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ABSTRACT

Introduction: Over the last few years, there has been an increase in fungal
species potentially pathogenic to humans that mainly affect immunocompromised
patients. Therefore, they can easily suffer from mycoses. There has also been an
increase of resistant strains of microorganisms due to the indiscriminate use of
antibiotics and antifungals. Thus, it is essential to perform an accurate
identification of the pathogenic microorganism causing a disease in order to
provide patients with the proper treatment. Capillary Electrophoresis (CE) is a
technique where analytes migrate in a narrow capillary tube driven by an electric
field. Microorganisms can be studied by CE because they have surface charges
and these charges can be altered by the media in which they are suspended. In
this way, it is posible to unterstand how fungal cells such as conidia can repel
each other, agregate between themselves and to other surfaces. Objective: To
determine the influence of ionic and non-ionic surfactants on the agregation and
electrophoretic mobility of Trichoderma spp conidia. Materials and methods:
Capillary tube: 100 um i.d., 50 cm L;; I = 201 nm and £17 KV. Four wild strains of
Trichoderma were studied: Hypocrea lixii, T. gamsi, H. rufa and T. tormentosum.
All strains were grown in Vogel agar, incubated at 28°C for 90 h, they were then
subjected to mechanical damage to induce conidiation and left for 48 h more.
Conidia were harvested using sterile distilled water. They were analised in a
commercial CE system (P/AC Glycoprotein system, Beckman Coulter) using as
background electrolite, phosphate buffer 10 mM, pH 6.8 that was added with
different concentrations of surfactants: Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB),
sodium heptan sulphonate (HSS) and Triton TX-100. Possitive and negative
voltajes were also assayed. The effect of surfactants on agregation and mobility of
conidias of Trichoderma was also observed by optic mycroscopy. Results: Using
CTAB, conidias agragate between themselves and to the capillary wall.
Electrophoretic signals were obtained when normal polarity was used and only T.
gamsii produced signals in reverse polarity. Conidias do not agregate between
themselves or to the capillary wall using Triton X-100. All strains produce
electrophoretic signals in all concentrations using normal polarity. On the other
hand, conidia group between themselves and to the capillary wall when HSS was
used, none of the strains produced any electophoretic signal. Mixed surfactants
were also used and only the mixture CTAB-Triton X-100 produced good signals.
Conclusion: Surfactants can affect aggregation and mobility of all four wild strains
of Trichoderma.

Keywords: Trichoderma, conidia, electrophoretic mobility, surfactants, capillary
electrophoresis




RESUMEN
Introduccion: En los dltimos afios el numero de especies flangicas
potencialmente patdgenas para el hombre ha aumentado considerablemente
siendo los pacientes inmunocomprometidos los que estan mas expuestos a sufrir
algun tipo de micosis. Por otro lado, el uso indiscriminado de antibidticos o
antimicéticos, ha promovido la resistencia a estos de gran cantidad de cepas
microbianas. Por lo que su correcta identificacion es de especial importancia para
el adecuado tratamiento del paciente. La electroforesis capilar (EC) es una técnica
en la que los analitos se mueven a través de un tubo capilar como consecuencia
de la aplicacion de un campo eléctrico. Los microorganismos pueden analizarse
por EC debido a que su superficie contiene cargas, que pueden alterarse con
sustancias que se encuentran en el medio en el que estén suspendidas.
Entonces, usando ésta propiedad es posible estudiar la manera en que células
fungicas, tales como las conidias, se pueden agregar entre si mismas, a otras
superficies o repelerse. Objetivo: Determinar la influencia de surfactantes ionicos
y nho ionicos en el agrupamiento y movilidad electroforética de conidias de
Trichoderma spp. Materiales y métodos: Capilar de silice fundida de L; de 50cm
y 100 um de d.i.; A de 201nm y un voltaje de +17Kv; se utilizaron las conidias de
las cepas silvestres Hypocrea lixii, T. gamsii, H. rufa y T. tomentosum; las cepas
fueron sembradas en agar Vogel e incubadas a 28° C por 90h, posteriormente
sometidas a dafio mecanico para inducir la conidiacion a las 48h. Se colectaron
las conidias con H,O destilada estéril y se analizaron en un equipo comercial de
EC (P/ACE Glycoprotein system, Beckman Coulter) con buffer de fosfatos 10 mM
pH 6.8 con los surfactantes bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB), heptan
sulfonato de sodio (HSS) y Triton X-100 en diferentes concentraciones; también
se ensayaron voltajes positivos y negativos y mezclas de surfactantes. Se
observé el comportamiento de las conidias en presencia de los surfactantes, con
ayuda del microscopio 6ptico. Resultados: Con CTAB las conidias se agrupan
entre si y se adhieren a la pared interna del capilar; en polaridad normal se
obtienen sefales electroforéticas para todas las cepas en todas las
concentraciones. Solo se obtuvo sefal para T. gamsii en polaridad inversa. Con
Triton X-100 no hay adhesion de las conidias a la pared del capilar ni entre ellas;
las sefales electroforéticas estan presentes en todas las concentraciones y en las
cuatro cepas en polaridad normal. Con el HSS las conidias se agrupan entre si y
se adhieren a la pared interna del capilar pero no muestra sefales electroforéticas
de alguna de las cuatro cepas a ninguna concentracion. Al realizar mezclas de
surfactantes Unicamente se mejoraron las sefiales electroforéticas con la solucion
CTAB + Triton X-100. Conclusion: Los surfactantes ejercieron un efecto en la
movilidad y en la agrupacion de las conidias de las cepas silvestres de T.

atroviride.

Palabras clave: Trichoderma, conidias, movilidad electroforética, surfactantes,
electroforesis capilar.




l. INTRODUCCION

En los udltimos afios la taxonomia de los hongos causantes de infecciones en el
hombre ha cambiado de manera significativa, especialmente debido al rapido
desarrollo de las técnicas de secuenciacion de ADN que ha permitido avanzar en
el conocimiento de las relaciones filogenéticas entre estos microorganismos. El
nuamero de especies fungicas potencialmente patdgenas ha sufrido un
espectacular aumento, ello ha ocurrido en diferentes géneros de mucorales y
especialmente de ascomicetos tales como Aspergillus, Fusarium, Sporothrix
y Scedosporium, entre otros. Es frecuente que dichas especies difieran en
virulencia y en su respuesta a los antifingicos por lo que su correcta identificacion
es de especial importancia para el adecuado tratamiento del paciente [James y
col., 2006].

Los hongos son organismos eucariéticos caracterizados por la formacién de hifas,
que son estructuras filamentosas constituidas por una sucesion de células
intercomunicadas, que en conjunto constituyen el micelio. Dichas estructuras
representan la forma invasiva de los hongos patégenos y son las que se observan

en las preparaciones histolégicas del tejido infectado [Hibbett, 2007].

El aumento de pacientes inmunodeprimidos a causa de enfermedades, incluso
SIDA o el trasplante de 6rganos, ha ocasionado que estén expuestos a algun tipo
de micosis, y el uso indiscriminado de antibi6ticos o antimicéticos ha promovido la
resistencia de gran cantidad de cepas microbianas a estos compuestos. Debido a
esto se requiere que la identificacion de los microorganismos sea mas rapida,

mas sensible y mas selectiva [Hoyos-Carbajal, 2011].

Para llevar a cabo el andlisis e identificacion de los hongos microscopicos se
utiliza principalmente el cultivo y la observacion de las caracteristicas macro y
microscoépicas, aunque es el método mas utilizado tiene una desventaja en la
identificacion basada en las caracteristicas propias del hongo ya que esta sujeta a

las condiciones a las que esta expuesta [Hoyos-Carbajal, 2011].
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En conjunto con el método de cultivo son utilizadas las pruebas bioquimicas
basadas en la fermentacién y asimilacion de alguna fuente de carbono [Garcia
Aguilar, 2009].

Otras técnicas de identificacion utilizadas son sistemas automatizados, métodos
génicos, secuenciacion de genes ribosomales, analisis de perfiles de restriccion
de ADNr, PCR y FISH [Garcia Aguilar, 2009].

Un hongo microscopico de amplia distribucion es Trichoderma; tipicamente se
encuentra en suelo y madera en descomposicion, es un hongo muy estudiado ya
que tiene una gran capacidad de metabolismo produciendo enzimas industriales
como pigmentos industriales y quinona; mas de 100 metabolitos con actividad
antibiotica, incluyendo policétidos, polipéptidos, pironas, terpenos y metabolitos
derivados de aminoacidos. Entre los metabolitos secundarios producidos por
Trichoderma se encuentra el acido-3-indolacetico (AIA) una hormona inductora
del crecimiento, que induce el aumento de la altura de las plantas [Ortufio y Col,
2013;Klein y col, 2002]. El género Trichoderma contiene especies con importancia
biotecnoldgica, algunas de ellas utilizadas como biocontrol contra enfermedades
presentes en plantas, otras para la produccion de enzimas y antibidticos, en la
bioremediacién de ambientes contaminados, y como fuente de genes para la
obtencién de plantas transgénicas. Sin embargo se han identificado especies de
Trichoderma como T. pleutorum, T. aggresivum y T. pleuroticola, que atacan
plantaciones comerciales de champifiones, y otras que tienen la habilidad de
crecer a 40° C, tal es el caso de T. longibrachiatum, la cual es considerada un
patbgeno oportunista en pacientes inmunocomprometidos [Harman, 2000;

Harman y col., 2004].

Existen bases de datos muy completas con informacion de Trichoderma, que
incluye secuencias de nucleétidos, lista de enzimas y dendogramas, todos ellos
obtenidos mediante diferentes técnicas de estudio destacando las pruebas
morfologicas y moleculares [Taxonomy 1SoTaG,2013].

Se ha obtenido una gran cantidad de informacion con la ayuda de técnicas
instrumentales, como la HPLC. En los dultimos afos, se ha empleado la

Electroforesis Capilar (EC). Con esta técnica se pueden conocer las cargas
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eléctricas de superficie, en este caso de hongos microscopicos; segun el valor de
la carga neta de superficie, las células pueden adherirse a células de otros
organismos o0 superficies, o también ocasionar repulsibn hacia células o

superficies [-Armstrong y Desai, 2003].

