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RESUMEN

INTRODUCCION: Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo son filamentosos. De las 100.000 que se
conocen cerca de 8.000 son fitopatdgenos, es decir, son hongos que causan enfermedades en las
plantas. Constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura debido a su gran numero
y enorme capacidad de reproduccién. A nivel mundial los hongos fitopatégenos constituyen el
grupo mas importante desde el punto de vista econdmico en cuanto a su frecuencia de aparicion
y dafio que pueden causar. La electroforesis capilar (EC) es una técnica de separacién que se basa
en la movilidad o velocidad de migracién de particulas cargadas debido a la accién de un campo
eléctrico; en trabajos previos se observé una sefal caracteristica para cierto hongo por lo que se
quiere establecer si esa sefial electroforética se presenta en otras especies/géneros para que
dicha técnica pueda servir como una alternativa para la identificacion de células fungicas.
OBIJETIVO: Establecer las sefales electroforéticas caracteristicas de género y/o especie de
diferentes especies fungicas. MATERIALES Y METODOS: Medios de cultivo PDA, MDA, agar
Sabouraud y medio minimo Vogel, que se utilizaron para la siembra de 13 cepas de 5 géneros
distintos (Fusarium, Penicillium, Pestalotiopsis, Pochonia y Umbelopsis) proporcionados por el
CMEB. Se utilizé un equipo de EC P/ACE'™M MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman Coulter
® para llevar a cabo los corrimientos electroforéticos. Primeramente, se obtuvieron las cinéticas
de crecimiento de todas las cepas en los cuatro medios de cultivo. Se anotd el tiempo de
conidiacién. Las conidias producidas se colectaron en un microtubo con agua estéril, se
procesaron y finalmente se suspendieron en el buffer de corrimiento dejandolas reposar 24 h. Se
mezclaron 400 uL del sobrenadante con 200 pL del buffer de corrimiento y la solucién resultante
se analizé por EC. La operacidn se repitid a las 48 h. Los analisis electroforéticos se realizaron a
pH 6.8, pH 6.3 RESULTADOS: se presentaron diferencias morfoldgicas a nivel macroscépico en
los 4 diferentes medios de cultivo y a nivel microscépico solo se presentaron ligeras diferencias
en las conidias. Se encontrd que las diferencias que se encontraron se debieron mas que nada a
la cepa que al medio de cultivo. Las mejores condiciones que en general obtuvieron las mejores
sefiales fueron a 48 h con pH 6.8 para todas las cepas de ensayo. Por Ultimo para las sefiales cada
género y cada especie presenta rasgos distintivos que tienen que ver con el medio en el que
crecen. CONCLUSION: Los sobrenadantes de suspensiones de las especies fungicas estudiadas
produjeron sefiales electroforéticas que supone la presencia de un componente de pared celular
liberado en el medio. Las sefiales producidas si estan relacionadas con el género y la especie
flingica asi como con el medio en el que crecen.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Fungi are microscopic, eukaryotic, branched and often filamentous organisms
that produce spores. There are about 100,000 different species already described and only 8,000
are phytopathogenic, that is fungi that can cause plant diseases. Fungi are important in
agriculture because they can damage crops which are important from the economical point of
view. Capillary electrophoresis (CE) is a separation technique based on the migration of charged
particles due to the action of an electric field; in previous works a characteristic electrophoretic
signal was observed for certain fungus so it was decided to find out if that signal can be observed
for other genus and species and if so, such signal can be used as an alternative for the
identification of fungal cells. OBJECTIVE: To establish if certain electrophoretic signals can be
specific of fungal genus and/or species. MATERIALS AND METHODS: Culture Media: PDA, MDA,
Sabouraud and Vogel minimum medium, were used to promot growth of 13 strains from 5
different genus (Fusarium, Penicillium, Pestalotiopsis, Pochonia and Umbelopsis) provided by the
CMEB. For the electrophoretic experiments, a P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System
(Beckman Coulter®) was used. First, the growth kinetics of all strains were obtained in the four
culture media and conidiation time was noted. Conidia produced were collected in a microtube
with sterile water, processed and finally suspended in background electrolyte (BGE) leaving to
stand for 24 hours. 400 pl of supernatant were mixed with 200 uL of fresh BGE and the resulting
solution was analyzed by CE. The operation is repeated at 48 hours. Electrophoretic analysis were
performed at pH 6.8, pH 6.3 RESULTS: morphological differences were present at microscopic
level as a consequence of growing in 4 different culture media. Conidia showed only slight
differences. It was found that the differences found were mostly due to the strain rather than
the culture media. The best conditions and the best signals were obtained after 48 hours with
BGE at pH 6.8 for all strains tested. Finally, signals have distinctive features, which are related to
culture media rather than genus and/or species. CONCLUSION: The supernatants from
suspensions of the fungal species studied, produced electrophoretic signals that reveal the
presence of a cell wall component released into the medium. The signals produced are related
to genus and fungal species as well as the culture media in which they grow.
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I. INTRODUCCION

Los hongos han estado en contacto con la humanidad desde su origen. A través de los afos, éstos
han tenido multiples usos y fines, inicialmente como alimento, en el afan del ser humano por
encontrar nuevas fuentes nutricionales, y quizd también como elementos de ornato. Hasta el
siglo XVIII, los unicos hongos conocidos eran los macromicetos o setas, pero gracias a la creacion
del microscopio por Leeuwenhoek, se nos permitié observar al mundo no perceptible por el ojo
humano, encontrando asi el vasto grupo de los hongos microscdpicos, de donde han obtenido
multiples beneficios, como por ejemplo, el desarrollo de alimentos y antibidticos, asi como el
reconocimiento de aquellos que son patdgenos para el hombre, los animales, las plantas y los
insectos [Bonifaz, 2012].

Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente microscopicos,
eucarioticos, ramificados y a menudo son filamentosos que carecen de clorofila y que tienen
paredes celulares que contienen quitina, celulosa o0 ambos componentes. Se conocen cerca de
100.000 especies de las cuales la mayoria son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia
organica muerta, a la que descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos producen
enfermedades en el hombre y casi el mismo nimero las ocasiona en los animales. Sin embargo,
alrededor de 8.000 son fitopatégenos. Por lo que el estudio de la fitopatologia requiere un amplio
conocimiento de micologia [Agrios, 2005].

