, los
componentes de una mezcla de la muestra se separan en zonas discretas (figura

25). El parametro fundamental, es la movilidad electroforética, pep [13].

-

Figura 25. Electroforesis Capilar en Zona.

2.3.2 POLARIDAD

La separacion de compuestos anidnicos y cationicos se posible gracias a la EOF.
Si la magnitud de la EOF es suficiente, los compuestos anionicos son arrastrados
hacia el detector colocado en el catodo (polaridad positiva). En caso contrario, por
ejemplo aniones de dimensiones reducidas y muy cargados es necesario cambiar
la polaridad (trabajar con voltajes negativos) de tal manera que estos aniones son

detectados en el Anodo (polaridad inversa o negativa). El conocimiento del pKa
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para distintos componentes de la muestra, asi como pl para proteinas, permite
seleccionar los buffers apropiados para determinar el sentido de la migracion y el
grado de ionizacion. Los analitos neutros no migran y por tanto coeluyen con la
EOF.

2.3.3 BUFFERS

Una amplia variedad de buffers pueden ser empleados para ECZ (Tabla 2). Un
buffer es mas efectivo dentro de 2 unidades de pH de su pKa, por ejemplo, el
fosfato es utilizado aproximadamente a un pH 25 y pH 7.0 y el borato
aproximadamente a pH 9. La concentracion tipica del buffer es 10 — 100 mM. El
buffer elegido debe poseer una buena capacidad tamponante al pH de trabajo,
ademas debe tener baja absorbancia a la longitud de onda de la deteccién y baja
movilidad electroforética para minimizar el paso de corriente.

Los buffers para zwiteriones se emplean para las separaciones de proteinas y
péptidos. La ventaja de estos buffers es su baja conductividad, reduciendo la
corriente y el efecto Joule. En ciertas preparaciones de buffers, particularmente
aquellas dirigidas a la separacion de proteinas se adicionan sales de cloruro,
sulfato y fosfato. Estas sales afectan la conformacion de la proteina con lo cual se
afecta la separacion, asi como su concentracion afecta la EOF debido, a la

interrupcidn de la doble capa cargada sobre las paredes del capilar.

Tabla 3. Buffers para Electroforesis Capilar en Zona

Buffer pKa Rangos de pH practicos
Fosfato 2.120ka1, 721 pkaz, 12.321a3 1.14-3.14//6.20 — 8.20
Citrato 3.06ka1, 4.74pka2, 5.400ka3 2.08 —5.74
Acetato 475 3.76 —5.76
Borato 9.24 8.14-10.14
Buffers zwiteriénicos
MES' 6.15 5.15-7.15
PIPES™ 6.80 5.80 — 7.80
TRIS™ 8.30 7.30-9.30
TRICINA 8.15 7.15-9.15
HEPES 7.55 6.55 — 8.55

* Acido 2-[N-morfolino]-etanosulfénico

** Acido 1,4-Piperazindietaosulfonico.

*** 2-amino,2-hidroximetil-1,3-propanodiol.
=+ Acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico.
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Varios aditivos de buffer pueden ser empleados para cambiar la selectividad de la
separacion y modificar la movilidad electroforética (Tabla 3). En otras palabras,
dos componentes que tienen idénticas movilidades en un sistema simple de buffer

pueden ser diferenciados con un aditivo.

Tabla 4. Aditivos para Electroforesis Capilar en Zona

Aditivos Funcion
Sales inorganicas Cambio conformacional proteico
Solventes inorganicos Solubilizan y modifican la corriente endosmética
Urea Desn:clturaliza oligonucledticdos y solubiliza
proteinas
Acido sulfénico Relaciona agentes idnicos e hidrofobicos
Surfactantes catidnicos Producen el cambio reverso en la pared capilar

Reducen la corriente electroendosmotica vy

Derivados de celulosa . .
actuan como tamiz

Aminas Cubren los grupos silanol

2.3.4 PAREDES DEL CAPILAR

Un problema en la ECZ es la vinculacion electrostatica de sustancias catidnicas en
las paredes del capilar. Este efecto es observado en proteinas cuando se opera
con un buffer que tiene un pH mas bajo que el pK, del analito. Este problema
puede ser superado operando a dos unidades menores de pH sobre el pK, de la
proteina, pero en algunos casos, el pH elevado puede adecuado para la
separacion. A pesar de estos problemas, las proteinas, especialmente aquellas
con tamanos similares, pueden ser bien separadas en solucion libre. El uso de
capilares tratados es uno de varios caminos que pueden servir para reducir la
vinculacion con la pared.