Armstrong y colaboradores [2000] lograron observar la migracion a través del
capilar en suspensiones de S. cerevisiae; Moon y Kim [2003] estudiaron dos
cepas de S. cerevisiae empleadas como probiéticos con la ayuda de ECZ y al
igual que Bao y col. [2008], utiliz6 esta técnica para analizar muestras con células
de S. cerevisiae. Horka y col. [2009] lograron la separacion de una mezcla de
conidias de diferentes especies fungicas utilizando ECZ; en el mismo afio Petr y
colaboradores separaron células de S. cerevisiae y Escherichia coli. Horka y col.
[2011] separaron mediante ECZ una mezcla de conidias de 4 especies de
Monilinia. En el laboratorio de Desarrollo Analitico [2007] se realizd el primer
andlisis utilizando la EC para el andlisis de cepas de Botryosphaerea rhodina y
Trichoderma sp. Garcia Aguilar [2009] busco6 controlar la longitud de las células
miceliales utilizando germinulas de Trichoderma sp. y Neurospora crassa.
Céazares [2009] logré caracterizar tanto conidias de T. atroviride como esporas de
Amylomyces rouxii y Agaricus bisporus. Avila en el [2011] estudi6 el
comportamiento electroforético de macroconidias de Alternaria y Pestalotiopsis.
Los ultimos analisis se realizaron en el 2013; Castillo y Robinson evaluaron el
efecto de surfactantes cationicos en la movilidad electroforética de conidias de
Trichoderma spp; mientras que, en el mismo afio, Farias y Robinson evaluaron el
efecto de dos surfactantes un aniénico y uno no i6nico en la movilidad
electroforética de conidias de Trichoderma spp, estos udltimos analisis se
realizaron utilizando la técnica de microelectroforesis capilar adaptada a un
microscopio Optico para poder observar el comportamiento [Armstrong Yy
Schneiderheinze,2000; Moon y Kim, 2003; Bao y col, 2008; Horka y col., 2009;
Petr y col., 2009; Horka y col., 2012; Cazares, 2007; Garcia Aguilar, 2009;
Cézares, 2009; Avila, 2011].

En este proyecto se quiere complementar la informacién obtenida en los ultimos
analisis realizados con la técnica de microelectroforesis capilar, utilizando la
técnica de EC que nos permite conocer mas a detalle las propiedades

fisicoquimicas de la pared celular fungica, particularmente sus propiedades de
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adherencia y repulsion que tienen entre las mismas células y las superficies; con
esta técnica se obtendran resultados en periodos de tiempo cortos, de manera
econOmica y con una buena sensibilidad. Las cepas de Trichoderma son Uutiles
para realizar este analisis ya que tienen un rapido crecimiento, presentan
abundante conidiacién y la pared celular de estos hongos es muy parecida a la
que presentan la mayoria de los Ascomicetos filamentosos.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Electroforesis

Esta técnica utiliza la metodologia clasica que se us6 durante muchos afios y se
sigue usando hasta la fecha; se encarga de la separacion de moléculas complejas
de elevado peso molecular. Estas separaciones se llevan a cabo en una capa
delgada de gel semisdlido y poroso que contiene un tampon en el interior de sus
poros. Al igual que las placas de la cromatografia en capa fina, est4 es capaz de
separar varias muestras simultaneamente, y cuenta con dimensiones de pocos
centimetros de lado. Para realizar la separacion las muestras se adicionan a la
placa en forma de manchas o bandas, posteriormente se les aplica el potencial de
corriente continua en un periodo de tiempo fijo. Al terminar la separacion las
sustancias separadas son tefiidas para poder observarse al igual que se realiza

en la cromatografia de capa fina [Skoog, 2001].

2.2 Tipos de electroforesis.
Las separaciones electroforéticas pueden llevarse a cabo en varias modalidades
gue difieren notablemente, tales como:

© Electroforesis convencional.

° Electroforesis capilar de zona.

° Electroforesis capilar de enfoque isoeléctrico.

° Electroforesis capilar en gel.

° |sotacoforesis.

° Electroforesis micelar electrocinética.

2.2.3 Electroforesis capilar.

El término Electroforesis Capilar se refiere a una técnica que tiene como funcion
separar moléculas cargadas utilizando un campo eléctrico aplicado provocando su
movimiento a través de un capilar. Ciencias como la quimica, biologia,
biotecnologia y microbiologia han utilizado esta técnica para analizar una amplia

variedad de moléculas, con o sin carga [Armstrong, 2003].
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En el afio 1809 fue citado por primera vez por Reuss el desplazamiento de
sustancias por acciéon de un campo eléctrico, alli describe el comportamiento
migratorio de pequefias particulas de arena en un ambito de agua transparente
contenido en un recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en el fondo y dos
electrodos de una bateria. Al aplicarle la corriente se producia un enturbiamiento
cerca del polo positivo producido por la migracion de particulas de arena
movilizadas por su carga eléctrica negativa. Este experimento mostro la
polarizacion del silice, ya que la arena es dioxido de silicio y al ser fundida permite

obtener los capilares utilizados en esta técnica de EC [Castagnino, 1997].

La técnica de electroforesis fue desarrollada en la década de los afios treinta por
el quimico Sueco Arne Tiselius, quien la aplicé en el estudio de proteinas secas.
En 1967 Hjerten logré evitar los efectos de la conveccion, utilizando capilares
milimétricos cubiertos en su seccidon longitudinal. Virtanen y Mikkers en 1979
desarrollaron separaciones en capilares de vidrio y teflon respectivamente con
diametro de 200um. Los precursores en el uso de capilares y la medicion de la
absorcién UV son Konstantinov y Oshukoba, ya que en 1964 esto les permitio
obtener los espectros caracteristicos de la separacion. Mas adelante, ya en 1980

Jorgenson y Lukacs utilizan capilares de 75um de didmetro [Castagnino, 1997].

El lanzamiento de la EC como técnica fue gracias a la separacion de péptidos
realizada sobre un capilar de silice fundida, a potenciales elevados, con un campo

eléctrico refrigerado por aire [Skoog, 2001; Castagnino, 1997].

A lo largo del tiempo la EC se ha utilizado en las separaciones de aminoacidos,
farmacos, vitaminas, carbohidratos, péptidos, proteinas, &cidos nucleicos,

nucledtidos, polinucleotidos y otras numerosas moléculas. [Skoog, 2001].

Las aplicaciones de la Electroforesis capilar han abarcado campos en el area
biomédica, logrando separaciones de ADN, analisis de liquidos de perfusion,
monitoreo de farmacos, marcadores genéticos tumorales y neuroquimicos,
sustancias xenobioticas y de abuso. En el area biofarmacéutica se utiliza para
tener un control de calidad de los productos farmacéuticos y biotecnolégicos. En
el area de alimentos es aplicada al fraccionamiento y cuantificacion de

aminoacidos, hidratos de carbono y contaminantes. En el area de control
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ambiental, la EC ayuda a identificar contaminantes y sus metabolitos, pesticidas,
metales pesados e hidrocarburos [Castagnino, 2000].

Esta técnica ha tenido diversas aplicaciones, asi como ha hecho posible la
separacion, identificacion y cuantificacion de microorganismos celulares. Sin
embargo los estudios electroforéticos de estas células microbianas utilizando la
EC son escasos y lo son aun mas aquellos en los que se utilizan células fungicas,
a pesar de que los hongos son de gran importancia clinica y biolégica para el
hombre [Armstrong, 2008].

Es de suma importancia poder realizar estudios de células fangicas utilizando la
EC, que posteriormente podra permitir el desarrollo de métodos de analisis de
células microbianas mucho mas rapidos y que podran servir de base para
establecer pruebas con valor diagnéstico. A pesar de esto en la actualidad, la
Electroforesis capilar es una técnica poco utilizada en el estudio de hongos

filamentosos [Horka, 2009].

La EC ha sido y continda siendo de gran utilidad en la actualidad. A diferencia de
la Electroforesis convencional, esta técnica realiza las separaciones con
volumenes de muestra extremadamente pequefas (0.1-10nL) con una elevada
resolucion y con mayor rapidez. La diferencia que tiene esta modalidad es que las
especies separadas eluyen de los extremos del capilar utilizado y se emplean
detectores como los empleados en HPLC para obtener electroferogramas, y
permite descartar las incomodas técnicas de coloracion de la electroforesis
convencional [Skoog, 2001].

Se utilizan capilares con 50-75cm de longitud o menor, con d.i. de 50-100um que
le proporcionan la capacidad de alta resolucion, estos estan fabricados de silice
fundida. Los grupos silanol que contiene la superficie interna del capilar forman
una corriente electroendosmaética que provoca una corriente plana del frente del
liquido que contrasta con el frente parabdlico de la cromatografia liquida de alta
resolucion. La ventaja de esta técnica es que el capilar utilizado se encuentra

cubierto por una capa de poliamida para brindarle mayor rigidez y resistencia,
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cuenta con una ventana que permite el paso de la luz UV a través de ella, por lo

que se obtiene una visualizacion en linea [Schwartz, 1994].

Gracias a esta técnica es posible separar cationes, aniones y sustancias no

cargadas en forma simultanea (Fig. 1) [Castagnino, 2000; Skoog, 2001].

Buffer (
Vial

Figura 1. Deteccion de moléculas con distinta carga [Cazares, 2009].

En el siguiente trabajo nos enfocamos principalmente en dos técnicas que fueron
las que utilizamos en la presente investigacion, estas son: Electroforesis capilar

de zona (ECZ) y Electroforesis micelar electrocinética (MECC).

2.2.4 Electroforesis capilar de zona.

La ECZ también es conocida como electroforesis capilar en solucion libre. Su
metodologia para realizar separaciones se basa en las diferencias que existen
entre la relaciébn masa/carga. Al inyectar la muestra al capilar y aplicar el voltaje
se provoca que los componentes de dicha muestra se separen en zonas
discretas; para lograr este efecto es fundamental que la solucion buffer sea
homogénea y el campo eléctrico se mantenga constante a lo largo de la longitud

del capilar [Beckman, 2000].

La movilidad electroforética, que explica la migracion de los analitos, (uep) €n esta
metodologia se puede conocer de la teoria Debye-Huckel-Henry que dice:
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Donde:
g= Carga neta.
R= radio de Stokes
n= viscosidad

La carga neta va a depender del pH de la solucion buffer que se esté utilizando;
por ejemplo, en el caso del glutamato que es una especie cargada negativamente
en un intervalo de pH de 4 a 10 se va a producir una movilidad negativa migrando
hacia el electrodo positivo [Beckman, 2000].

Con esta técnica de ECZ se pueden lograr separaciones de moléculas grandes o
pequefias con gran facilidad, sin importar que la diferencia entre su relacidon

masa/carga sea muy pequeiia.

Esta técnica tiene aplicaciones en la separacion de proteinas y péptidos, cationes,
aniones inorganicos y moléculas pequefias de uso farmacéutico siempre y cuando

estén cargadas [Skoog y col., 2001; Castillo y col, 2005].

a. Configuracion del equipo de electroforesis capilar.
La configuracion de este equipo es relativamente simple lo Unico que requiere es
un capilar de silice fundido de d.i. de 50 a 100um que cuente con una ventana
Optica, una fuente de poder que proporcione voltaje controlado, dos recipientes
para colocar la solucion amortiguadora, dos electrodos y un detector apropiado

gue puede ser de luz ultravioleta (UV) o de arreglo de diodos (DAD), por ejemplo.