Los hongos que causan enfermedades en las plantas se denominan “fitopatégenos”(phyton:
planta; pathos: enfermedad). Estos microorganismos constituyen un grupo de mucha
importancia en la agricultura debido a su gran nimero y enorme capacidad de reproduccion.
Estos hongos ocasionan grandes pérdidas econdmicas, ya que los costos de produccidn
aumentan al tener que establecer medidas para su control. A nivel mundial, los hongos
fitopatdgenos constituyen el grupo mas importante desde el punto de vista econédmico en cuanto
a su frecuencia de aparicion y dafio que pueden causar [Arauz, 1998]. Es por eso que se requiere
de una identificacion precisa, eficaz y econdmica, y una vez identificada la especie fungica, se
podrad iniciar con un tratamiento oportuno contra el patégeno de la planta.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica de separacién que se basa en la movilidad o velocidad
de migracidn de particulas cargadas debido a la accién de un campo eléctrico. En esta técnica se
emplean capilares de silice de 20 a 200 um de diametro para realizar separaciones de alta
eficiencia de moléculas grandes y pequefias. Las propiedades de separacidn y el consiguiente
electroferograma tienen caracteristicas que se asemejan a los geles de agarosa y poliacrilamida
y la cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Con esta técnica es posible separar cationes,
aniones, proteinas, macromoléculas, ADN y sustancias no cargadas en forma simultanea,
haciendo de la EC una de las herramientas mas importantes y fundamentales en biologia
molecular y la medicina de diagndstico [Castagnino, 2000 y Cazares, 2009]. Usando dicha técnica
podemos llevar a cabo un analisis de los hongos fitopatégenos y asi obtener una identificacién
precisa y rapida para llevar a cabo un tratamiento que sea oportuno. Recientemente, se han
realizado estudios en los que se analizan conidias de Trichoderma spp mediante electroforesis
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capilar (Cazares, 2009; Avila, 2013; Salazar Alcantar, 2015; Salazar Gonzalez, 2015). Se ha
observado la presencia de una sefial que puede usarse para caracterizar especies flngicas, por lo
qgue el analisis de este tipo de sefiales mediante EC se abordan en este trabajo.
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Il. MARCO TEORICO
2.1 HONGOS

Los hongos son organismos eucariontes no fotosintéticos con paredes celulares rigidas, nucleos
organizados, cuya membrana nuclear estd bien definida; son organismos aerobios, heterétrofos
y en general no métiles; sin embargo, existen algunos hongos que poseen flagelos, como Pythium
insidiosum. Son muy abundantes en la naturaleza y constituyen unos de los cinco reinos de los
seres vivos, el reino Fungi (Bonifaz, 2012 y Bonifaz 1998). Dicho reino actualmente estd
conformado en los phylum Chytridiomycota, Zigomycota (hongos terrestres), Ascomycota
(hongos de saco), Deuteromycota (hongos imperfectos) y Basidiomycota (hongos con sombrero);
los primeros dos hongos inferiores, el resto hongos superiores [Mueller et al., 2004 y Carlile et
al., 2006].

Los hongos son organismos productores de esporas, ramificados y a menudo filamentosos, las
paredes celulares que los conforman contienen quitina, celulosa o0 ambos componentes. Es un
grupo de organismos del cual se conocen alrededor de 100 000 especies pero se cree que hay
mas de un millén y medio, que viven en los medios mas variados, de las especies conocidas solo
alrededor de 100 son patdgenos para los mamiferos. Sin embargo, mas de 8 000 especies de
hongos son patdgenos para las plantas. Todas las plantas son atacadas por algun tipo de hongo
y cada uno de los hongos parasitos ataca a uno o mas tipos de plantas [Agrios, 2005]. Los hongos
tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por lo que no pueden realizar la
fotosintesis y deben nutrirse de materia organica ya elaborada; como requieren alimentarse de
una fuente externa de nutrientes, éstos se consideran saprofitos (se alimentan de materia
organica muerta o en descomposicién), pardsitos (se nutren de materia viva como lo son las
plantas, animales, humanos e incluso insectos) y simbidticos (asociacion entre un hongo y otro
organismo para nutrirse mutuamente). La fuente primordial de nutrientes son las sales de
nitrégeno y de carbohidratos (glucosa, sacarosa y maltosa) [Arenas, 2008].

Existen ciertas circunstancias 6ptimas de crecimiento para cada especie; generalmente los
hongos crecen entre 0 y 55°C; un intervalo de temperatura ideal seria entre 20 y 30°C, sin
embargo, algunos se encuentran viables a temperaturas de congelacidn y otros resisten hasta
55°C.

A diferencia de las bacterias, los hongos son aciddfilos, es decir, crecen mejor entre pH 5.6 y 6.8.
La humedad también es importante para su desarrollo, una humedad del 60-80 % favorece el
crecimiento de la mayoria de los hongos filamentosos [Bonifaz, 2012].

2.1.1 ESTRUCTURA

La mayoria de los hongos estan formados por estructuras filamentosas o elementos con multiples
células, por lo tanto, la unidad microscépica fundamental de los hongos se le denomina hifa o
filamento, y al conjunto de éstas, micelio o talo; La hifa (fig. 1) es un tubo de longitud variada que
estd formado por una pared celular rigida en el que fluye el protoplasma, su didmetro puede ser
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A de 1 hasta 30 micras, el micelio tiene una longitud de tan solo
unas cuantas micras pero en otros produce filamentos
miceliares de varios metros de longitud.

En algunos hongos, el micelio estd constituido por células que
contienen uno o dos nucleos por célula. En otros el micelio es
cenocitico, es decir, contiene muchos nucleos y esta integrado
por una célula multinucleada continuda y tubular que puede o
no ramificarse, o puede estar dividido por varias paredes
5 transversales denominados septos, que forman el micelio
tabicado, de ahi que cada segmento represente una hifa
multinucleada [Agrios 2005].