Otro desarrollo recientemente producido incluye el uso de altas concentraciones
de buffer de fosfato para ocultar la carga en el interior de la pared del capilar y
capilares cortos (20 cm.), diametro pequefio (25 ym) operando con un campo
eléctrico alto lo cual permite separaciones muy rapidas, de ese modo se minimiza
el tiempo de estancia de las proteinas en el capilar. Esta propuesta requiere un
excelente sistema de control de la temperatura dentro del capilar para remover el

calor generado por el alto voltaje y la corriente [10-14, 26-41].
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2.4 SEPARACION DE ANALITOS

Es necesario conocer las propiedades acido — base de los analitos, cuando esto
no es posible, es aconsejable realizar dos experiencias a pH acido y basico, y
comprobar la posicion de los analitos respecto a la EOF. Un analito con algun
grupo basico estara protonado a pHs bajos y migrara antes del EOF mientras que
algun analito con algun grupo acido se comportara como un anién y migrara
después de la EOF en la experiencia a pHs basicos.

Una vez que se han hallado unas condiciones de separacion donde los analitos
migren y puedan ser detectados se optimiza el método en cuanto a resolucion
entre picos, tiempo de analisis, etc. La optimizaciéon del método implica en primer
término obtener una resolucion suficiente de todos los analitos y para ello el pH del
buffer es el parametro clave. Modificandolo, se obtienen relaciones carga / masa y
por tanto diferentes movilidades. Para separaciones de mezclas complejas, puede
ser necesario el uso de aditivos en el buffer (solventes organicos, ciclodextrinas,
surfactantes catidnicos, etc.). Una vez que la resolucion de los analitos es
suficiente, se intenta disminuir el tiempo de analisis mediante el aumento de
voltaje o la disminucién de la longitud del capilar, aunque estos parametros

también pueden afectar la resolucion.

2.5 ORIGEN DE LA CARGA EN UN MICROORGANISMO

Es aceptable caracterizar a la mayoria de los microorganismos como particulas
coloidales debido a su tamafio (10 um). Los coloides deben el origen de su carga
a dos motivos: el primero ocurre debido a la ionizacién de los grupos funcionales
de superficie como resultado de la protonacién o deprotonacion de moléculas
acidas y basicas de la superficie. La carga de la superficie puede ademas ser
obtenida por absorcién de iones de la solucion. Esto es casi siempre una
absorcién diferente de iones por las particulas coloidales. Los tipos y cantidades
de un ion absorbido son controlados por el tamafo y naturaleza (superficie
quimica) de la particula coloidal, también como por las propiedades de la solucion
(por ejemplo, pH, fuerza i6nica y composicion ionica). La carga de superficie de un

MO es debida usualmente a la combinacion de estos factores. Los grupos mas
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comunmente ionizables sobre la superficie de los microbios son acidos
carboxilicos, fosfatos, aminas y sulfatos.

La quimica de las paredes externas de la célula determina no solo la carga de la
superficie, ademas si los organismos son gram-positivos o gram-negativos.

Las membranas y las paredes celulares de los hongos contienen proteinas y
lipidos moleculares dando una carga caracteristica. Esta carga puede ser alterada
dependiendo del pH, fuerza idnica, la composicion del electrolito y la temperatura
[1,9]. La movilidad electroforética de microbios, en un campo eléctrico constante,
es dependiente sobre todo de la fuerza iénica de la solucion circundante. La
protonacién o deprotonacion de la superficie externa de entidades biologicas es
dictado por el pH de la solucion circundante. Por lo tanto, alterar el pH puede
también afectar la movilidad electroforética de microbios. El radio de un microbio
también afecta su movilidad [1].

2.6 CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS POR EC

El primer experimento que demostr6 la posibilidad de mover
microorganismos a través de capilares bajo un campo eléctrico aplicado, consistio
en el analisis de Lactobacillus casei y el virus mosaico del tabaco. Ambos se
detectaron en UV-visible, Lactobacillus casei a 220nm y el virus mosaico del
tabaco a 216nm, en corridas separadas. Los electroferogramas resultantes
mostraban picos agudos y un tiempo de migracion de 4 min, sin embargo, en
mezcla no hubo separacion de los microorganismos. La primera separacion de
bacterias por electroforesis capilar consiguié la separacion total o parcial de
Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae, y Staphylococcus aureus en bandas discretas, en
70min. Poco después se reportaron separaciones analogas Pseudomonas putida,
Pseudomonas sp, y Alcaligenes eutrophus. La inyeccion individual de cada
bacteria permitio la identificacion de los picos y su correspondiente movilidad, y
por lo tanto su caracterizacion [1]. Recientemente se han demostrado
separaciones eficientes y rapidas de otros microorganismos intactos como

Micrococcus luteus, Saccharomyces cerevisiae y Alcaligenes fecalis [45,46].
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De la misma forma que moléculas los microorganismos han mostrado
grandes eficiencias en la altura de pico, ya que se alcanzando eficiencias 10°-10°
platos tedricos/m, en la separacion de Bifidobacteria infantis, Lactobacillus
acidophilus y Saccharomyces cerevisiae [47]. Ademas de la rapida separacion,
identificacion y cuantificacion de estos microorganismos, también ha podido
determinarse la viabilidad (porcentaje de células vivas y muertas) por medio de CE
y fluorescencia inducida por laser [2].