El capilar contiene el buffer de corrimiento y es inyectado con la muestra para
después colocar ambos extremos del capilar en los recipientes que contienen la
solucion amortiguadora. Con la ayuda de dos electrodos se le aplica un voltaje
para llevar a cabo la separacién. Una vez separados los analitos pasan por la
ventana del capilar alineada con el detector. Gracias al uso de altos voltajes es

favorecida la separacion de los analitos [Schwartz y Guttman, 1994].
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Las separaciones de iones utilizando la técnica de EC dependen de las
velocidades de migracion que obtienen los analitos al aplicarles un campo
eléctrico y esto en funcion de la relacion masa/carga. Debido a esto, esta técnica
de EC es aplicable con analitos de cualquier naturaleza, utilizando una soluciéon

buffer que los contenga dentro del capilar [Skoog y col, 2001].

b. Tratamiento de capilares utilizados:
Los capilares utilizados son de silice fundida esto debido a la transparencia al UV
de este material. Antes de utilizar un capilar nuevo o para limpiar uno muy sucio,
se debe tratar con NaOH 0.1M por 10 minutos, 5 minutos con H,O destilada y 10
minutos con el buffer de corrida, este procedimiento se realiza para asegurar que
la pared del capilar se encuentre cargada completa y uniformemente. Cuando se
trabaja con buffers que tengan un pH entre 2-6, se recomienda realizar

regeneracion con NaOH entre cada corrida. [Beckman, 2000]

c. Efecto del pH en el FEO.
El flujo electroosmaético (FEO) es el movimiento de todos los solutos presentes en
la muestra hacia el electrodo negativo, se presenta como consecuencia de aplicar
un campo eléctrico entre la solucion y la pared del capilar. Lo que sucede es que
la pared interna del capilar se presenta como la fase sélida, cuenta con grupos
silanol (Si-OH) que al ser sometida a condiciones acuosas presenta un exceso de
cargas negativas (Fig.2). Este proceso se lleva a cabo en el interior del capilar
gracias a la aplicacién del campo eléctrico, formando una doble capa eléctrica
inmovil adsorbida de cationes para neutralizar parcialmente la carga negativa.
Con el FEO es posible analizar aniones, cationes y especies neutras en un solo
analisis. Sin la presencia del FEO la migracion se realizaria de solo aniones, o
solo cationes sin pasar todos los analitos por el detector. Con el FEO todas las
especies pasan por el detector con el orden de migracion de cationes, aniones y

especies neutras [Cazares, 2009; Hayes y col, 1993].
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Superficie det capilar

Figura 2 Distribucion de las cargas en la interfaz del capilar y el flujo electroosmético

resultante [Skoog y col, 2001]

El buffer de corrimiento se presenta como la fase moévil que se encarga de
neutralizar el resto de la carga negativa por un exceso de cationes como se
observa en la figura 3. Estos cationes son los encargados de mantener el balance
de cargas, a este proceso se le conoce como potencial Z [C4zares, 2007].
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Figura 3. Formacién de la doble capa eléctrica [Cazares, 2007]

Entre mas elevado sea el valor de pH mas alto seré el flujo electroosmotico. Por lo
tanto a valores de pH elevados los aniones migraran hacia el catodo debido a que
el FEO es mayor que la migracion electroforética, cuando el pH sea menor el FEO
se encontrara reducido y permitira la identificacion de aniones y cationes en
diferentes corridas. Para la identificacion de aniones, el anodo deberad ser
colocado mas lejos de la ventana del detector, en el caso de los cationes, el
catodo es el que debe encontrarse alejado de la ventana del detector. El pH tiene
efecto sobre los analitos a separar ya que de éste dependen la carga y la
selectividad de la separacion. Se tiene que elegir un pH que se encuentre dos

unidades arriba o abajo del pKa del analito para que se pueda asegurar una
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completa ionizacién. Si se trabaja con un pH muy alcalino el FEO puede ser
demasiado rapido y no permitira la separacibn completa de los analitos
[Castagnino, 2000].

d. Buffers utilizados en ECZ.
En la ECZ se pueden utilizar una gran variedad de buffers que tengan un pH con
una o dos unidades alrededor de su pKa para obtener una mejor selectividad en
la separacion. Por ejemplo se utilizan buffer de fosfatos a un pH de 2.5 a 7, de
boratos con pH de 9. También son utilizados buffer zwiterionicos (Tabla 1) para la
separacion de proteinas y péptidos, tales como tricina, CAPS, MES vy Tris.
[Schwartz y Guttman, 1994].

Tabla 1. Buffer para ECZ

Buffer Intervalo de Ph
Fosfato 1.14-3.14
Acetato 3.76 —5.76
Fosfato 6.20 - 8.20
Borato 8.14-10.14
Buffer zwiterionicos

MES 5.15-7.15
PIPES 5.80-7.80
HEPES 6.55 - 8.55
Tricina 7.15-9.15
Tris 7.30-9.30

[Robinson, 2006]

Ademas de las soluciones buffer, existen varios aditivos (Tabla 2) que ayudan a
cambiar la selectividad de la separacion. Los aditivos pueden alterar las
movilidades electroforéticas de los analitos permitiendo diferenciarlos aunque
originalmente hayan tenido una movilidad electroforética idéntica [Castagnino,
2000].
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Tabla 2. Aditivos para buffer utilizados en ECZ.

Aditivo. Funcion del aditivo.

Sales inorganicas Cambios en la conformacion de proteinas.
Solventes organicos Disolver, modificar el FEO.

Urea Solubilizar  proteinas 'y  desnaturalizar

oligonucledtidos.
Acidos sinfonicos, reactivos Agentes de interaccion hidrofdbica.
formadores de pares de iones

Surfactantes cationicos Inversion de carga en la pared del capilar.
Derivados de celulosa Reduccién del FEO.

Proveen un medio de tamizaje.
Aminas Cubren grupos silanoles libres.

[Robinson, 2006]

2.2.5 Cromatografia capilar micelar electrocinética.

Utilizando la ECZ no pueden ser separados los solutos neutros debido a que no
presentan movilidad electroforética, se puede lograr la separacion formando un
sistema micelar en el Buffer de corrimiento (BGE) que interactie con las micelas
para que gracias a este procedimiento dichos solutos puedan ser

separados.[Skoog y col,2001]

Esta técnica conocida como MECC se puede considerar un hibrido entre la
electroforesis y la cromatografia. Fue presentada por primera vez por Terabe en
1984, y permite la separacion de sustancias neutras o cargadas. Esta técnica
tiene como principio emplear soluciones homogéneas que contengan tensoactivos
en el buffer de corrida provocando la formacién de micelas. Las micelas son
agregados de moléculas individuales tensoactivas. Son moléculas largas de 10 a
50 unidades de forma esférica y se caracterizan por tener una cola larga hidréfoba
orientadas hacia el centro y una cabeza hidréfila hacia afuera. Existe una
concentracion conocida como concentracion micelar critica (CMC) que al
sobrepasarse los agregados se encuentran completamente formados. Con la
presencia del agregado se provocan cambios fisicos tales como la tension
superficial, la viscosidad y la formacién de luz que se hace presente en la

formacion de las micelas [Skoog y col, 2001; Robinson, 2006].

Las micelas formadas por los surfactantes constituyen una pseudofase en donde

es particionada la molécula del analito debido a las interacciones hidrofébicas
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presentes en el interior de la micela. Con la ayuda del FEO estas micelas son
transportadas en direccion del detector.

En esta técnica el surfactante comunmente utilizado es el dodecil sulfato de sodio
(SDS), con un PM de 288g/mol y una CMC de 8mM. En un corrimiento normal
utilizando como tensoactivo anioénico el SDS, las micelas migran hacia el anodo,
es decir en contra del FEO. Estos tensoactivos y las micelas cargadas pueden
migrar a favor o en contra del FEO [Skoog y col, 2001].

Mientras se esta presentando la migracion de las micelas, éstas pueden presentar
interacciones hidrofobicas y electrostaticas con los solutos como se observa en la
figura 4.
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Figura 4 Interaccion entre micelas y solutos neutros [Castagnino, 2000].

Para que se lleve a cabo la interaccion entre el soluto y la micela el compuesto
debe tener un caréacter hidrofébico, ya que entre mas hidrofébico interactia con
mas fuerza y es mayormente retenido. Entre mas interaccion exista mayor sera
también el tiempo de migracién debido a que las micelas son atraidas en contra
del FEO (Fig. 5). Si la interaccién con las micelas es nula el soluto es transportado
en el sentido del FEO [Castagnino, 2000].

La selectividad en estas separaciones puede ser manipulada variando la
naturaleza fisica de la micela, como tamafo y carga, gracias al uso de dichos
tensoactivos que pueden ser anidnicos, catidnicos, no ionicos, zwiteridnicos.
Dependiendo de la carga que presenten estos tensoactivos el FEO puede

aumentar o invertirse.
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Figura 5. Separacidn utilizando MECC [Castagnino, 2000].

a Aplicaciones de MECC.
Las recientes aplicaciones de MECC incluyen el analisis de plaguicidas sin carga,
aminoéacidos esenciales y de cadena ramificada, hidrocarburos y contenidos de
alcohol de la hierba de mejorana. Esta técnica no es adecuada para el andlisis de
proteinas, debido a que éstas son por lo general demasiado grandes para la
particion de una micela del agente tensoactivo y tienden a unirse a los

monomeros del tensoactivo para formar complejos [Johnstone, 2012].

2.3 Inyeccion de muestras.

El capilar que se utiliza en la EC tiene un d.i. de 50 a 100um por lo tanto la
cantidad de liquido que puede introducirse en su interior es muy pequefa, se
habla de 4-5uL por lo que el volumen que necesita se mide en nL. Debido al
diametro tan pequefio se presentan varias dificultades para llenar el capilar, y se
utilizan métodos que puedan facilitar la inyeccién [Bafiez, 2010].

2.3.1 Inyeccidn electrocinética.

En un recipiente que contenga la muestra a analizar se coloca uno de los
extremos del capilar junto con el electrodo, se le aplica un potencial de corriente lo
gue provoca gue la muestra se introduzca al capilar con ayuda del FEO, cuando
se termina de introducir la muestra el extremo del capilar y el electrodo son
retirados y colocados en el recipiente que contiene la solucion buffer (Fig.6). Una
desventaja que tiene este tipo de inyeccion es que se introducen mayor cantidad

de los iones mas rapidos con respecto a los mas lentos [Bafiez, 2005].
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Figura 6. Esquema de inyeccién electrocinética.
http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/3141/ivm02del14.pdf?sequence=2

2.3.2 INYECCION POR PRESION.

En esta modalidad de inyeccion se utiliza la diferencia de presion provocada por
aplicar vacio en el extremo del detector o bien aplicar presion al recipiente que
contiene la muestra, a este recipiente se introduce el capilar y por dicha diferencia
de presion la muestra es introducida al capilar (Fig.7). Esta modalidad de
inyeccién no es discriminativa de iones ya que todos por igual se introducen en el

capilar [Rubinson y Rubinson, 2001; Heiger 1992].