Las hifas en funcion de sus diversas caracteristicas fisicas y

Figura 1: A Micelio macrosifonado funcionales se dividen en distintos grupos: Por su origen (Hifas

hialino y cenocitico. B Micelio  verdaderas y Seudohifas), por su funcién (Micelio vegetativo o

macrosifonado hialino y tabicado. € de nutricién y Micelio reproductivo o aéreo), por su morfologia
Micelio macrosifonado pigmentado y Fil t lticelul Unicelul di3 t

tabicado. D Micelio microsifonado.  (Fil@mentoso o multicelular y Unicelular), por su diametro

Fuente: Bonifaz, 2012 (Micelio macrosifonado y Micelio microsifonado), por Ia

ausencia o presencia de pigmentos (Micelio hialino y Micelio

pigmentado) y finalmente por la presencia o ausencia de divisiones o septos (Micelio septado y

Micelio cenocitico).

Los nucleos tienen doble membrana y nucleolo; dentro de los organelos ya mencionados que se
encuentran en el citoplasma, también encontraremos inclusiones cristalinas (ergosterol),
microcuerpos, puede haber hileras de microtibulos y glucégeno. Cada tabique se encuentra
relacionado con un corpusculo de Woronin que actla como obturador de los poros para aislar
los compartimentos cuando éstos envejecen [Arenas, 2008].

2.1.2 PARED CELULAR

La pared celular es una estructura esencial para los hongos (fig. 2). La pared es una estructura
especifica de la célula fungica y es muy diferente de la de las células vegetales compuesta
fundamentalmente por celulosa. La pared fungica estd compuesta basicamente de polisacdridos
y proteinas. La paredes celulares fungicas estan formadas por diferentes capas: polisacaridos,
como glucanos (polimeros de glucosa), mananos (polimeros de manosa) y polimeros de
glucosamina; proteinas (permeasas); lipidos (ergosterol es un esterol esencial); componentes
fibrilares como la quitina y casi nunca celulosa, estos ultimos junto con los glucanos y mananos
dan gran rigidez a la pared [Bonifaz, 2012 y Arenas, 2008].
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Figura 2. Diagrama de la pared celular fingica
Fuente: Alexis, 2004

Glicoproteinas: las proteinas representan el 30-50% del peso seco de la pared flungica en los
hongos levaduriformes y el 20-30% en los hongos filamentoso. La mayoria de las proteinas estan
asociadas a glucidos por O 6 N, formando glicoproteinas [Pontén, 2008].

Quitina: (fig. 3) Estd unida por puentes glucosidicos B 1-4, es altamente insoluble en agua y
solventes organicos gracias a los enlaces de hidrogeno que presenta la molécula, la quitina se
vuelve soluble en acidos minerales diluidos. La quitina se sintetiza a partir de N-acetil
glucosamina por la enzima quitin-sintetasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio
extracelular proximo a la membrana citoplasmatica. El contenido de quitina de la pared fungica
varia segun la fase morfoldgica del hongo. Representa el 1-2% del peso seco de la pared celular
de las levaduras mientras que en los hongos filamentosos puede llegar al 10-20% [Bonifaz, 2012;
Arenas, 2008; Pontdn, 2008].

Figura 3. Quitina (N-acetil-D-glucosamida)
Fuente: InfoEscolar, 2015

Glucano: es el polisacarido estructural mas importante de la pared y representa el 50-60% del
peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros de glucano estdn compuestos de
unidades de glucosa con uniones B-1,3 (65-90%), el B-1,3-D-glucano es el componente
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estructuras mas importante de la pared. El B-1,3-D-glucano se sintetiza por un complejo de
enzimas situado en la membrana plasmatica, denominadas glucano sintetasas [Pontén, 2008].

Ergosterol: el ergosterol (fig. 4): éste es el similar al colesterol en la célula humana y fitoesterol
en las plantas, el ergosterol se encuentra en casi todas las especies flingicas, con algunas
excepciones como el Pneumocystis spp. Este lipido da fluidez e integridad a la membrana,
permite la funcién apropiada de muchas enzimas unidas a ellas, favorece la funcidn de la quitina
sintetasa y permite el crecimiento y divisién celular. Debido a que este lipido es una sustancia
elemental en la conformacién de la membrana celular fungica, muchos antimicéticos actuan a
nivel de su sintesis, dejando a la membrana defectuosa, con grandes espacios y poros, lo que
culmina en la muerte celular fungica [Bonifaz, 2012 y Arenas, 2008].

Figura 4. Estructura del Ergosterol
Fuente: Santa Cruz Biotechnology, 2015

Sin embargo, existen otros componentes de la pared, como lo son las glicoproteinas antigénicas,
las adhesivas y las aglutinantes; y no menos importante la melanina, que es un pigmento
aromatico que se encuentra en la pared celular o matriz extracelular de los hongos. Protege
ampliamente a los hongos de una serie de tensiones ambientales, incluyendo el calor y frio
extremos, sequia, radiaciéon UV, alta salinidad y metales pesados. La melanina (fig 5) se resiste a
la descomposicién probablemente debido a su compleja estructura aromatica [Tresender, 2015]

HOOC

HaN

COOM

Figura 5. Estructura de la melanina
Fuente: Tresender, 2015
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2.1.3 REPRODUCCION DE LOS HONGOS

La reproduccion de los hongos se realiza por medio de esporas y puede ser sexuada (teleomorfa)
o asexuada (anamorfa), los hongos que presentan ambas formas se les llaman holomorfos. La
reproduccién sexuada se produce por la unién de dos nucleos, en tanto que la asexuada se da a
partir de un micelio aéreo o reproductor, sin funcion de los nucleos. Hoy en dia hay una tendencia
taxondmica que indica que cuando se usa la palabra o terminacién espora (Gr. spora = semilla)
se refiere a una forma de reproduccidn sexuada, y conidio (también puede ser conidia por la
traduccién del inglés, término que proviene del griego koni = polvillo o polvo) si se trata de la
anamorfica o asexuada, algunos autores toman la palabra conidio o conidia como sinénimo de
espora; aunque esta tendencia tiene cada vez mas aceptacion, todavia existe controversia al
respecto.