Estos avances eventualmente permitiran el desarrollo de métodos rapidos

de analisis para muestras microbianas especificas, las cuales puedan servir de
base para establecer pruebas con valor diagnostico. Por ejemplo, se ha
establecido un sistema de identificacion de Salmonella enteritidis y otros serotipos
por medio de un marcador y electroforesis capilar con fluorescencia inducida por
laser [48]. Ademas, los patdgenos responsables de la mayoria de la infecciones de
tracto urinario, Escherichia coli y Staphylococcus saprophyticus, ya han podido
distinguirse uno de otro después de la inyecciéon directa de muestras de orina no
tratadas en tan solo 10 min de analisis.
Es posible adaptar el analisis de microorganismos por CE a muestras complejas
de productos de consumo. Se ha identificado y cuantificado Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium infantis en pildoras y jarabes usados como
suplementos alimenticios [5].

La EC ha mostrado capacidad para la evaluacion de la interaccion
microorganismo-molécula [6]; puede usarse para evaluar la conducta de
asociacion entre una amplia gama de ligandos y receptores; por ejemplo, se han
estimado las constantes de asociacion del virus del resfriado comun y rhinovirus
humano serotipo 2, a anticuerpos monoclonales y otras biomoléculas por medio de
EC [49, 59]. Las constantes de asociacion son utiles para cuantificacion de toda
asociaciéon molecular, en estudios de actividad farmacéutica, toxicidad y estudios
microbiolégicos [5]. La medicion de la movilidad electroforética esta permitiendo el
estudio de propiedades superficiales de las células microbianas, por medio de esta
ha podido detectarse la sutil, pero importante, heterogenicidad que puede existir
en una poblacion monoclonal. Ademas, se han obtenido puntos isoleléctricos e

informacion acerca de propiedades adhesivas y estabilidad en agua de varios
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microorganismos, como Escherichia coli, oocitos de Cryptosporidium parvum y
varios tipos de Mycobacterium [1,3,4].

La EC se ha empleado ademas, para la identificacién y cuantificacion del
VIH-1, ayudando a la optimizacion de la terapia antirretroviral, con lo cual se ha

prolongado la supervivencia de pacientes con VIH [51].

2.7 OTRAS APLICACIONES

La Electroforesis Capilar es una herramienta analitica estandar, imprescindible en
la bioquimica moderna y biologia molecular; los procedimientos electroforéticos
son usados en casi todos los aspectos de la investigacion biomédica y clinica
basica o aplicada [1,10]. Usada en biotecnologia para la caracterizacion y analisis
de macromoléculas como proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos [54]. En la
industria farmacéutica para el estudio de nuevos y diversos farmacos, proteinas
con actividad farmacoldgica, control de calidad y estructuras quirales. En el area
de los alimentos se aplica al fraccionamiento y cuantificacion de aminoacidos,
acidos organicos, aditivos y contaminantes. En control ambiental permite la
identificacion de contaminantes y sus metabolitos, pesticidas, metales pesados e
hidrocarburos [52]. Ademas su uso en la toxicologia forense ha resultado en la
identificaciéon de drogas y venenos que han causado dafio o muerte en victimas
[53].
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3. JUSTIFICACION

Si bien el estudio de las caracteristicas electroforéticas esta sirviendo como una
base prometedora para multiples ensayos microbiologicos de interés biomédico,
en general, son pocos los estudios que se refieren a la determinacion de células
microbianas. Debido a la falta de estudios por electroforesis capilar en hifas, lo que
se pretende con este trabajo es observar si es posible analizar estas estructuras

por electroforesis capilar.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la factibilidad de analizar hifas por electroforesis capilar

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer los tiempos de crecimiento de Pleurotus sp. y Lactarius sp. en que es

posible medir su comportamiento electoforético.

Probar diferentes condiciones electroforéticas: composicién de las soluciones

buffer, concentracién y pH, para determinar si es posible el analisis de hifas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 INSTRUMENTACION
Equipo: P/ ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman Coulter ®.

5.1.2 REACTIVOS

» Fosfato de Sodio Monobasico, Monohidratado, cristal. NaH,PO4H0.
Reactivo JT Baker ® ACS.

» Dextrosa. CgH1206. BD Bioxon ®

» Hidréxido de Sodio, perlas. NaOH. Reactivo JT Baker ® ACS.

= Acido Clorhidrico. HCI. Reactivo Baker ® ACS.

» Borato de Sodio 10-Hidrato, Cristal. Na;B4O7;10H,0. Reactivo JT Baker ®
ACS.

= C(Citrato de Sodio Dihidrato, Granular. HOC(COONa)(CH,COONa), 2H,0.
Reactivo JT Baker ® ACS.