Figura 7. Esquema de inyeccién por vacio.

http://www.ing.ula.ve/patrones.electroforesis/Seminarios/Electroforesis_capilar.pdf

2.3.2 Caracteristicas del buffer de corrimiento.

Para llevar a cabo las separaciones en la EC es necesario la utilizacion de
soluciones buffer, existe una gran variedad de sistemas amortiguadores o buffer y
aditivos. Entre ellos estan los fosfatos, boratos, TRIS, etc., son sustancias que no

presentan toxicidad [Skoog y col, 2001: Castillo y col, 2005].
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http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/3141/ivm02de14.pdf?sequence=2

Tabla 3. Buffers utilizados en EC

Buffers. Rango de pH.
Fosfato. 1.14 - 3.14
Acetato. 3.76 -5.76
Fosfato. 6.20 - 8.20
Borato. 8.14-10.14
Mes. 5.15-7.15
Pipes 5.80-7.80
Hepes. 6.55 - 8.55
Tricina. 7.15-9.15

[Robinson, 2006]

En la ECZ la solucién buffer es necesaria porque es la encargada de estabilizar el
pH del medio de soporte, también afecta la movilidad electroforética esto debido a
sus propiedades fisicoquimicas como su viscosidad, fuerza iénica y pH. Gracias a
la fuerza idnica de la solucion buffer, se incrementa la intensidad global de
corriente por lo que el FEO disminuye. El pH determina el grado de ionizacion en

el sistema, por lo tanto, a mayor pH es mayor el FEO.

En la técnica MECC se hace uso de surfactantes a una elevada concentracion
que corresponde a la CMC, formando micelas que son las encargadas de
transportar analitos cargados o neutros para llevar a cabo la separacion al mismo

tiempo [Cazares, 2007].

2.4 Factores que causan movilidad en los analitos.
Existen dos factores que causan la movilidad de los analitos en el sistema de EC

que son el flujo electroosmotico (FEO) y la movilidad electroforética (pep)-

La pep es el movimiento provocado por la aplicacion de un campo eléctrico, lo
que produce la migracion del analito por su relacion masa/carga. La uep solo tiene
efecto en aniones y cationes, discriminando las especies neutras. La velocidad de

migracion de un ion sometido a la aplicacién de un campo eléctrico es:

V=pepE
Donde:

V= velocidad de migracion.
Hep= movilidad electroforética.
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E= intensidad del campo eléctrico aplicado.

La movilidad depende también de la carga del analito, de su radio y de la
viscosidad de la solucion, y se puede conocer de la teoria Debye-Huckel-Henry

que dice:

Hep= 6TOR

Donde:

g= Carga neta.
R=radio de Stokes
n= viscosidad

Que dice que la pep es directamente proporcional a la fuerza eléctrica del ion e
inversamente proporcional a los factores de retardo por rozamiento. Estos
factores de rozamiento pueden ser determinados por el tamafio y la viscosidad del
medio en el que migran los analitos. Las separaciones se llevan a cabo
basandose en la relacion masa/carga por lo que los analitos que tengan una
carga mayor migraran mas rapido, pero lo haran aun mas aquellos de menor
tamafio ya que tendran menor rozamiento que retarde el movimiento. En el caso
de la viscosidad la movilidad serd& menor mientras mas viscosidad presente el
medio [Cazares, 2009; Skoog y col, 2001].

2.4.1 Movilidad electroforética aparente.
Para poder determinar la pap se debe de tomar en cuenta la movilidad

electroforética aparente pep, del ion y la peo de la solucién.

Hap=HepE Heo
Debido a que los cationes migran en el mismo sentido que el FEO, la movilidad
electroforética aparente sera la suma de la pep del ion y e, de la solucién como se
muestra en la figura 8. En el caso de los aniones la uep es en direccion contraria

a la peo por lo que se determinara pap con la resta de ambas movilidades.
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Figura 8. Movilidad electroforética aparente.
http://lwww.tdx.cat/bitstream/handle/10803/3141/ivm02del4.pdf?sequence=2

La movilidad aparente puede también calcularse partiendo de datos
experimentales como son la longitud del capilar desde el inyector al detector (Lg),
la longitud total del capilar de un extremo a otro (L), el voltaje aplicado entre los
dos extremos (V) y el tiempo necesario para que un soluto migre desde el inyector

hasta el detector.

_Ld/t

Map_V/Lt

2.4.2 Deteccion de analitos.

En las diferentes técnicas de EC los analitos separados se desplazan a diferentes
velocidades debido a su movilidad electroforética pasando por un mismo punto
donde se ubica el detector. Las bandas del analito atraviesan el detector a
diferentes velocidades lo que provoca que las areas de los picos sean ligeramente

dependientes de los tiempos de migracion.

a. Deteccion indirecta.
Existen especies que tienen una poco absorcion molar lo que provoca que no
sean faciles de detectar, en este caso se realiza una deteccion indirecta de
absorbancia. Este tipo de deteccion se basa en incorporar un cromoforo iénico a
la solucion buffer del sistema, lo que provoca que el detector reciba una sefial

constante debido a la presencia de esta sustancia. El analito desplaza a algunos
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iones como en la cromatografia de intercambio i6nico, de tal forma que la sefial
detectada desciende cuando una banda del analito atraviesa el detector. El analito
se cuantifica midiendo el descenso en el valor de la absorbancia. En la figura 9 se
observa un electroferograma obtenido utilizando el método de deteccion indirecta
de absorbancia logrado con la presencia de un ion cromato 4mM como cromoforo
[Skoog y col, 2001].
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Figura 9. Electroferograma obtenido utilizando la deteccién indirecta, mezclando seis
aniones. [file:///C:/Users/DAYDENT/Downloads/Electroforesis_Capilar_2011.pdf]

b. Deteccion directa por arreglo de diodos (PDA)
Utiliza la absorbancia de la luz para detectar la presencia de sustancias cuando
pasan a través de la ventana de deteccién. En este tipo de 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 Optica 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 permite la

medida de la absorbancia a determinadas longitudes de onda [Cazares, 2007].

2.5 Hongos.
Micologia es la ciencia encargada del estudio de los hongos, su nombre proviene
del prefijo mico del griego “mykes” que significa seta, y del sufijo logia del griego

“logos” que significa tratado [Harman, 2000].

Los hongos son organismos eucariéticos, aerobios y heterotrofos, pueden ir
desde organismos unicelulares hasta pluricelulares macroscopicos. Su pared
celular es rigida y esta conformada principalmente por glucanos, glicoproteinas y

quitinas este ultimo polisacarido se encuentra presente en todas las especies
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fungicas, en su membrana celular contienen ergosterol. Su alimentacion es por
medio de una digestién externa y posterior ingesta de nutrientes [Lopez y col,
2006; Fischer y Kles, 2006].

Los hongos carecen de clorofila y debido a esto requieren de una fuente externa
de carbono y actian como saprofitos (obtienen sus nutrientes de materia organica
muerta 0 en descomposicion), parasitos (se nutren de materia viva como plantas,
animales y humanos) o simbiéticos (se encuentran unidos a otro vegetal del cudl
toman sus nutrientes) de acuerdo a la sustancia organica que aprovechen

[Koneman y col, 1999].

Estos organismos en su mayoria son aerobios pero también existen los
anaerobios facultativos, pueden ser unicelulares como las levaduras o
pluricelulares. Los hongos son muy abundantes y ubicuos en la naturaleza,
constituyen uno de los cinco reinos de los seres vivos, el reino fungi (Eumicotas).
En la actualidad dicho reino esta clasificado en los filos Basidiomycota,

Ascomycota, Glomeromycota, Zygomycota y Chtridiomycota [LOopez y col, 2006].

Los hongos son organismos sumamente importantes para la vida del ser humano,
ya que estos son los responsables de gran parte de la descomposicion de la
materia organica aumentando su disposicion en el suelo. Estos organismos
pueden ser comestibles, venenosos o psicotropicos, algunos son patdgenos,
producen ciertas sustancias beneficiosas 0 intervienen en procesos de

elaboracién de algunos alimentos [Alexopoulus y Mims, 1985].

Los hongos poseen una gran diversidad de formas y tamafios, pueden vivir en
sustratos y condiciones ambientales .muy variadas. La mayoria de estos
organismos viven en pH acido entre 6.0 y 6.5 y la temperatura adecuada para su
desarrollo es de 25 a 28°C. La humedad relativa que necesitan para su desarrollo
y fructificacion de los hongos filamentosos es de 60 a 80% [Alexopoulus y Mims,
1985].

2.5.1 Estructura de los hongos.
La gran mayoria de los hongos estan formados por filamentos individuales o tubos
llamados hifas, que son las unidades vegetativas de los hongos. Su forma es

filamentosa y de tipo tubular con paredes celulares, pudiendo presentar tabiques
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llamadas hifas septadas (Fig. 10b) o no presentandolos llamadas hifas aseptadas
(Fig. 10a). Contienen en su interior citoplasma con pequefias estructuras con

morfologias y determinadas denominadas organoides [Harman y col, 2004].

Figura 10a. Hifas cenociticas, b. hifas septadas [Cazares, 2009]

Conforme las hifas van creciendo se van ramificando formando una red compleja
conocida como micelio o cuerpo del hongo que puede extenderse en todas

direcciones [Koneman, 1999].

De acuerdo a su funcién el micelio puede clasificarse en micelio vegetativo o de
nutricion que es el encargado de la absorcion y transformacién de los nutrientes; o
en micelio reproductivo o aéreo que se trata de la porcién que se proyecta por
encima del sustrato y es el encargado de soportar las estructuras y formas de
reproduccion. Las conidias son una forma de reproduccién asexual inmovil,
formada mediante mitosis por una célula conidibgena o0 mediante una
modificacion de una célula hifal ya existente. La palabra conidia proviene del
griego “konis = polvo” e “idion = pequeno”. Los organismos que emergen de estas
conidias son genéticamente idénticos al individuo que las produjo. Son las
principales estructuras utilizadas para la identificacion de especies fangicas
[Alexopoulus y Mims, 1985; Fischer y Kues, 2006].

De acuerdo a su forma se clasifican en filamentosos en donde pertenecen los
hongos mohos o filamentos; y en unicelulares que son propios de las levaduras
[Bonifaz, 1998].

Al madurar el hongo, el micelio puede convertirse en una estructura especializada
en la reproduccion llamada cuerpo fructifero.

a. Pared celular.
Las esporas son células especializadas que encontrandose en las condiciones

adecuadas de humedad, temperatura, luz y nutrientes, germinan y producen hifas,
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gue son estructuras filamentosas que son la unidad estructural fundamental de la

mayoria de los hongos [Aguilar y col, 1999].

En su mayoria las células fungicas ya sean hifas o esporas se encuentran
rodeadas por una pared celular, la cual es una estructura rigida que rodea la
célula por la parte externa de la membrana plasmatica y tiene el funcionamiento
de mantener la integridad del microorganismo, regula su permeabilidad y la
protege de dafios quimicos, bioldgicos y osmoticos. Constituye entre el 15 y el

30% del peso seco de la célula [Szpoganicz y col, 2002].