De cierta forma a los hongos que tienen una reproduccién asexuada se les denomina hongos
mitospodricos, es decir, que su reproducciéon es a través de la mitosis y a los sexuados
meiospadricos por que lo hacen por meiosis [Bonifaz, 2012 y Arenas, 2008].

A) REPRODUCCION TELEOMORFICA (SEXUAL)

En la reproduccién sexuada el intercambio de material genético es el objetivo fundamental, por
lo tanto su tendencia es la evolucidon y mejora de propiedades. La reproduccion teleomorfica de
los hongos es a través de tres procesos genéticos, los cuales se enumera a continuacion:

1. Plasmogamia: mediante la unidn de dos protoplasmas.

2. Cariogamia: por la fusién de dos nucleos.

3. Meiosis: divisién celular que da origen a células haploides, en ocasiones el proceso es
seguido de una o mas divisiones mitéticas.

Los hongos pueden ser heterotalicos u homotalicos para su reproduccién sexuada. En el caso de
reproduccidn sexuada heterotadlica, un hongo debe tener sexo diferenciado (+y -/ ay b /majory
minor), de modo que se requiere la union de dos hifas diferentes; por ejemplo la reproduccion
de zigosporas por Rhizopus, las ascosporas y basidiosporas (tabla 1). Y para la reproduccién
sexuada homotalica, los hongos necesitan de un solo talo, en donde existen ambos nucleos
diferenciados, minor (femenino) y major (masculino), los cuales son compatibles.

Para llevar a cabo el proceso de la reproduccion sexuada, los hongos asi como otros organismos,
producen feromonas, que facilitan e proceso de quimioatracidn, en particular en la reproduccion
sexuada heterotalica y producen cambios en las células receptoras. Las feromonas mas
importantes en dicho proceso de quimioatracién, son el anteridiol (ogoniol), sirenina, parisina y
acido tricospodrico; siendo el anteridiol una feromona muy similar en su composicién quimica a
las feromonas sexuales de los animales.
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Tabla 1: Clase de hongos y sus esporas sexuales

Clase Esporas sexuales
Ascomycetes \ Ascosporas
Basidiomycetes Basidiosporas
Zygomycetes ‘ Zigosporas (Cigosporas)

B) REPRODUCCION ANAMORFICA (ASEXUAL)

El objetivo fundamental de la reproduccién anamorfica es el mantenimiento de la especie, esto
es debido a que se forman hongos genéticamente idénticos al progenitor, al no llevarse a cabo
intercambio de material genético sino solamente mitosis. Suele llevarse a cabo por medio de
esporas generadas por una célula especializada o conidiégena, las cuales son externas y se llaman
conidios, y solo en los zigomicotas son internas y se llaman endosporas o esporangiosporas
[Bonifaz, 2012].

Como ya se menciond con anterioridad este tipo de reproduccidon es propio de los hongos
mitospodricos, que solo efectian mitosis. La reproduccién asexuada es muy sencilla y es la que
realizan los hongos en su mayoria en condiciones normales y en los medios de cultivo; los
conidios son el arma mds accesible para su identificacién rutinaria [Bonifaz, 2012; Arenas, 2008].

Clasificar los tipos de reproduccion ha sido un problema desde los origenes de la micologia,
muchas de las caracterizaciones son el resultado de la morfologia, es decir, se basan en el tipo
de estructura que se ve al microscopio dptico; sin embargo, es importante la cada forma de
reproduccién y su origen; asi por ejemplo, dos hongos que tienen la misma estructura pudieron
haberse originado de manera distinta [Bonifaz, 2012].

2.1.4 CLASIFICACION DE LOS HONGOS

El reino de los hongos se encuentra dividido en cinco phylum o divisiones: Chytridiomycota,
Zygomicota, Ascomycota, Basidiomycota y Deuteromycota.

Phylum Chytridiomycota: presentan células flageladas en su ciclo de vida (zoosporas) y se
clasifican segun la ultraestructura de las zoosporas. Poseen micelio cenocitico, talo holo o
eucarpico. Presentan reproduccién sexual y asexual gracias al esporangio. Sus paredes celulares
se componen principalmente de quitina y glucano. Dentro del reino Fungi, los Chytridiomycetes
son los Unicos que presentan células méviles en su ciclo de vida.

Phylum Zygomycota: el nombre del grupo proviene de la presencia de una zigospora
caracteristica en parte de su ciclo. El micelio que presentan es cenocitico, producen esporas
sexuales denominadas zigosporas que se desarrollan en el zigosporangio. Algunos tienen érganos
de fijacion denominados rizoides, como es el caso del Rhizopus sp. La pared celular que presentan
estd compuesta por quitina, quitosano y acido poligalacturénico.
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Phylum Ascomycota: los Ascomycetes estan caracterizados por la presencia de una célula fértil,
llamada célula ascégena, denominada asca. Sus hifas son septadas con un poro, a ambos lados
del cual pueden observarse cuerpos de Woronin, poseen ascosporas dentro de las ascas, dicha
asca proviene de un ascogonio y en general estd dispuesta de una capa de células similares y en
estructuras caracteristicas denominadas cleistotecio, peritecio o apotecio. Principalmente sus
paredes estan compuestas por quinina.

Phylum Basidiomycota: division del reino que incluye a los hongos de mayor complejidad
morfoldgica, entre los que figuran las conocidas setas, yesqueros, cuescos de lobo, carbones,
royas, hongos gelatinosos etc. este grupo se caracteriza por presentar basidiosporas que se
producen en basidios, la forma del basidio es crucial en la clasificacién, los que tienen septos se
clasifican en Phragmobasidiomycetes y aquellos sin septos en Homobasidiomycetes. El cuerpo
frictifero sexual que presentan se denomina basidiocarpo, sus hifas son septadas y los septos
simples o con doliporos [Agrio, 2005; Arias y Pifieros, 2008; Rivera, 2007].