= Agar Papa Dextrosa. BD Bioxon ®

» Liquido refrigerante Beckman & Coulter®.
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5.1.3 CEPAS ESTUDIADAS

Se utilizaron las cepas Lactarius sp. y Pleurotus sp., precultivos aislados de
micelio de ambos hongos proporcionados por el Laboratorio de Genética
Molecular de la Facultad de Medicina “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

5.1.4 MEDIO DE CULTIVO

5.1.4.a Caldo Papa Dextrosa (PDC)

Se pesan 250 g. de papa, las cuales son lavadas perfectamente y posteriormente
picadas para asi colocarse en un vaso de precipitado de 1000 mL agregando agua
destilada, aproximadamente 300 mL, para proceder a hervir durante 20 minutos a
partir del primer hervor. El producto acuoso se filtra en un vaso de precipitado,
usando un embudo y una gasa, el residuo de papa filtrado se lava con agua
destilada. Al filtrado se le agregan 20 g de dextrosa y se afora a 1 L con agua
destilada. Se vierte 25 mL del producto en matraces Erlenmeyer de 50 mL, se
tapan y se procede a esterilizaciéon en autoclave a 121° C (15 Ib/in?) durante 15
minutos. Una vez esterilizado y enfriado, sera conservado en refrigeracion para su

posterior uso.

5.1.4.b Agar Papa Dextrosa (PDA)

Se suspendieron 19.5 g de polvo BD Bioxon ® en 2 litro de agua destilada. Se
mezclé perfectamente y se procedié a calentar con agitacion frecuente hasta
disolucién completa. Se coloco en vasos de precipitados y se esterilizé a 121° C
por 15 minutos. Posteriormente se deja enfriar y se vacia en placas Petri, las que

son conservadas en refrigeracion hasta su uso.

5.2 Cultivo

Se toman 2 matraces de 50 mL que contienen PDC previamente preparado, cada
uno se inocula con cinco cilindros de 0.5 cm de diametro obtenidos de un micelio
fresco proveniente de un precultivo realizado en medio PDA de Lactarius sp. y

Pleurotus sp. Posteriormente los matraces se incuban a 28° C a 1500 rpm. Se
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detiene el crecimiento del hongo a las 14, 28 y 30 horas de incubacién para

Lactarius sp. y; 28 y 29.5 horas para Pleurotus sp.

5.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

5.3.1 Lactarius sp.

Se extrajeron del medio de cultivo fragmentos de micelio a las 14, 28 y 30 horas
de incubacion con la ayuda de una pinza en ambiente estéril. EI micelio se coloco
en 20 mL de agua destilada, se agitdé vigorosamente para separar el micelio,
posteriormente se procedié a desgasificar la muestra en un sonificador durante 10
minutos. De esta disolucion se tomaron 400 uL, colocandose en un vial, al cual se

adicion6 100 uL de la solucion buffer a prueba.

5.3.2 Pleurotus sp.

Se extrajeron del medio de cultivo fragmentos de micelio a las 28 y 29.5 horas de
incubacion con la ayuda de una pinza en ambiente estéril. El micelio se coloco en
20 mL de agua destilada, se agité vigorosamente para separar el micelio,
posteriormente se procedié a desgasificar la muestra en un sonificador durante 10
minutos. De esta disolucion se tomaron 400 uL, colocandose en un vial, al cual se

adicion6 100 um de la solucién buffer a prueba.

Se introdujeron al sistema de Electroforesis Capilar los viales para llevar a cabo el

analisis.

5.4 CONDICIONES ELECTROFORETICAS

Capilar: Se utilizaron capilares de silice fundida con diametro interno de 75y 100
um, con una longitud efectiva de 28 y 20 cm, respectivamente. Con cubierta de
poliamida.

Temperatura: En todas las corridas se mantuvo a 25° C.

Temperatura del cartucho: 25° C.
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Detector: Arreglo de Diodos.

Longitud de onda: 214 nm.

Voltaje: 15.0 kV en todas las corridas.

Presion: 20.0 psi para lavado y separacion.

Polaridad: Positiva.

Composiciones del Buffer ensayadas:

Tabla 5. BGE.

| Hongo |  Buffer ' Concentracion | pH

| Lactariussp. | Defosfatos | 10 mM | 7.0

| | | 20 mM | 7.0

| | | 30 mM | 6.0,7.0,8.0
| | Deboratos | 20 mM | 8.0

| | Decitratos | 20 mM | 5.0

| Pleurotussp. | Defosfatos | 10 mM | 7.0

| | | 20 mM | 7.0

| | | 30 mM | 6.0, 7.0
| | Deboratos | 20 mM | 8.0

| | De citratos | 20 mM | 5.0
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6. RESULTADOS

6.1 OBSERVACION MACROSCOPICA
6.1.1 Lactarius sp.

Color Blanco
Reverso Amairrillo claro
Textura Algodonoso
Consistencia | Dura

Figura 26. Lactarius sp. En agar papa dextrosa. Incubado a 28° C por 24 horas.

6.1.2 Pleurotus sp.

Color Blanco
Reverso Café claro
Textura Algodonoso
Consistencia Dura

Figura 27. Pleurotas sp. En agar papa dextrosa a 28° C por 24 horas.
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6.2 OBSERVACION MICROSCOPICA
El crecimiento fungico se observé mediante microscopio Leica CME con objetivo

40X en suspension acuosa.

6.2.1 Lactarius sp.

C

Figura 28. (A) Lactarius sp. a 14 horas de incubacion, (B) Lactarius sp. a
28 horas de incubacién. (C) Lactarius sp. a 30 horas de incubacion.
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6.2.2 Pleurotus sp.