La pared celular de los hongos esta formada de un 80 a 90% de polisacéridos, el
10% restante le corresponde a lipidos y proteinas. EI componente mas habitual es
el glucano, la mayoria de sus polimeros estdn compuestos por unidades de
glucosa. Las cadenas de glucano que conforman la pared celular estdn formadas
por 1500 unidades de glucosa unidas mediante enlaces 1,3-O-glucosidicos como
se muestra en la figura 11 [Butler y Day, 1998].
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Figura 11. Componente més abundante de la pared celular de los hongos.p-1,3-glucano.
www.google.com/images

Participan en la estructura los lipidos que van en una proporcion del 2 al 10%,
constituidos por acidos grasos saturados, siendo los encargados de dotar de
flexibilidad, tersura y le da el caracter hidr6fobo a las células fungicas. Dentro de
su pared celular se encuentran pigmentos tales como la melanina, producto de la
oxidacion de diversos fenoles, que tiene como funcion proteger a las hifas y

esporas de la luz UV. [Carzaniga y col, 2002; Youngchim y col, 2004]

b. Nutricion.
Los hongos son organismos desprovistos de clorofila por lo tanto son incapaces
de sintetizar los glucidos que necesitan para vivir, debido a esto han desarrollado

tres distintas formas de nutricion. Saprobios pueden descomponer residuos
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organicos para alimentarse, en este grupo de hongos se encuentran comunmente
aguellos hallados sobre troncos como los Pleurotos u hongos ostra, e incluso el
mas conocido champifion. Parasitos que extraen las sustancias organicas que
necesitan de un hospedador que debilitan y a la larga matan. Simbioticos
extraen las sustancias organicas de un hospedador pero al contrario que los
pasitos, estos les proporcionan ciertas ventajas [Kubicek, 2002].

c. Reproduccion.
Los hongos tienen dos formas de reproduccion: Sexual y asexual. La
reproduccion asexual tiene una mayor influencia que la sexual ya que por medio
de ella se obtienen una mayor cantidad de elementos reproductores y necesitan
condiciones menos criticas para poder efectuarse. En el caso de la reproduccion
sexual es considerada indispensable para la formacion de esporas con mayor
capacidad de resistencia que les da la capacidad de resistir condiciones mas

adversas [Commission, 2008; Carlile y col, 2001].

Los hongos en su mayoria presentan los dos tipos de reproduccion en dos fases,
primeramente la fase sexual, en donde los hongos presentan érganos masculinos
(-) y femeninos (+). Para completar el fenémeno se llevan a cabo dos procesos: la
fecundacion y la meiosis, dando como resultado la formacion de esporas sexuales
con recombinacion de material genético. En la fase asexual se presenta el
crecimiento vegetativo en donde se involucran las hifas y el micelio, en esta fase

no se presenta la unién de micelios sexuales o gametos [Jaklitsch, 2009].

2.6 Trichoderma atroviride.

El género Trichoderma fue descrito por primera vez por Persoon en 1794.
Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso que se encuentra comunmente
en el suelo. Este tipo de hongos es de rapido crecimiento y presentan pigmentos
conidiales de color verde brillante o blanco. Las cepas de Trichoderma interactian
con las plantas de manera mutualista protegiéndolas de organismos fitopatdgenos
y raramente son relacionadas con enfermedades de algunas plantas. Este hongo
es mejor conocido por sus capacidades de control biolégico contra hongos
fitopatdgenos entre ellos Rhizoctonia solani y Botrytis cinérea, que son plagas de
cientos de cultivos vegetales como los tomates, pepinos, fresas, algodon y uvas
[Klein y Eveleigh, 2002; Gams y Bissett, 2002].
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El hongo Trichoderma crece formando colonias de color blanco que simulan una
pelicula sobre el medio. ElI micelio estd conformado por hifas septadas, y sus
conidiéforos por segmentos cortos que se encuentran al lado de las hifas, y en la
parte terminal de éstas estan presentes pequefias conidias redondas. La
conidiacion se caracteriza por mostrarse en forma de parches verdosos sobre las

colonias [Harman, 2000]

La palabra conidia proviene del griego konis (polvo) e idion (pequefio), es una
estructura formada mediante mitosis por una célula conididgena o mediante la
modificacion de una célula hifal ya existente, los individuos que emergen de estas
conidias son genéticamente idénticos al individuo que las produjo. Son las
principales estructuras utilizadas para la identificacion de especies fangicas.
Todas las conidias son microscopicas, las hay muy pequefias de unos cuantos
um hasta 20um. Poseen colores variables, desde hialinas hasta oscuras. Su

forma puede ser esférica, cilindrica u ovoide [Carlile y col, 2001; Cazares, 2009].

Figura 12. Caracteristicas macro y microscopicas de Trichoderma spp [Arias y col, 2008].

La clasificacion taxondémica del genero Trichoderma corresponde al Reino
Mycetae (Fungi), division Eumycota, subdivision Ascomycota, Clase
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y genero Trichoderma

e Hypocrea [Samuels, 2005].

El hongo Trichoderma atroviride es un micoparasito que responde a estimulos
externos. En la presencia de un huésped fangico. Trichoderma atroviride produce
enzimas hidroliticas alrededor de las hifas tales como B-1,3-glucanasas, B-1,6-

glucanasas, quitinasas, y proteasas, para penetrar en el anfitrion y utilizar su
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contenido celular como una fuente de nutrientes. . En respuesta a la luz o al
agotamiento de los nutrientes es inducida la esporulacion asexual [Chaverri y
cols, 2003].

2.6.1 Nutricion de Trichoderma.

Trichoderma utiliza una gran variedad de fuentes de carbono para su crecimiento,
utiizando como fuente principal la glucosa, seguido de fructosa, manosa,
celobiosa, trealosa, galactosa y xilosa, también degradan una gran variedad de
polisacéaridos y otros biopolimeros. Requieren de una fuente de nitrdgeno que
generalmente la obtiene de diferentes aminoacidos, principalmente de alanina,

acido aspartico y &cido glutdmico [Horka y col, 2012].

2.6.2 Ciclo de vida de Trichoderma.

La mayoria de las cepas de Trichoderma no estan relacionadas con estados
sexuales y son considerados hongos mitéticos estrictos. Su ciclo de vida inicia
con la germinacion de la espora o conidia, ésta involucra la iniciacion de
actividades bioquimicas y son llevadas a cabo con un incremento gradual en la
velocidad de metabolismo hasta llegar a su nivel normal. Los requerimientos para
la germinacién son agua y humedad relativa suficientes, oxigeno, bioxido de
carbono, nutrientes de bajo peso molecular como el azucar como fuente de
carbono y aminoacidos como fuentes de nitrégeno. Terminada la etapa
germinacién se forma la primera hifa conocida como “tubo germinativo” que al
expanderse forma hifas ramificadas que conforman una colonia micelial. Su
crecimiento es en forma radial, cuando existen los nutrientes suficientes el micelio
vegetativo crece de forma continua, pero cuando los nutrientes van disminuyendo
el micelio deja de crecer y comienza la conidiacion. La conidiacion se lleva a cabo
en el micelio aéreo en forma de conidias y en el micelio vegetativo en forma de

clamidioconidias [Carlile y col, 2001].

2.6.3 Produccion de antibioticos.
El género Trichoderma spp es utilizado en la produccion de antibidticos y
metabolitos secundarios toxicos para otros organismos, los cuales son
encargados de detener la accion de toxinas y de otros compuestos generados por
los patdgenos [Harman y col, 2004].
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2.6.4 Control bioldgico.

El hongo Trichoderma se utiliza como control biolégico en el estudio de hongos
Fitopatdgenos. Los metabolitos anti fungicos que produce Trichoderma spp son
gliotoxina, gliovirina, viridina, asi como metabolitos volatiles o solubles que
afectan de forma negativa el desarrollo de los patdgenos, seguido de una
fagocitosis del contenido celular. Otros metabolitos producidos por Trichoderma
son el viridiol-9-epivirediol y la gliovirina, con propiedades herbicidas y efectos
citotoxicos en células de carcinoma epidermoide [Stefanova y col, 1999; Bayley y
Lumsden, 2004].

La secrecion de enzimas liticas le permiten a Trichoderma degradar la pared
celular de los patégenos y a nivel celular causa granulacion, coagulacion,

desintegracion y lisis [Ait-Lashen y col, 2001].

2.6.5 Usos y aplicaciones de Trichoderma.

Las propiedades del género Trichoderma lo han convertido en el hongo de mayor
importancia econdémica para la industria, asi como biofungicida comercial, se usa
en la degradacion de xenobidticos, como estimulante de crecimiento vegetal ya
que facilita de absorcién de nutrientes [Monte, 2003].

Las enzimas producidas por el género Trichoderma son utilizados por la industria
alimenticia para la degradacion de polisacaridos complejos, asi como la
produccion y transformacién de los alimentos. También se utiliza en la industria
textil, industria de papel y fabricacion de pastas, y sus enzimas hidroliticas son
usadas para la hidrélisis de material celuldsico [Galante, 1998].

2.7 ldentificacion de hongos.

La identificacion de hongos principalmente se ha llevado a cabo utilizando la
observacion de caracteristicas macro y microscopicas del hongo, identificando la
forma del micelio que es caracteristico de cada especie, el aspecto macroscoépico
de la colonia, el tipo de hifa, la colocacion de los esporangios, y la forma y el
tamafo de las esporas. La desventaja de este método de identificacion es que las

caracteristicas propias del hongo pueden presentar variaciones debidas a las
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condiciones de sustrato, temperatura, humedad, iluminacion, incluso a las

condiciones en que la cepa sea cultivada [Hoyos-Carbajal, 2011].

Las pruebas bioquimicas también son utilizadas como técnica de identificacion de
hongos, éstas son utilizadas en conjunto con los aspectos macroscopicos Yy
microscopicos en el analisis de taxa, cercanos a la fermentacion y asimilacion de

alguna fuente de carbono [Garcia Aguilar, 2009].

Otras técnicas de identificacion utilizadas son sistemas automatizados, métodos
génicos, secuenciacion de genes ribosomales, andlisis de perfiles de restriccion
de ADNr, Reaccién en cadena de Polimerasa (PCR), Hibridacion fluorescente in
situ (FISH) [Garcia Aguilar, 2009]

2.7.1 Identificacion de Trichoderma.

La identificacion de cepas de Trichoderma se lleva a cabo observando los
caracteres morfolégicos, la forma de su micelio puede tener forma distintiva y
caracteristica de cada especie, su forma de crecimiento puede diferenciar cada
especie, asi como los pigmentos que presenten. Esta técnica de identificacion es
poco certera ya que varios factores pueden alterar sus caracteristicas

morfologicas [Lopez y col, 2006].

En las dltimas dos décadas se han utilizado comunmente técnicas mas
sofisticadas para la identificacion de Trichoderma, éstas son citometria de flujo,
cromatografia de liquidos (HPLC), dispositivos de microfluidos y técnicas basadas
en electroforesis capilar (EC). Los métodos que se basan en la técnica de EC nos
brindan una opcién prometedora para la rapida identificacion y separacion de
moléculas, ya que gracias a su corto tiempo de analisis nos arroja datos en menor
tiempo y una separacion de alta resolucion de moléculas biologicamente

importantes, utilizando pocas cantidades de reactivos [Armstrong y Desai, 2003].

2.8 Agentes surfactantes.

2.8.1. Surfactantes cationicos.

Los surfactantes catidnicos no son considerados buenos detergentes ni
espumantes, su uso cotidiano representa un 5% del total consumo, mucho menor
el consumo comparados con los surfactantes anionicos y no ionicos. En mezcla

con surfactantes aniénicos forman compuestos insolubles debido a su
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incompatibilidad entre ellos. Este tipo de surfactantes tiene dos funciones
importantes una es como bactericida y la otra es la capacidad de absorberse en

sustratos cargados negativamente.