Phylum Glomeromycota: es una divisién del reino que comprende un grupo practicamente
desconocidos, son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres. Este grupo
de hongos son simbiontes mutualistas que forman micorrizas arbusculares (simbiosis mutualista
entre un hongo y las raices de una planta). El hongo recibe hidratos de carbono de la planta a
cambio de que funcione como un sistema de raices extendidas de tal modo que mejora la
absorcion de minerales por las raices de las plantas. Esta divisién cuenta actualmente con 150
especies descritas, distribuidas en diez géneros, son simbiontes obligados, forman arbusculos en
raices de las plantas, generan esporas grandes y multinucleadas con paredes en capas y poseen
hifas no septadas [Scribd, 2011].

2.1.5 HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos que causan enfermedades en las plantas se denominan "fitopatégenos"” (phyton:
planta; pathos: enfermedad). Estos microorganismos constituyen un grupo de mucha
importancia en la agricultura debido a su abundancia y enorme capacidad de reproduccion, por
lo que con frecuencia dificulta su control. Estos hongos ocasionan grandes pérdidas econémicas.
Aumentan los costos de produccién al tener que establecer medidas para tratar de controlarlos.
A nivel mundial los hongos fitopatdgenos constituyen el grupo mas importante desde el punto
de vista econdmico en cuanto a su frecuencia de aparicidn y el dafio que pueden causar [Garcia,
2004].

Se considera que existen mas de 100 mil especies de hongos, de los cuales la mayoria son
estrictamente saprofitos y viven sobre la materia organica muerta a la que descomponen.
Alrededor de 50 especies de hongos producen enfermedades en el hombre y casi el mismo
nlimero afecta a los animales, la mayoria de las cuales son enfermedades superficiales de la piel.
Sin embargo, mas de 8 mil especies de hongos producen enfermedades en las plantas, la mayoria
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de las plantas pueden ser atacadas por algun tipo de hongo (por uno o varios) y también un
mismo hongo fitopatdgeno puede infectar a uno o mas tipos de plantas [Agrios, 2005].

La mayor parte de los hongos fitopatdgenos pasan la mayoria de su ciclo de vida en la planta que
les sirve de huésped (como parasitos) y otra parte en el suelo, en los residuos vegetales que se
encuentran ahi (como saprofitos), aunque algunos solo se desarrollan como parasitos.
Generalmente, los cuerpos reproductores del hongo se forman en la superficie de los tejidos de
la planta huésped (o muy cerda de ella), lo cual causa que las esporas se dispersen rapida y
facilmente [Garcia, 2004].

Los efectos que producen los hongos en las plantas pueden ser de tipo local, cuando afectan una
porcién pequefia del tejido, o puede ser general, si éste causa un dafio completo a toda la planta,
esto depende también de a qué tipo de planta parasiten. El dafio producido por los hongos es
principalmente, una muerte del tejido (necrosis) que afectan. También es posible que produzcan
una atrofia a la planta completa o de alguna de sus partes y en otros casos puede producir
crecimiento excesivo (hipertrofia). Los hongos que afectan la raiz, o bien el sistema vascular de
la planta, tienden a producir color amarillo en la planta y marchitez, lo que es conocido como
clorosis de la planta [Garcia, 2004].

a) IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS

Las plantas sufren una serie de enfermedades y plagas durante su crecimiento. Los hongos no
son la excepcidn, ya que manchan, desfiguran o incluso causan la podredumbre no solo del fruto,
sino también de la planta, a consecuencia de esto se ve afectado el valor en el mercado. Las
pérdidas econdmicas causadas por hongos fitopatégenos son considerablemente altas, los
hongos como Penicillium, Fusarium, Phytophthora, Alternaria, Pestalotiopsis y Rhizopus son
hongos fitopatdgenos que afectan a cultivos de alta importancia econémica, anualmente se
aplican miles de toneladas de agroquimicos, ante la necesidad de establecer un control.

En la agricultura mundial los hongos fitopatédgenos son los causantes de enfermedades pre y
poscosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo éstos responsables de pérdidas
econdmicas cuantiosas; Se estima que entre el 5y el 25% estan presentes en paises desarrollados
y del 20 al 50% en paises en desarrollo. El dafio ocasionado no sélo se refiere a las pérdidas de
producciéon econdmicas, sino también a las pérdidas en la produccién biolégica, es decir, a la
alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por estos
microorganismos. Los patégenos mas importantes que causan elevadas pérdidas de frutas y
hortalizas son normalmente las bacterias y los hongos, sin embargo, con mayor frecuencia son
especies de hongos las causantes del deterioro patolédgico de frutas, hojas, tallos y productos
subterrdneos (raices, tubérculos, cormos, etc.) [Agrios, 2005]. Mecanismo consiste en la
excrecion por parte del hongo de enzimas tales como cutinasas y esterasas que alteran la
superficie vegetal facilitando la adherencia [Rivera y Codina, 2015].
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2.1.6 CARACTERISTICAS DE LOS HONGOS ESTUDIADOS
Penicillium sp.

Penicillium es el género de hongos mas abundante que puede encontrarse casi por todas partes
en suelo, en vegetacion caida y en el aire. La facil proliferacion de Penicillium en los alimentos es
un problema, algunas especies producen toxinas, sin embargo muchas especies de este hongo
son benéficass para los seres humanos. El género Penicillium incluye mas de 300 especies, una
de las mas conocidas es P. chrysogenum que es la productora de la penicilina [EcuRed, 2015].

Morfologia: Penicillium sp es un hongo de crecimiento rapido dando inicialmente colonias
blancas, las cuales se cubren con las esporas y segun la especie van tomando diferentes colores;
verde azules, gris verdosas, gris oliva, amarillentas o rosadas con el tiempo, principalmente
colonias verdosas; las colonias pueden ser de textura filamentosa, vellosas, lanosas o de textura
algodonosa [Guzmdan, 1977].

Las especies de Penicillium presentan Hifas septadas hialinas (1.5-5 p de diametro), con
conidiéforos simples o ramificados, métulas, fidlides y conidias. Las métulas son ramificaciones
secundarias que se forman sobre los conidiéforos. La organizacién de la fialides en la punta de
los conididforos es tipica (llamadas “penicilli” o pincel). Las conidias, van de 2.5-5u de didmetro,
son redondas, unicelulares y observadas como cadenas no ramificadas en el extremo de las
fidlides [Fundacidon Bioquimica Argentina, 2015].