Figura 29. (A) Pleurotus sp. a 28 horas de incubacion, (B) Pleurotus sp. a 29.5 horas de incubacion.
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6.3 ELECTROFEROGRAMAS DE PLEUROTUS Y LACTARIUS

6.3.1 Blanco

PDA- 214nm
BlancoPDC9-5-2006 8-20-06 PM
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Figura 30. Electroferograma del Caldo Papa Dextrosa. El inserto muestran el area donde se
presentan los picos correspondientes a Lactarius sp. y Pleurotus sp.

6.3.2 Electroferogramas de Pleurotus sp. usando capilar de 100 ym de d.i.
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Figura 31. Electroferograma donde se observa el pico correspondiente a Pleurotus sp.
BGE de fosfatos 20 mM, pH 7.0
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Figura 32. Electroferograma de Pleurotus usando BGE pH 8.0, 20 mM.
A) Corresponde a buffer de borato y; B) a buffer de fosfato.
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Figura 33. Electroferograma que muestra la influencia de la concentracion del buffer.
BGE de fosfato, pH 7.0 A) 30 mM; B) 20 mM y C) 10 mM.
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Figura 34. Electroferograma que muestra la reproducibilidad del pico producido por Pleurotus sp.
BGE de fosfato 20 mM, pH 7.0
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Figura 35. Electroferograma que muestra el efecto del pH en el tiempo de migracion

para Pleurotus sp. BGE de fosfato 20mM, A) pH 8.0 y; B) pH 7.

0

6.3.3 Electroferogramas de Lactarius sp. usando capilar de 100 pym de d.i.
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Figura 36. Electroferograma que muestra el pico producido por Lactarius sp.

BGE de fosfato 10 mM, pH 7.0
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Figura 37. Electroferograma que muestra el pico producido por Lactarius sp.

BGE de fosfato 20 mM, pH 7.0
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Figura 38. Electroferograma que muestra el pico producido por Lactarius sp.
BGE de fosfato 30 mM, pH 7.0
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Figura 39. Electroferograma que muestra el efecto de la concentracion de BGE en el tiempo de
migracion. BGE de fosfato pH 7.0. A) 10 mM y; B) 20 mM.
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Figura 40. Electroferograma que muestra la reproducibilidad del sistema en el pico mayoritario de
Lactarius sp. BGE de fosfato 30 mM, pH 7.0
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Figura 41. Electroferograma que muestra el efecto del pH del BGE en el tiempo de migracion.
A) Corresponde a pH 7.0 y; B) Corresponde a pH 6.0. BGE de fosfato 30 mM.

6.3.4 Electroferogramas usando capilar de 75 pym de d.i.
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Figura 42. Electroferograma que muestra la respuesta obtenida por Pleurotus sp.
en un capilar de 75 ym de d.i.
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Figura 43. Electroferograma que muestra la falta de respuesta de Lactarius sp. cuando se usa un
capilar de 75 ym de d.i. BGE de fosfato 30 mM, pH 7.0
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7. DISCUSION

Son pocos los estudios electroforéticos que se refieren a la determinacién de
células microbianas, como bacterias y virus y casi nulos los que se refieren a
células fungicas. Para estas ultimas existen varios estudios en los que se utiliza
EC para analizar los productos obtenidos mediante técnicas moleculares
[46,47,48] en el analisis de los hongos; sin embargo los trabajos sobre células
fungicas se han enfocado a levaduras [3,46] y ninguno al de hifas.

En este trabajo se estudi6 la posibilidad de analizar por EC hifas provenientes de
dos hongos Basidiomicetos: Pleurotus sp. y Lactarius sp. Ambos hongos se
cultivaron en PDC para de ahi tomar muestras para analisis directo y se observo
que para Lactarius sp. los tiempos de crecimiento notorio fueron de 24 horas y
para Pleurotus sp. de 29 horas. Estos tiempos representan los adecuados para
cosechar los hongos vy llevarlos al analisis. Después de estos tiempos se forman
agregados compactos dificiles de manipular. Las observaciones microscoépicas
muestran claramente la formacién de hifas ramificadas.

El analisis del PDC por EC dio un electroferograma que muestra dos picos
grandes que aparecen en un area donde no se observo la presencia de los picos
ocasionados por los hongos, tal y como se muestra en la figura 30 y el inserto
muestra que no aparece ningun pico relacionado al medio de cultivo.

Las figuras 31 y 36 muestran los picos obtenidos por Pleurotus sp. y Lactarius sp.,
respectivamente. En ambas se observa un pico mayoritario que se atribuye al
hongo; sin embargo hay otros pequefios picos que pueden deberse a distintas
estructuras de los mismos hongos.

Toda vez que se observo la aparicion de un pico para cada hongo, se probaron
diferentes tipos de buffer, concentraciones y pH, ademas de variar el tiempo de
inyeccion de la muestra. En cuanto a este ultimo, se probaron 3, 5 y 7 segundos,
sin encontrar diferencias significativas en los resultados, por lo que se decidié usar
5 segundos.