Existen tres surfactantes cationicos que se utilizan como referencia: cloruro de
alquil-dimetil-amonio mejor conocido como cloruro de benzalconio, bromuro de
tetradecil-trimetil-amonio (TTAB) y el bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB) que
es el surfactante cationico utilizado en el presente trabajo [Salager y Fernandez,
2004].

Los surfactantes catidnicos bajan la tension superficial y forman micelas en medio
acuoso, y no acuoso, aunque son muy poco utilizados por sus propiedades

detergentes ya que no son buenos detergentes ni espumantes.

La adsorcion de los surfactantes catidnicos se realiza en superficies cargadas

negativamente y lo hacen muy por debajo de su concentracidon micelar critica.

CTAB.

Como surfactante catiénico se utilizd el Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
mejor conocido como CTAB por sus siglas en ingles. Es una sal de amonio
cuaternario, uno de sus grupos alquilo es de gran longitud, que le proporciona
actividad detergente. EI CTAB es un tensoactivo cationico que tiene la propiedad
de precipitar acidos nucleicos y polisacaridos acidos en soluciones de baja
concentracion iénica. Este surfactante tiene propiedades bactericidas y dichas
propiedades se activan en pH alcalino en contra de bacterias Gram (+) y Gram (-).
Se ha utilizado para la determinacibn de pesos moleculares de proteinas en
sistemas de EC. La CMC del CTAB es de 1mM. Su estructura se muestra en la
figura. 13. [Hoja de seguridad SIGMA ALDRICH®.]

+
o
CH,

(CTAB)

Figura 13. Estructura del Bromuro de hexadeciltrimetil amonio.
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2.8.2. Surfactantes anionicos

Los tensoactivos anidnicos tienden a ionizarse en solucion pero su grupo
hidr6fobo queda cargado negativamente. Este tipo de tensoactivos esta
constituido por una cadena alquilica lineal o ramificada que va de 10 a 14 &tomos
de carbono y en el extremo polar se encuentra un anion. Estos compuestos son
derivados del ion sulfato o de sulfanatos. Algunos ejemplos de estos surfactantes
son el Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS) y el heptano sulfanato de sodio (Fig.14)
que es utilizado en el presente trabajo. [http://docsetools.com/articulos-

utiles/article_101979.html]

HSS.
En los surfactantes anidnicos el mas utilizado es el dodecil sulfato de sodio
(SDS), es un compuesto tensoactivo anidnico. Su molécula estd conformada por
una cola de 12 atomos de carbono adheridas a un grupo sulfato que le brinda las
propiedades necesarias para ser detergente. El uso del SDS en los laboratorios
es en la preparacion de proteinas para electroforesis en gel de poliacrilamida. El
SDS actla rompiendo enlaces covalentes en la proteina, desnaturalizandolas,
provocando que las moléculas pierdan su composicion nativa, esto debido a que
el SDS se une a las zonas apolares de los polipéptidos. El SDS tiene una cadena
ramificada de 12 carbonos unidos a un grupo sulfato, debido a esto se decidié
cambiar este surfactante por uno con las mismas de propiedades, el Heptano
Sulfanato de Sodio que cuenta con una cadena lineal de 7 carbonos, ya que la

degradacion de una cadena lineal es mucho mas efectiva.
i
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Figura 14. Estructura quimica Heptano sulfanato de sodio.
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2.8.3. Surfactantes no ionicos.

Los surfactantes no idnicos son aquellos que sin ionizarse pueden solubilizarse
gracias a grupos solubilizantes débiles (hidréfilos) mediante un efecto combinado,
tales como enlaces tipo éter o grupos hidroxilo en la molécula. Algunos
representantes de estos tensoactivos son los alcoholes grasos o fenoles [Salager,
2004].

Los surfactantes deben sus propiedades y comportamiento al caracter dual de sus
moléculas, un grupo hidréfilo y uno hidrofobo, que gracias al antagonismo y
equilibrio entre estas dos partes de la molécula tienen las propiedades activas de
superficie. El grupo hidréfilo tiene un efecto solubilizante y lleva a la molécula a
disoluciéon completa. En el caso del grupo hidr6fobo debido a su insolubilidad
tiende a contrarrestar el efecto del grupo hidrofilico. Si se logra obtener el
equilibrio entre ambos grupos de la molécula se tiene que la sustancia no tiene
una completa disolucion pero tampoco se vuelve insoluble, lo que provoca que las
moléculas del grupo hidréfobo se orienten hacia la fase no acuosa o la fase vapor
y los del grupo hidrofilico hacia la fase acuosa [Salager y Fernandez, 2004].

TRITON X-100.

Triton X-100 es un agente tensoactivo no idnico que esta formado por una cadena
de Oxido de polietileno hidrofilo y un hidrocarburo aromatico, su estructura quimica
se muestra en la figura. 15. Este tensoactivo es ampliamente utilizado para lisar
las células y extraer las proteinas, para solubilizar proteinas de membrana en su
estado nativo en combinacion con detergentes zwiteridnicos, forma parte de la
solucion tampon en el sistema de extraccion de ADN, se encarga de reducir la
tensién superficial de las soluciones acuosas. Ademas de su utilizacion en
laboratorios el Triton X-100 puede encontrarse en productos de limpieza que van
desde los industriales hasta los detergentes suaves. El valor de la CMC del Triton
X-100 es de 0.2mM [Johnson, 2013].
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Figura 15. Estructura quimica del Triton X-100.
https://lwww.lifetechnologies.com/order/catalog/product/28314#/legacy=www.piercenet.com

Antecedentes de identificacion de microorganismos y células fangicas por
Electroforesis capilar.
En el afio 2000, Armstrong y col., Observaron el comportamiento en la migracion

de S. cerevisiae a través del capilar en una suspension sin sonicar y otra
suspension sonicada. Demostraron la importancia de la sonicacion para romper
aglomerados celulares, obteniendo sefiales muy eficientes [Armstrong, 2000].
Moon y Kim, 2003 Estudiaron mediante ECZ dos cepas de S. cerevisiae
empleadas como probioticos. Obtuvieron una sola sefial muy eficiente en los
corrimientos con sonicacion [Moon y Kim, 2003]. Para el afio 2008 Armstrong
utilizé6 CZE para analizar muestras con células de S. cerevisiae. Encontraron que
a 280nm tiene poca absorbancia el caldo nutritivo y buena abs. En levaduras a
214nm abs. Considerable en m.o. y caldo nutritivo. La cantidad minima de células
detectadas fue de 200 [Bao y col, 2008]. Horka y col. (2009) Lograron mediante
ECZ la separacion en mezcla de conidias de diferentes especies fungicas,
obtuvieron excelente eficiencia y resolucion en la separacion [Horka, 2009].
También en el afio 2009 Petr y col separaron mediante CZE, células de S.
cerevisiae y Escherichia coli, Obtuvieron buena eficiencia y excelente resolucion.
Conforme aumenta la fuerza ionica disminuye la pep en E. coli, se mantiene en S.
cerevisiae. Conforme aumenta el pH incrementa la pep en E. coli y ligeramente en
S. cerevisiae [Petr y col., 2009]. En el afio 2011 Horka y col. separé mediante
CZE una mezcla de conidias de 4 especies de Monilinia previamente identificadas
por secuenciacion. La concentracion obtenida de conidias de cepas aisladas y las
aisladas de la manzana fue de 1x108 células/mL. [Horka, 2012]
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Proyectos de identificacion de células fungicas por EC en el Laboratorio de
Desarrollo Analitico.

En el afio 2007, Cazares. Realiz0 un estudio mediante EC, utilizando
Botryosphaerea rhodina y Trichoderma sp, Obtuvo sefiales caracteristicas de
células fungicas en su forma micelial con t,, caracteristicos para cada cepa, asi
como un pico definido y simétrico, demostrando la factibilidad de estudios células
fungicas mediante esta técnica. [Cazares, 2007]. Aguilar en el 2009, Aguilar buscé
controlar la longitud de las células miceliales, encontré que se obtenian sefiales
electroforéticas caracteristicas en tiempos de migraciéon relativamente cortos,
utilizando germinulas de Trichoderma sp [Aguilar, 2009]. Para el afio 2009
Cézares Logrdé caracterizar tanto conidias de T. atroviride como esporas de
Amylomyces rouxii y Agaricus bisporus, Obtuvo excelentes resultados en las
diferentes condiciones (pH, longitud de capilar, d.i. del capilar, tipo de buffer y
voltaje) para obtener las mejores condiciones y tiempos de migracion, de esta
manera separaron conidias de T. atroviride y esporas de Agaricus bisporus en
mezcla con excelente resolucion [Cazares, 2009]. En el afio 2011 Avila, estudi6 el
comportamiento electroforético de macroconidias de los hongos fitopatégenos
Alternaria y Pestalotiopsis, aislados de hojas y frutos enfermos de guayaba, logro
encontrar sefales caracteristicas para una de las cepas de Alternaria pero no
para las cepas de Pestalotiopsis. Se demuestra que no pierden su viabilidad las
macroconidias después de migar a lo largo del capilar durante el proceso
electroforético [Avila, 2011]. Castillo y Robinson en el 2013, evaluaron el efecto de
surfactantes cationicos en la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma
spp, observaron que en presencia del CTAB las conidias se agrupan y se
adhieren al capilar y conforme aumenta la conc. Disminuye la velocidad de
migracion, con T X-100 las conidias no presentan adhesion a la pared del capilar,
la velocidad de migracion es mayor pero disminuye conforme aumenta la
conc.[Memorias verano de investigacion, 2013]. En el mismo afio Farias y
Robinson, evaluaron el efecto de un surfactante aniénico y uno no iénico en la
movilidad electroforética de conidias de una cepa silvestre de Trichoderma, En

presencia del Tx100 observaron que la migracion de las conidias a conc. Bajas
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era abundante e iba disminuyendo conforme aumenta la concentracion,

[Memorias de Verano de investigacion, 2013].
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Il JUSTIFICACION

En los ultimos afios las especies fungicas potencialmente patdégenas para el
hombre ha sufrido un aumento considerable, especialmente los ascomicetos
tales como Aspergillus, Fusarium, Sporothrix y Scedosporiu, provocando que
dichas especies difieran en virulencia y en su respuesta a los antifangicos. El
aumento de pacientes inmunocomprometidos por causas de enfermedades o
trasplantes de 6rganos los expone a un peligro constante de sufrir micosis; el uso
indiscriminado de antibidticos y antifangicos para combatirlos ha creado gran
resistencia a estos, por lo que es necesaria la pronta y correcta identificacion de la
especie para el adecuado tratamiento del paciente. En la actualidad existen
técnicas de identificacibn con equipos sistematizados, métodos génicos,
secuenciacion de genes ribosomales, andlisis de perfiles de restriccion de ADNT,
PCR, FISH. En el este trabajo se propone utilizar la técnica de Electroforesis
capilar para conocer las propiedades de adherencia y repulsién que presentan las
conidias de Trichoderma spp, asi como evaluar el efecto que tienen estas en su
movilidad electroforética en presencia de surfactantes i6nicos como el CTAB
(hexadeciltrimetilamonio), HSS (heptano sulfato de sodio y surfactantes no iénicos
como el Triton X-100.