Figura 6. Morfologia macro y microscopica de Penicillium sp
a. Caracteristicas macrosocdpicas. b. Caracteristicas microscépicas de P. verrucosum a laizq. Y
P. cheresanum a la der. Fuente: Universidad de Adelaide, 2006.

Taxonomia

Tabla 2. Taxonomia de Penicillium

Reino \ Fungi
Divisién Ascomycota
Clase ‘ Eurotoimycetes
Subclase Eurotiomycetidae
Orden \ Eurotiales
Familia Trichonomaceae
Género | Penicillium

Fuente: CABI, 2015
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Pochonia sp.

Pochonia es un género de hongos dentro del orden Hypocreales y se describe como anamérfico
Metacordyceps. En dicho género se encuentran diversas especies y una de las mds importantes
es P. clamydosporia. Es un hongo del suelo generalizado, distribuido en todo el mundo en suelos
supresores de nematodos, ya que este hongo se utiliza como un agente de control biolégico
prometedor para agallador y nematodos del quiste [Runmao Lin et al., 2015; Elaine sala et al.,
2012].

Morfologia: Las colonias de este género de hongos son de crecimiento rdpido, alcanzando de 15-
40 mm de didmetro en 10 dias. Las colonias inicialmente son de color blanco y con el paso del
tiempo éstas viran a una coloracién crema, amarilla y café dependiendo de la especie, de aspecto
polvoriento, al reverso suelen ser de una coloraciéon amarilla, naranja, café e incluso roja, éstos
segun la especie. Los conidiéforos generalmente son postrados y se diferencian poco de las hifas
vegetativas, pero a veces son erectos y diferenciados. Las fidlides conididgenas son estrechas con
punta estrecha por lo que el engrosamiento de la pared periclinal es apenas visible. Las conidias
se adhieren en las cabezas globosas o cadenas subglobosas, elipsoidal en forma de vara,
isodiamétricas-poliédricas con extremos romos. Las dictioclamidosporas son producidas en la
superficie de la colonia o sumergido en él, tridimensionales, pluricelulares, engruesan con el
tiempo y por lo general se forman en tallos cortos [Zare, et al., 2001].

Figura 7. P. chlamydosporia colonizando raices de tomate
(Los puntos oscuros son los clamidéporos). Fuente: PROMIP, 2011

Taxonomia

Tabla 3. Taxonomia de Pochonia

Reino \ Fungi
Divisién Ascomycota
Clase ‘ Sordariomycetes
Subclase Hipocreomycetidae
Orden \ Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género | Pochonia

Fuente: CABI. 2015
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Umbelopsis sp.

El género Umbelopsis se clasificd dentro de los Deuteromycetes por Amos y Barnett en 1966. Von
Arx propuso que este género se clasificara en Zygomycetes en 1982. Meyer y Gams eligieron la
familia Umbelopsidaceae de Mucorales para acogerle en 2003. Hasta el momento, 15 especies
han sido descritas en este género, 13 de los cuales han sido aceptados por Meyer y Gams [Wang
etal., 2013].

Morfologia: Los miembros de este género crecen lentamente y forman una capa aterciopelada
de coloraciéon blanca a marrén amarillenta o rojiza, el reverso de coloracién grisacea
dependiendo de la especie. EI micelio mayormente superficial, compuesto por septos
escasamente ramificados, hifas hialinas que irradian una coloracién marrén, de 2.3 a 8.5 micras
de ancho. Los esporangios son globosos que van de 7-10 micras de didmetro. Esporangioéforos
erectos, hialinos, ramificados, un poco hinchados en la base, 88-277 x 2,3-9 micras, se estrecha
en la punta, 1,5-3 micras, dejando una columnilla menos distinta y collar. Esporangiosporas
hialinas, globosas o subglobosas, de 2,5-3 micras de didmetro y las clamidosporas son globosas y
subglobosas de 30 a 40 micras de didmetro [Ya-ning Wang et al., 2013].

Figura 8. Morfologia de U. ramanniana
a. Morfologia colonial. b. Morfologia microscépica
Fuente: a. Andrii Gyganskyi, 2014 y b. Alena Kubatova, 2014

Taxonomia

Tabla 4. Taxonomia de Umbelopsis

Reino Fungi
Division Zygomicota
Clase Zygomycetes
Subclase Mucoromycotidae
Orden Mucorales
Familia Umbelopsidaceae
Género Umbelopsis

Fuente: CABI, 2015
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Fusarium sp.

Este grupo de hongos crece dando una colonia blanca la cual produce un pigmento color violeta
gue gradualmente se difunde en el medio y a medida que envejece se tornan mas fuertes (fig 9).
El micelio estd formado por hifas septadas y los conidiéforos presentan racimos de
macroconidios [Guzman, 1977].

Algunas especies de este género son de interés agricola como lo es el Fusarium oxysporum,
causante de diversas enfermedades en distintos cultivos como la marchitez en algoddn, el mal
de Panama en el banano, podredumbre basal en frijol, marchitez de las Cucurbitaceas, marchitez
y pudricién de la corona en el Jitomate, entre muchas otras mas [Finch y Finch, 1997].

Morfologia: Después de 4 dias de crecimiento en el agar el diametro de la colonia es alrededor
de los 5,4 cm, presenta Microconidios abundantes con un tamano de 8,7-12,5 x 2,5-3,1 um, con
uno o dos septos, ligeramente curvados, con extremos redondeados. Macroconidios fusiformes,
de 24-25 x 3-3,5 um ligeramente curvados con 4 a 5 septos (fig 9). Fidlides en su mayoria cortas.
Clamidosporas presentes y abundantes tanto intercalares como apicales de 12,5 a 16 um [Vera,
2007].
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Figura 9: Morfologia de Fusarium sp.
a. Caracteristicas macroscdpicas de Fusarium sp. b. Caracteristicas microscépicas de
Fusarium solani. Fuente: Universidad de Adelaide, 2006

Taxonomia

Tabla 5. Taxonomia de Fusarium

Reino \ Fungi
Division Ascomycota
Clase | Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden \ Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género | Fusarium

Fuente: CABI, 2015
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Pestalotiopsis sp.