Se emplearon buffers de citrato, borato y fosfato. El buffer de citrato se descart6
por que ocasionaba la caida de la corriente en el instrumento, ademas de

ocasionar picos distorsionados. Los otros dos buffers ofrecieron mejores
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resultados pero el de fosfato siempre ofrecia una mejor forma del pico. El buffer de
fosfato 30 mM a pH 7.0 producia picos mas simétricos.

Con respecto al diametro del capilar el de 100 um favorece la entrada de las hifas,
no asi con el capilar de 75 ym, ya que al parecer estas se encuentran muy
ramificadas y aun mas en el caso de Lactarius sp. puesto que no se logra observar

ningun pico en el electroferograma, pero si se logroé obtener un pico para Pleurotus

sp.
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8. CONCLUSIONES

Se observo que si es posible analizar hifas tomadas directamente del cultivo por
Electroforesis Capilar en Zona, bajo las condiciones ensayadas, obteniendo
mejores resultados con buffer de fosfato a una concentracion 30 mM y pH 7.0 ya
que ofrece un pico definido y simétrico en los electroferogramas correspondientes
a cada hongo. Ademas del uso de un capilar con diametro interno de 100 ym, que

favorece la entrada de las hifas.
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9. PERSPECTIVAS

Buscar la manera de controlar el desarrollo y crecimiento de una estructura

mayoritaria del hongo, para corroborar lo presentado en esta tesis.

Probar distintos aditivos para el buffer con la finalidad de controlar el tiempo

de migracién de cada hongo.

Emplear diferentes longitudes efectivas del capilar.
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Absorbancia

Acropeta
Adsorcion
Aerobio
Anélido
Anodo
Apotecio
Artroconidio
Asca
Ascocarpo
Ascomycetes
Ascospora
Aseptado
Autotrofo
Balistoconidio
Basidio
Basidiospora
Basipeta

Blastoconidio

Botriosa

Candelabro favico

Carga formal
Carpoforo

Catenulada
Catodo
Célula

Célula
conidiégena
Clamidoconidio

GLOSARIO

Cifra sin dimensiones que indica hasta qué punto absorbe una solucion
de una sustancia la luz de una determinada longitud de onda. Se define
como el logaritmo negativo de la fraccion de luz de longitud de onda 2
que pasa a través de una muestra de la solucion. Su valor depende de la
longitud del paso de la luz, la concentracién de la solucion y el
coeficiente de excitacion de la sustancia a esa longitud de onda.
Producido hacia el apex. Con referencia a la cadena de conidios, el
conidio mas joven esta en la punta y el mas viejo en la base.

Proceso mediante el cual atomos, moléculas o iones se adhieren a una
superficie.

Indica la presencia de oxigeno o la necesidad de éste.

Célula conidégena generalmente en fo9rmna de botella, caracterizada
por presentar una cicatriz en forma de anillo después de cada
conidiacion.

Electrodo en el que se lleva a cabo la oxidacion.

Ascocarpo abierto plano o en forma de copa. Las ascas estan en un
himeno.

Conidio talico producido por fragmentacion de la hifa y que se libera por
un proceso de rexdlisis o de esquizdlisis.

Estructura en forma de asca que contiene ascosporas que se forman
como resultado de cariogamia o meiosis.

Cuerpo fructifero complejo que contiene ascas.

Grupo de hongos que se reproduce por medio de ascosporas.

Espora haploide producida generalmente dentro de una asca.

Referente al filamento fungico, que carece de septos. Sinénimo de
cenocitico.

Organismo con capacidad para utilizar el biéxido de carbono como Unica
fuente de carbono.

Conidio que se descarga a presion.

Estructura a partir de la cual se forman las basidiosporas como
resultado de la cariogamia y meiosis; o los basidios son caracteristicos
de Basidiomycetes.

Espora haploide producida sobre el basidio después de la plasmogamia
y cariogamia.

Producida en la base; se refiere a una cadena de conidios en donde el
conidio mas joven se localiza en la base.

Conidio holoblastico que se produce en forma solitaria, sincronégena o
en cadenas.

Forma de reproducciéOn en a que se forman sincrénicamente varios
conidios en la superficie de la célula conididgena.

Hifas ramificadas e hinchadas en los extremos.

Diferencia entre los electrones de valencia de un atomo aislado y el
numero de electrones asignados al &tomo de una estructura de Lewis.
Cuerpo fructifero de los basidiomicetos que contiene a los basidios y
basidiosporas.

Forma de conidiacién en la cual se forman cadenas de conidios.
Electrodo en el que se lleva a cabo la reduccién.

Unidad organica fundamental de todo ser vivo, constituida por una masa
discontinua de protoplasma limitada por una membrana plasmatica.
Célula que produce conidios.

Conidio talico, redondo, de pared gruesa y de gran tamafo, producido
por modificacién de una célula hifal preexistente, considerada de
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Cleistotecio

Columnela

Conidio

Conidioforo
Dimorfismo

Diodo

Diploie
Electroforesis
capilar

Electrolito
Endospora

Enteroblastico
Esclerote
Espectro de
absorcién

Espora
Esporangio
Esporangiéforo
Esporangiospora
Esquizolisis
Estado imperfecto
Estado perfecto
Esterigma

Eucariota
Fialide

Fluorescencia

reproduccion o de resistencia.