La eleccion de esta técnica se debid a que con ella es posible separar cationes,
aniones, y sustancias no cargadas simultaneamente. Algunos aspectos que se
tomaron en cuenta para esta eleccion fueron que la EC utiliza la tecnologia de
detector moderno y los electroferogramas obtenidos se asemejan a los
cromatogramas, requiere cantidades minimas de muestra y reactivos, tiene
eficiencia de la cromatografia de gases capilar e incluso mayor, es facilmente
automatizable para su analisis preciso; es de facil manejo y puede ser aplicada a
una seleccibn méas amplia de analitos, a diferencia de otras técnicas de
separacion analitica [Beckman, 2000].

En este trabajo se propone utilizar la EC porque nos permitird conocer mas a
detalle las propiedades fisicoquimicas de pared celular fangica, particularmente
sus propiedades de adherencia y repulsién que tienen entre las mismas células y
las superficies, con esta técnica se obtendran resultados en periodos de tiempo

cortos, de manera relativamente economica y con una buena sensibilidad,
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logrando una rapida identificaciéon de especies fungicas. Se espera que la EC

sirva como una herramienta de diagnadstico.
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V. HIPOTESIS

La adicion de surfactantes al buffer de corrimiento permite el agrupamiento de las

conidias provocando sefiales mas definidas en los electroferogramas

V. OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar la influencia de surfactantes ionicos y no iénicos en el agrupamiento y

movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp.
Objetivos especificos

1. Establecer el efecto de un surfactante aniénico, uno catiénico y uno no
ionico sobre el agrupamiento y movilidad electroforética de las conidias de
Trichoderma spp.

2. Establecer el efecto de mezclas de surfactantes idnicos y no iénicos en el
agrupamiento y movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp.

3. Determinar el efecto de los surfactantes en la integridad de las conidias de

Trichoderma spp.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Medio de cultivo: Medio Minimo Vogel.
Se pesan 7.5g de agar, 7.5g de Dextrosa DIBICO® para elaborar 500mL de

medio de cultivo. En un matraz Erlenmeyer se coloca el agar, la Dextrosa
DIBICO® y 10 mL de solucibn medio minimo Vogel, se le adicionan 480mL de
H,O bidestilada para completar un volumen total de 500mL, se cubre el matraz
con tapon de aluminio y se lleva a esterilizar en autoclave a 121°C (15Ib/in?)
durante 15 minutos. Se deja enfriar y posteriormente se vacia en cajas de Petri,
ya solidificados se deben guardar en refrigeracion hasta su uso.

6.2 Cepas utilizadas.

Se utilizaron cuatro cepas de Trichoderma identificadas como CMUL (H.lixil),
CMUS8 (T. gamsii), CMU218 (H. rufa) y CMU221 (T. tomentosum) proporcionados
por el Cepario del Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia de
Microorganismos del Centro multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CMEB).

6.3 Cultivo

Se realizaron subcultivos de las 4 cepas de Trichoderma en el medio minimo
Vogel; se tomé un bocado de 5 mm de ancho y se inoculd en tres cajas Petri para
cada una de las especies, también se utiliz6 1mL de agua estéril para re
suspender las conidias de las cepas y vaciarlas en tres nuevos medios de cultivo

para cada una.

6.4 Tratamiento de las cepas.

Se sometieron a incubacién a 25°C, transcurridas 72 h se realiz6 dafio mecanico
al micelio de cada cepa con la ayuda de una espatula, para estimular la
conidiacion de las cepas, tardando un aproximado de 24 h en comenzar la

conidiacion.

6.5 Preparacion de la muestra.
Al presentarse la conidiacion, aproximadamente a las 120 h, se procedi6 a
recolectar las conidias utilizando 1 mL de agua estéril con agitacion manual

ladeando la caja de Petri por 1 minuto, recolectando el liquido con pipeta Pasteur
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para colocarla en un microtubo de 1.5 mL Posteriormente se somete a agitacion
en un equipo Vértex b. Por dltimo, se introdujo en un sonicador para eliminar las

burbujas contenidas en los tubos.

6.6 Condiciones Electroforéticas.
Después de darles el tratamiento a las muestras se procedio a realizar los
corrimientos electroforéticos en un Equipo EC P/ACE™ MDQ Capillary

Electrophoresis System Beckman Coulter®.
Tabla 4. Condiciones electroforéticas.

Capilar. El capilar utilizado es de silice fundida
recubierto de poliamida para darle
mayor flexibilidad con un d.i. de 100
um, con una longitud total de 50cm.

Temperatura. Trabajé6 con una temperatura
constante de 25°C.

Detector. DAD (Detector de arreglo de Diodos)

Longitud de onda. 201nm

Voltaje. Polaridad normal (+17kV), inversa (-
17kV).

Presion. 20.0 psi.

Polaridad. Positiva (+), inversa (-).

6.7 Buffers utilizados en corrimientos.

Se preparo solucion buffer de fosfatos JT. Baker® ACS 10Mm a pH 6.8, la cual
se utilizo para preparar soluciones de los surfactantes CTAB SIGMA ALDRICH®.
Y HSS SIGMA ALDRICH® en concentraciones de 5,10, 15, 20 y 25Mm; y
soluciones con Triton X-100 al 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9%, utilizadas en individual en
las condiciones electroforéticas para cada cepa.

Tabla 5. Surfactantes utilizados en EC.

CTAB. 5, 10, 15, 20,
CMU1 De fosfatos 25mM.
CMUS8 10mM pH 8. HSS. 5, 10, 15, 20,
CMU218 25mM.
CMU221 Triton X-100. 0.1, 0.3, 0.5, 0.7,
0.9%
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6.8 Mezclas realizadas para corrimientos.

Se realizaron mezclas de surfactantes en solucién; CTAB y HSS a las
concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25Mm con Triton X-100 en una de sus
concentraciones 0.1, 0.5y 0.95.

Tabla 6. Mezcla de surfactantes utilizados en corrimientos

CEPA Mezcla de Surfactantes.

Tx100 0.1%
CMU1 CTAB 5, 10, 15, 20, Tx100 0.5%
CcMU8 25mM. Tx100 0.9%
CMU218 Tx100 0.1%
CMU221 HSS 5, 10, 15, 20, 25mM.  Tx100 0.5%
Tx100 0.9%




VIl.  RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Cepas utilizadas

La morfologia colonial de las cepas utilizadas se muestra en la figura 16.

H. liixi T. atroviride H. rufa T. tomentosum
cMuU1 CcMuUs8 cmMuU218 CMU221

Figura 16. Cepas de Trichoderma utilizadas en este estudio

El crecimiento de cada una de ellas fue diferente y se sabe, de estudios anteriores
(Avila, 2013) que para inducir la conidiacion de las cepas en un tiempo
aproximadamente igual, es necesario sembrar y dejar crecer por 90 h 'y entonces,
inducir dafio mecanico al micelio y dejar por 48 h a que aparezcan las conidias
(Fig. 18).

CMU1 CMU8 CMU218 CMU221

Figura 17. Conidias de las cuatro cepas de Trichoderma spp en suspension con agua.

7.2 Conidias en presencia de surfactantes

En este estudio se usaron tres surfactantes para establecer su efecto en la

movilidad electroforética de las conidias. Sin embargo, se sabe que los
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surfactantes, en general, y los usados en este trabajo (HSS, CTAB y Triton X-100)
pueden ocasionar lisis celular, asi que se comenz6 por evaluar si ocasionaban
algun cambio aparente por microscopia Optica en la superficie de las conidias,
resuspendiéndolas en los tres surfactantes a diferentes concentraciones.
Ninguno de los surfactantes ejercid un efecto aparente en la morfologia de las
conidias (Fig. 18,19 y 20).

En presencia del surfactante aniéonico HSS. Aumenta la agrupacion de
conidias conforme aumenta la concentracion de surfactante (Fig. 18). De
igual manera las conidias en presencia de CTAB muestran mayor
agrupacion de conidias conforme aumentaba la concentracion (Fig. 19).
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Figura 18. Conidias de CMU221 en presencia de a) HSS 5Mm, b) 10Mm, ¢) 15Mm, d)
20mMy e) 25mM

'

Figura 19. Conidias de CMU221 en presencia del surfactante a) CTAB 5Mm,
b)10Mm ¢)15Mm y d) 20Mm
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¥

Figura 20. Conidias de CMU221 en presencia de Triton TX100 a concentracion de a) 0.1%, b)
0.5%y c) 0.9%.

Cabe sefalar que de acuerdo con la bibliografia, la lisis celular debe producirse
cuando se utilizan concentraciones cercanas a la concentracion micelar critica.
Considerando que los dos surfactantes que pueden formar micelas (CTAB y
Triton X-100) se usan por arriba de esas concentraciones (1 mM y 0.2 mM,
respectivamente) y no se produce dafio aparente en las conidias, por lo que se
comprueba el efecto protector que confiere la pared celular a las conidias. Un
surfactante anionico que puede formar micelas es el SDS; en este trabajo se
decidi6 usar el HSS, debido a que el primero no es soluble en el buffer de
corrimiento que ya se tenia (fosfatos 10 mM pH 8). Entonces, se decidié usar un

compuesto de la misma familia pero de cadena mas corta.

7.3 Electroferogramas de las conidias en presencia de surfactantes

De experimentos anteriores en los que se us6 un equipo de microelectroforesis
capilar con deteccion éptica (Castillo y Robinson, 2014), se sabe que las conidias
en presencia de CTAB se agrupan y se adhieren a la pared del capilar, la
migracion de las conidias es hacia el polo negativo (Fig. 22) y conforme aumenta
la concentracion del CTAB, disminuye la velocidad de migraciéon. Cabe sefalar
gue el presente experimento y los subsecuentes, con otros surfactantes, se

realizaron con los capilares llenos con la suspension de las conidias.
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CMU1+CETAB CMU1+CETAB CMU1+CETAB CMU1+CETAB CMU1+CETAB
Smilimolar 10 milimolar 15 milimolar 20 milimolar 25 milimolar
.
i, - | .
- - v .
A A
- y, 2

CMU1+T-X100 CMU1+T-X100 CMU1+T-X100 CMU1+T-X100 CMU1+T-X100
0.1% 0.3% 0.5% 0.7% 0.9%

Figura 21. Comportamiento de las conidias en presencia CTAB) y Triton X-100, en
microelectroforesis capilar adaptada a microscopio 6ptico.

Con Triton X-100 no se presenta adhesién de las conidias a la pared del capilar.
La velocidad de migracion es visiblemente mayor que con el CTAB. Al igual que
con CTAB, a mayor concentracion disminuye la velocidad de migracion al grado
de que en la concentracién al 0.9% es casi nulo. La migracion es de polo positivo
al negativo. Ya que con HSS las conidias tienden a adherirse entre si ya la pared
del capilar y cuando migran, lo hacen hacia el polo positivo (Farias Rivero y
Robinson Fuentes, 2014).