Este género esta ampliamente distribuido en el mundo, teniendo una amplia gama de sustratos.
Muchas de sus especies son patogenas de plantas y algunos son saprobios en el suelo y en restos
de plantas. Especies de Pestalotiopsis endofiticas a menudo han sido reportadas y consideradas
como parte principal de la comunidad de Pestalotiopsis en la naturaleza. El género Pestalotiospsis
fue establecido por Steyaert tras una modificacion taxonémica al género Pestaloptia. El género
Pestaloptia esta restringido a una sola especie y reasignado algunas especies anteriormente
dispuestas en Pestalotia a los géneros anamorficos nuevos Pestalotiopsis y Truncatella [Wei et
al., 2007].

Morfologia: Las conidias del género Pestalotiopsis son fragmosporas, es decir macroconidios de
septos transversales, son de color café a negro con las células de los extremos hialinas y con
sétulas. Se desarrollan en un cuerpo fructifero que se denomina acérvulo. En el cultivo se observa
un micelio algodonoso blanco con un punteado negro que corresponde a los acérvulos los cuales
aparecen después de 7 dias de incubacién [Ulloa, 1978].

Figura 10. Morfologia de Pestalotiopsis palmarum
a. Morfologia colonial en medio PDA. b. Conidios. Fuente: Labarca et al., 2007

Taxonomia

Tabla 6. Taxonomia de Pestalotiopsis

Reino \ Fungi
Division Ascomycota
Clase | Sordariomycetes
Subclase Xilaromycetidae
Orden \ Xylariales
Familia Amphisphaeriaceae
Género \ Pestalotiopsis

Fuente: CABI, 2015
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2.2 ELECTROFORESIS CAPILAR

2.2.1 ANTCEDENTES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

A través de los afios en la historia se han desarrollado descubrimientos importantes, desde
nuestros antepasados con la creacién de herramientas de caza, hasta la época actual llena de
aparatos electrénicos de la era digital, tal es el caso de la electroforesis capilar (EC) la cual no
gueda exenta a estos hallazgos ya que a comienzos del siglo XIX se concretaron avances que
llevan a la creacion de dicho método. A continuacidn en la tabla 7 se muestran los antecedentes

de la técnica.

Tabla 7. Acontecimientos de importancia de la EC

1809

1816

1937

1963

1967

1969

1980

Reuss reporta el desplazamiento de particulas de silice bajo accién de un
campo eléctrico aplicado en arena (Memorias de la Sociedad Imperial Natural).
Porret observa el transporte de agua hacia el polo negativo por accién de
corriente galvanica generada por la polarizacién negativa del capilar que une
los 2 recipientes electrédicos, a este fendmeno ahora se le conoce como flujo
electroosmatico (FEO).

Arne W. Kaurin Tiselius (Premio Nobel de Quimica 1948) utiliza electroforesis
en medio libre empleando un tubo de vidrio con lo que separara proteinas en
mezcla, se presentaron problemas de difusion térmica y conveccion, por eso a
partir de entonces se optd por realizar electroforesis en medios
anticonvectivos como la agarosa y poliacrilamida.

Konstantinov, Oshukiva y Evereast en 1964 realizan varios trabajos de
investigacidon empleando capilares y realizan la medicion por absorcién UV.
Hjerten emplea capilares milimétricos para la separacidon de sustancias neutras
y sustancias cargadas eléctricamente.

Virtaen y Mikkers desarrollan separaciones electroforéticas con capilares de
200 um de didmetro interno (di) en vidrio y teflén respectivamente.
Jorgenson y Lukacs logran elaborar capilares de silice fundida de 75 um de
didmetro interno (di), aplicaron voltajes elevados de 20-30 kV, controlando el
calor con aire frio en el exterior del capilar, fue el inicio de la EC.

Fuente: Avila, 2013 y Cazares, 2011
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2.2.2 FUNDAMENTOS DE LA ELECTROFOREISI CAPILAR

La electroforesis es un método de separacion que se basa en la diferente velocidad de migracién
de especies cargadas dentro de un campo eléctrico de corriente directa. La EC se define como el
movimiento de particulas o moléculas cargadas en un medio liquido que por lo general es acuoso
qgue a su vez es producido por la influencia de un campo eléctrico [Douglas et al., 2008].

El fendmeno de electroforesis se lleva a cabo al aplicar un campo eléctrico en los extremos de un
tubo de capilar lleno de una disolucion tampdn o electrolito de separacién, gracias a la
conductividad que esté genera se produce una diferencia de pontencial entre los extremos del
capilar dando lugar a la aparicion de un flujo de disolucién (fig 11). La electroforesis en
macroescala se aplica a una diversidad de problemas de separacién analitica dificiles: aniones y
cationes inorganicos, aminodacidos, catecoldminas, fdrmacos, vitaminas, carbohidratos, péptidos,
proteinas, acidos nucleicos, nucleotidos y otras numerosas especies. Una ventaja especial de la
electroforesis es su capacidad uUnica de separar macromoléculas cargadas de interés en la
investigacidn bioquimica, bioldgica y biomédica y en la industria biotecnolégica. La deteccion se
realiza mediante la lectura de la absorbancia en la region UV-Visible, por medio de lamparas de
emisién discreta. La EC es muy sencilla de automatizar, es precisa para el analisis cualitativo y
cuantitativo, bajo consumo de reactivos por lo que el método es econdmico y ademas posee una
facilidad de empleo [Sierra et al., 2010 y Douglas et al., 2008].