Ascocarpo cerrado, generalmente con las ascas dispuesta en forma
irregular en el interior.

Estructura en forma de de domo, estéril, localizada en el Extremo distal
del esporangidéforo.

Propagalo originado por un proceso de reproduccion asexual.

Hifa especializada sobre la cual se originan directa o indirectamente los
conidios.

Propiedad que tienen algunos hongos patégenos de presentar una
morfologia en vida libre y otra diferente, en la fase parasitaria.

Dispositivo semiconductor que consta de una unién p-n a través de la
cual puede pasar la corriente en una unica direccion. La corriente pasa
cuando el material de tipo n se hace negativo y el material de tipo p se
hace positivo. Para que pase corriente, se debe aplicar antes un voltaje
suficiente para vencer la energia de activacion para que se mueva el
portador. En el caso de diodos de Si este potencial vale
aproximadamente 0,6 V. si se aplica un potencial suficientemente
grande, en direccion inversa, pasa corriente en direcciéon contraria a
través del diodo.

Células eucariotas que poseen dos copias de cada cromosoma.

Técnica de separacion que se basa en la diferente movilidad o velocidad
de migracién de particulas cargadas debido a la accion de un campo
eléctrico. Cada sustancia cargada migra hacia el catodo o anodo a una
velocidad que depende de su carga neta y de su interaccion de friccion
con el medio.

Sustancia que produce iones cuando se disuelve.

Espora producida en el interior de una esférula o de un esporangio
cerrado.

Conidio producido por un proceso blastico en donde sélo participa la
pared interna del hongo.

Masa densa de hifas o seudoparénquima que forma una unidad
reproductora

Grafica de absorbancia o transmitancia de luz en funcién de la longitud
de onda, frecuencia o numero de onda.

En micologia, estructura producida por un proceso asexual (oospora,
zigospora, ascospora, basidiospora).
Estructura  generalmente  vesiculosa
esporangiosporas.

Hifa especializada portadora de un esporangio.

Espora asexual que se produce dentro de un esporangio.

Proceso enzimatico de separacion conidial conidio — célula conididgena
o conidio — conidio, a través de la fision de un septo doble.

Condicién de los hongos que presentan reproduccién asexual
(anamorfismo).
Condicion de
(teleomorfismo).
Punto de estrechamiento que origina una basidiospora sobre un basidio.
Célula que posee compartimientos delimitados por membranas.
Estructura conidibgena generalmente en forma de botella en la cual se
producen los conidios en forma basipeta; el primer conidio es
holoblastico y los siguientes son enteroblasticos.

Emision de radiacion electromagnética por un atomo o una molécula, de
manera particular en la region visible, después de la absorciéon de un
foton.

que contiene a las

los hongos que presentan reproduccion sexual
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Fluorescencia
Gemacion

Haploide
Heterotalico

Hifa

Hifa en espiral

Hifa en raqueta
Holoartrica
Holoblastica
Holotélica
Homotalico

Hongo
lon

Macroconidio

Mananos
Meiosis

Membrana

Micelio

Micelio aéreo
Micelio cenocitico

Micelio septado

Micelio vegetativo
Micosis

Microconidio
Mitosis

Molécula

Movilidad

Movilidad aparente

Forma de multiplicacion de las levaduras en donde la célula hija se
desarrolla a partir de un brote (gema o yema) de la célula madre.

Células procarioticas que contienen una sola copia de su cromosoma.
Talo fungico de un sexo determinado y que requiere de otro talo
compatible para llevar a cabo la reproduccion de tipo sexual.

Elemento estructural fundamental de los hongos; puede ser unicelular
como las levaduras o pluricelular tomando la forma de filamento septado
o aseptado. El conjunto de hifas forma el micelio.

Hifa torcida en espiras.

Filamento fungico formado por una sucesion de células piriformes.
Reproducciéon asexual por artroconidios que involucra a todas las capas
e la pared celular y donde la fragmentacion se lleva a cabo por un
proceso de esquizdlisis.

Reproduccion asexual por blastoconidios que involucra a toda la pared
fungica a través de un proceso blastico.

Tipo de conidiacidon en donde los conidios se originan a partir de las dos
capas de la célula conididgena a través de un proceso talico.

Talo fangico el cal no necesita de otro talo compatible para llevar a cabo
la reproduccion sexual.

Organismo eucarionte, perteneciente al reino Fungi.

Particula cargada que se forma cuando un atomo o un grupo de atomos
neutros ganan o pierden uno o mas electrones.

Conidio que presenta un tamafio mayor de cinco micras y que
generalmente presenta septos.

Polimeros de glucosa con puentes glucosidicos a o 3.

En eucariontes, un tipo especial de division celular que tiene lugar
durante la maduracion de las células germinativas; comprende dos
divisiones nucleares y celulares sucesivas con solo una ronda de
replicacion de DNA. El resultado es la produccion de cuatro células
haploides no equivalentes, desde el punto de vista genético (gametos) a
partir de una célula diploide.