El siguiente paso era probar esas condiciones en el equipo comercial de
electroforesis capilar para observar la movilidad electroforética y la adhesion a la
pared interna del capilar. Para esto, se hicieron mediciones en polaridad normal
(del polo positivo al negativo) y en polaridad inversa (del polo negativo al positivo)
en este caso se llevd a cabo la inyeccion de las muestras de manera
convencional en el equipo, que consiste en aplicar presion de 20 psi al vial de
muestra por 5 segundos. Podemos observar que hay ciertas diferencias en el
comportamiento de las diferentes cepas en los corrimientos electroforéticos.
Ninguna de las cepas produce una sefial ni en polaridad negativa ni positiva
cuando se usa HSS (Tabla.7).
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Tabla 7. Sefiales electroforéticas obtenidas con las cepas CMU1,CMUS,
CMU218 y CMU221 de Trichoderma spp.

Surfactante | Concentraciéon | Polaridad Respuesta

CMU-1 CMU-8 | CMU-218 CMU-221

CTAB 5 Mm N - - - -

R Si Si - -

10 mM N - - - -

R - Si - -

15 mM N - - - -

R Si Si - Si

20 mM N - - - -

R Si Si - -

25 mM N - - - -

R Si Si Si Si

HSS Todas N - - - -

R - - - -

TX-100 0.1% N - - Si -

R - - - -

0.3% N Si Si Si Si

R - - - -

0.5% N Si Si Si Si

R - - - -

0.7 % N Si Si Si Si

R - - - -

0.9% N Si Si Si Si

R - - - -

(N)= polaridad normal, (R)= polaridad inversa, (-)= ninguna sefial electroforética, (SI)= Buena
sefial electroforética.

En las figuras 22,23 y 24 podemos observar algunos ejemplos de las sefales
electroforéticas obtenidas con los diferentes surfactantes que son atribuidas

Unicamente a la movilidad de las conidias.

D— 1

| Figura_22. Electroferograma de la cepa CMU-8 usando buffer de fosfatos 10
mM pH 8 CTAB 10 mM Yy polaridad reversa.




Minutes Minutes

Figura 23. Electroferogramas de la cepa CMU-218 usando HSS 10 mM en
buffer de fosfatos 10Mm pH 8, en A) polaridad normal y B) reversa.

Minutes

Figura 24. Electroferograma de la cepa CMU-8 con 0.9 % de TX-100 en buffer
de fosfatos 10Mm pH 8, en polaridad normal.

De la tabla 7 Se sabe que el HSS mas que ser un surfactante, es un formador de
pares de iones altamente usado en HPLC para producir compuestos no polares
gue sean mas facilmente analizados por dicha técnica. Se menciona en algunos
articulos que la familia de los sulfatos de sodio, entre ellos el heptano sulfonato de
sodio muestra una alta efectividad en la desnaturalizacion de tejidos provenientes
de hongos filamentosos [Rojas, 2011]. Este compuesto funciona mediante la
interrupcién de enlaces no covalentes, provocando que las moléculas pierdan su

forma nativa y aportandoles sus cargas negativas. Esta nueva carga negativa es
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significativamente mayor que la carga original, produciendo una repulsion
electrostética. Esto podria explicar la ausencia de sefiales electroforéticas en las
cepas tratadas con dicho surfactante, ya que el capilar en el que se lleva a cabo
los corrimientos electroforéticos contiene en su pared interna grupos silanol (SiO")
con carga negativa, al contar ambos grupos con la misma polaridad se produce
una fuerza de repulsion electrostatica lo que provoca que los grupos silanol con
carga negativa que conforman la pared interna del capilar repelan a las particulas
con carga negativa que intentan entrar al capilar, desviando su trayectoria
[Vicente, 2010; Cazares, 2009; Rojas y col, 2011].

Con el CTAB se tiene un comportamiento distinto para las diferentes
concentraciones y las diferentes cepas. La mayor concentracion de CTAB, 25
mM, ocasiona una sefial para todas las cepas; mientras que las cepas CMU-1 y
CMU-8, producen sefiales en practicamente todas las concentraciones. La cepa
CMU-218, produce sefiales solo en la mayor concentracion mientras que la cepa
CMU-221, las produce en otras concentraciones menores. Esto indica que hay
ciertas diferencias en las superficies celulares. A pesar de estas diferencias en las
superficies celulares de las conidias, la mayoria muestra similitud en las sefiales
electroforéticas obtenidas que nos indica la movilidad electroforética de las
conidias y podria corroborar el agrupamiento de éstas, observadas en
experimentos anteriores de microelectroforesis capilar adaptada a microscopio
optico. Los surfactantes forman agregados micelares dependiendo de su
concentracion en solucién, lo cual determina su grado de asociacion de los
unimeros. Para la formacion de micelas esféricas en soluciébn es necesario
alcanzar la CMC del surfactante, que en el caso del CTAB es de 0.0015 mM. Al
aumentar la concentracion del surfactante es posible llegar a una concentracion
de formacion de rodillos y cilindros (CRC) a partir de la cual el nivel de agregacion
aumenta y es posible formar estas estructuras que ademas tienen diferentes
longitudes. El Bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) puede formar estructuras
tipo rodillo y gusano a una CRC de 300 mM, pudiendo inducir la formacion de
micelas gusano a concentraciones mas bajas adicionando al sistema una sal, en
este caso se utilizo la solucion de fosfato de potasio monobéasico 10mM en mezcla
con dicho surfactante, o que permite que pueda formar una estructura cilindrica

empaquetada, que también presentan la capacidad de interactuar entre si y
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formar ramificaciones y enredos para formar estructuras interconectadas a altas
concentraciones. Esto podria ser la explicacion a la causa del agrupamiento de
las conidias suspendidas en CTAB a concentraciones de 5-25mM, mayores a su
CMC [Rojas, 2006; Castillo y Robinson, 2013]

Por otro lado, el Triton X-100 produce sefiales en todas las cepas a
concentraciones mayores al 0.3%. La altura de la sefial cambia ligeramente
conforme se aumenta la concentracion del surfactante. Todas las sefiales se
observan cuando la polaridad usada es normal. Las sefales se observan después
de la sefial correspondiente al flujo electroosmatico lo que indica la carga negativa
de las conidias/agregados de conidias. Los surfactantes se clasifican de acuerdo
a la carga que aporta el grupo polar, en el caso del Triton X-100 el grupo polar no
contiene carga por lo que pertenece a los surfactantes no iénicos. Las moléculas
anfifilicas minimizan las interacciones solvofobicas desfavorables formando
agregados espontaneamente y generando una variedad de nanoestructuras,
siendo la micela la mas simple de estas. Las micelas del surfactante al estar
presentes en el sistema se agregan entre si formando complejos con las conidias,
en las que las cadenas de hidrocarburos se separan de los solventes polares y
guedan orientadas hacia el centro del agregado, mientras que los grupos polares
guedan interactuando con los solventes polares. El crecimiento de los agregados
tiene limites especificos, dejando de crecer cuando han alcanzado un cierto
tamafio. Por encima de su CMC el aumento de concentracion del tensoactivo
produce un numero mayor de micelas, en lugar del crecimiento de las micelas ya
existentes, esto explica el aumento en la sefal electroforética conforme va
aumentando la concentracién ya que a la adicién de surfactante aumenta la
formacion de agregados. Las agregados formados por micelas/conidias no
presentan carga, por lo que no existe atraccidn electrostatica con los grupos
silanol (SiO") que contiene la pared del capilar, lo que explica que no se observe
adherimiento de conidias a la pared del capilar
[http://148.206.53.84/tesiuami/UAMI118990.pdf].
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7.4 Anélisis de conidias usando mezclas de surfactantes.
En vista de que los surfactantes i6nicos ocasionan el agrupamiento de las
conidias y su adherencia a las paredes del capilar, mientras que el Triton X-100,
no permite que se agreguen pero tampoco que se adhieran al capilar, se decidi6
usar mezclas de los surfactantes para utilizar ambas propiedades. Se prepar6
BGE que contenia Triton X-100 a diferentes concentraciones y se usaron los
surfactantes ionicos en la suspension de las conidias. En el caso de las mezclas
HSS-TX-100, no se obtuvieron mejores sefiales que las obtenidas con el HSS de
manera individual, esto debido a que el Triton X100 al ser un surfactante no iénico
no modifica la carga negativa de las conidias ni del sistema permaneciendo la
fuerza de repulsion electrostéatica. En el caso de las combinaciones CTAB-Triton
X-100 se obtuvieron sefiales mucho mas grandes, lo que indica un mayor
agrupamiento de conidias, tanto en polaridad normal como inversa, debido a que
el Triton X-100 impide la atraccién electrostética entre las cargas del CTAB y los
grupos silanol (SiO"), permitiendo mayor movilidad electroforética de las micelas

gusano formadas por el surfactante catiénico CTAB.

7.5 Andlisis de la movilidad electroforética de las conidias.
Se analiz6 la movilidad electroforética de las conidias de acuerdo al aumento de
la concentracion de los surfactantes en los que se encuentra en suspension (Fig.
26) . Se muestra la pep de las cepas CMU1, CMU8 y CMU221 presentando un
ligero cambio en la movilidad pero con comportamiento similar, lo que nos indica
gue presentan pequefias diferencias en su pared celular. El comportamiento de
las conidias de las cepas CMUl1 y CMUS8 en presencia del CTAB fue diferente
mostrando una linea totalmente distinta que corrobora la diferencia en la pared
celular entre ambas cepas, pero de igual manera muestran disminucién en su uep
conforme va aumentando la concentracion del surfactante (Fig. 27), dicho
comportamiento puede deberse a que a mayor concentraciéon de la solucion
mayor disponibilidad de moléculas que interaccionen formando conglomerados de
mayor tamafo que provocan mayor rozamiento y por lo tanto disminuye su

movilidad electroforética.
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Figura 25. Comportamiento de las conidias de las cepas de Trichoderma
CMU1, CMU8, CMU221 conforme aumenta la concentracion de T X-100.
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Figura 26. Comportamiento de las conidias de cepas de Trichoderma spp
CMU1y CMU8 conforme aumenta la concentracién de CTAB.
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VIll. RESUMEN DE RESULTADOS

Con el surfactante anionico HSS no se lograron buenas sefales electroforéticas
.En presencia del surfactante catiéonico CTAB se observé agrupamiento de las
conidias y adherencia a la pared del capilar y se obtuvieron buenas sefiales
electroforéticas. Con el surfactante no i6nico Triton X100 se observé mayor
movilidad sin adherencia a la pared ni agrupamiento entre las conidias.

Las mezclas con CTAB y Triton X100 mejoraron las sefiales electroforéticas.

Los surfactantes no tuvieron efecto sobre la viabilidad de las conidias,

IX.  CONCLUSION
Los surfactantes ejercieron un efecto en la movilidad y en la agrupaciéon de las
conidias de la cepa silvestre de T. atroviride.
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X. PERSPECTIVAS

Disminuir la concentracion en muestras de conidias de las cepas de Trichoderma
spp, para obtener sefales electroforéticas mas pequefias y mejor definidas.
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