Barrera de permeabilidad que rodea células u organelas; consta de una
bicapa fosfolipidica, proteinas de membrana asociadas y en el caso de
los hongos esteroles como ergosterol, ademas de glucolipidos.

Conjunto de hifas que constituye e cuerpo (talo) de un hongo.

Micelio que se desarrolla sobre el sustrato y en e cual se encuentran las
estructuras reproductoras.

Micelio cuyas hifas no presentan septos (micelio continuo) y en donde
los nucleos y demas organelos circulan libremente.

Micelio en donde las hifas presentan tabicaciones dispuestas en forma
mas o menos regular; cada tabicacion presenta uno o varios poros que
permiten la comunicacion citoplasmatica intercelular.

Conjunto de hifas que se desarrollan en el interior del sustrato y su
funcién principal es nutricional.

Infeccién producida por hongos patdgenos.

Conidio de un tamafio menor de tres micras, generalmente unicelular.

En las células eucariontes, el proceso a través del cual se divide el
nucleo para producir dos nucleos hijos, genéticamente equivalentes, con
numero diploide de cromosomas.

Agrupacién ordenada y definida de atomos, constituye la menor porcién
de un compuesto que puede existir en libertad conservando su
naturaleza quimica.

Velocidad ultima que una molécula alcanza en un campo de 1 V/m.
Velocidad = movilidad x campo.

Constante de proporcionalidad entre la velocidad neta de un ion presente
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Movilidad
electroforética
Movilidad
electroosmética
Pared celular

Particula
Pectinado
Penicilado
Peritecio

pH

Plato tedrico

Potencial eléctrico

Punto isoeléctrico

Quimiolitotrofo

Quimioorganotrofo

Reproduccion
asexual
Reproduccion
sexual
Rexolisis

Rizoide
Septo

Seudohifa
Sinema
Télico
Tampodn

Tubo germinal
Ultravioleta

Verticilado
Viscosidad
Voltaje

en una disolucion y el campo eléctrico aplicado. Es la suma de la
movilidad electroforética y electroosmotica.

Constante de proporcionalidad entre la velocidad electroforética de un
ion presente en la disolucion y el campo eléctrico aplicado.

Constante de proporcionalidad entre la velocidad electroosmotica de un
fluido en un capilar y el campo eléctrico aplicado.

Matriz extracelular rigida especializada que se encuentra a continuacion
de la membrana plasmatica, con la finalidad de proteger la célula y
mantener su forma.

Unidad estructural del atomo.

En forma de peine.

En forma de pincel.

Ascocarpo provisto de un ostiolo, generalmente en forma de botella y
que contiene ascas con ascosporas.

Logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrogeno.

Concepto imaginario en cromatografia que denota un segmento de
columna en el que tiene lugar un equilibrio del soluto entre la fase moévil y
estacionaria.

Es la energia (en J) necesaria para llevar un culombio de carga positiva
del infinito a ese punto. La diferencia de potencial entre dos puntos es la
energia necesaria para transportar 1 C de carga positiva desde el punto
positivo al punto negativo.

pH al cual la molécula posee una carga cero.

Organismo que obtiene su energia de la oxidacién de compuestos
inorganicos.

Organismo que obtiene su energia de la oxidacién de compuestos
organicos.

Multiplicacion celular por mitosis y que en los hongos da por resultado la
produccion de conidios.

Involucra la fusion de dos nucleos haploides compatibles y en los hongos
da por resultado la producciéon de esporas.

Con referencia a la secesion conidial, ruptura circunstancial de la pared
célula por debajo del septo basal del conidio. La ruptura puede resultar
por tensidon mecanica, actividad litica, enzimatica o ambas.

Rama corta y delgada de un talo semejante a una raiz vegetal.

Elemento formado de la pared de la hifa, limitando una articulacién pero
permitiendo la circulacion citoplasmatica entre las células por uno o
varios poros.

Estructura filamentosa resultante del desarrollo de blatoconidios que
permanecen unidos por sus extremos, aunque la separacion ente cada
célula es completa y n existe comunicacion citoplasmatica.

Conjunto de conididforos dispuestos en forma paralela.

Tipo de conidiacién en el cal el conidio se forma por transformacion de la
célula conidiogena, previa formacién de un septo.

Mezcla e un acido y su base conjugada que resiste a variaciones de pH
cuando se le anaden 4cidos o bases.

Primordio hifal a partir de un conidio.

Posee menor longitud de onda que la radiaciéon luminosa y se pone de
manifiesto por su acciéon quimica y por la propiedad que tiene de excitar
la fluorescencia de numerosos cuerpos. Para producir estas radiaciones
se emplean lamparas de cuarzo con vapor de mercurio.

Ramificaciones hifales dispuestas alrededor de un eje y al mismo nivel.
Resistencia a fluir en un fluido.

Diferencia del potencial eléctrico entre el anodo y el catodo de una celda
electroquimica.
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