Anodo | *—@ —> |’m Cétodo

Figura 11. Representacion esquematica de un proceso de
electroforesis. Fuente: Sierra et al, 2010

2.2.3 COMPONENTES DE UN SISTEMA DE ELECTROFORESIS CAPILAR

La instrumentacion general de un aparato de electroforesis capilar es bastante sencillo (fig. 12),
basicamente consta de un tubo capilar de silice con una ventana visible, dos viales que contengan
el electrolito de separacion o buffer, una fuente de alto voltaje que proporciona hasta 50 kV, dos
electrodos de platino que estan conetctados a la fuente de voltaje, un detector (UV-vis) alineado
a la ventana del capilar y un sistema de administracion de datos [Hernandez, 2006; Cazares,
2007].
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Figura 12. Esquema general de un equipo de EC
Fuente: Hernandez, 2006

Los viales de entrada y de salida contienen el buffer de separacidn. En dichos viales se introducen
los extremos del capilar de didmetro interno no mayor a 200 um, que mediante una diferencia
de presién se rellena con el buffer. Una vez rellenado con el buffer, se introduce el extremo del
capilar de entrada en el vial de muestra para llevar a cabo la introduccién de ésta. La inyeccién
de la muestra en el capilar se puede realizar mediante dos formas, por inyeccién hidrodinamica
(presién externa) estableciendo una diferencia de presién o por inyeccién electrocinética (campo
eléctrico) mediante la aplicacién de voltaje. Se introducen los electrodos al momento de cada
inyeccion, el positivo (dnodo) en el de entrada y el negativo (cdtodo) en el de salida, siempre que
se trabaje a polaridad normal. Los electrodos estan conectados a una fuente de alto voltaje, que
genera potenciales de hasta 60 kV. El capilar tiene una ventana de deteccién, una zona sin el
recubrimiento de silice que permite la trasmision de la sefial que llegard al detector, el detector
se encuentra acoplado a la ventana de deteccién de manera que detecta los diferentes
compuestos separados por electroforesis a medida que van pasando por dicha ventana. Las
sefiales que el detector percibe son trasmitidas al sistema de administracién de datos las cuales
son traducidas a los denominados electroferogramas [Casado, 2014].

2.2.4 FACTORES QUE CAUSAN LA MOVILIDAD DEL ANALITO EN EL SISTEMA DE EC
a) FLUJO ELECTROOSMOTICO (FEO)

La electro6smosis (FEO) puede describirse como el movimiento relativo de un liquido con
respecto a una superficie cargada bajo la accién de un campo eléctrico. El FEO se puede explicar
mediante la teoria de la doble capa, segun la cual, en la interface entre un sélido y un liquido se
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puede formar una doble capa de iones debido a dos fendmenos distintos (fig 13). Por un lado, a
la adsorcion especifica de iones de la disolucién sobre la superficie sélida y, por otro, debido a
que la superficie sélida por su naturaleza se ioniza al estar en contacto con la disolucién [Sierra
etal., 2010].

En la EC los capilares mas utilizados son de silice fundida y presentan grupos silanol (Si-OH) en su
superficie que pueden ser ionizados en funcidn del pH del buffer, formando asi grupos cargados
positiva (Si-OH*;) o negativamente (Si-O") segun las siguientes reacciones:

SiOH + H* «— SiOH*%;
SiOH «— SiO+ H*

Una doble capa eléctrica se forma en la pared del capilar. Una capa inmévil fuertemente
adsorbida de cationes adyacente a la superficie negativa neutraliza parcialmente la carga
negativa. El resto de la carga negativa se neutraliza por un exceso de cationes solvatados por la
fase movil (buffer) en la doble capa de la disolucién préoxima a la pared. El grosor de la capa movil
va de 10 nm cuando la fuerza idnica es 1mM 0.3 nm cuando la fuerza idnica es 1 mM 0.3 nm
cuando la fuerza idnica 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 cdtodo y a los aniones
por el dnodo transportando agua con ellos. Por consiguiente, la doble capa eléctrica tiene un
balance que estd a su vez en equilibrio con la pared, que corresponde al potencial Z.

Pared del capilar

L1

®_ ®_@ Capafija
| =
3
| (=) , Capadifusa de
¥ | ) ,—.\ A (=) la doble capa =
Anodo (=) @ ® = Catodo
| =
I © @ Disolucion
=) =) ionicamente
hemogéneo
0

Flujo electroosmético

Figura 13. FEO doble capa de la interface formada entre la superficie del capilar y el buffer
Fuente: Hernandez, 2006

El exceso de cationes en la parte difusa (mavil) de la doble capa confiere un momento neto hacia
el catodo. Esta accion de bombeo, llamada electroésmosis o bien electroendodsmosis, 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 electroosmético (fig 4)de toda la
disolucion hacia el catodo, es decir, se da un fuerte contraste con el flujo hidrodindmico (fig 14)
ordinario, que es impulsado por una diferencia de presidn entre los extremos del capilar. En el
flujo hidrodinamico, el perfil de velocidades a través de una seccion transversal del fluido es
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parabolico: la velocidad es maxima en el centro y disminuye totalmente en las paredes del
capilar. Dicho gradiente de velocidad nos da como resultado un considerable ensanchamiento de

banda [Cazares, 2007].
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Figura 14: Perfiles de flujo para los liquidos: a) Flujo laminar b) Flujo electroosmético
Fuente: Douglas et al., 2008

La movilidad electroosmética o flujo electroosmético esta definido por:

J€

Ueo = EE = Heo (1)

Donde € es la constante dieléctrica, 1 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 electrolito. Existe una relacidn inversa, al incrementar la concentracién del
electrolito se reduce la FEO.

El pH controlala FEO, a pH neutro a alcalino, la FEO ese lo suficientemente fuerte que la migracién
electroforética hace que todas las especies sean barridas hacia electrodo negativo. La FEO hace
posible el analisis simultaneo de cationes, aniones y especies neutras en un solo anlisis. Siendo
el orden de migracidn: cationes, especies neutras y aniones [Cazares, 2007].

b) MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EPM)

Bajo la accion de un campo eléctrico, los solutos idnicos se desplazan a través del capilar debido
a dos razones: por un lado, ya se comentd que el FEO arrastra todo el seno de la disolucién y por
tanto, también solutos iénicos. Por otro lado, la propia carga de un soluto que ésta muestre una
movilidad por si mismo, llamada movilidad electroforética. La velocidad de migracidén de un ion
sometido a la accién de un campo eléctrico, es:

V= o (2)

Siendo pep la movilidad electroforética de ion y E, la intensidad del campo eléctrico aplicado. La
movilidad electroforética, depende a su vez de la carga del analito (q), de su radio (r) y de la
viscocidad de la solucidn (), segun la expresion:

Hep = q/ 6mrn (3)
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La movilidad es directamente proporcional a la fuerza eléctrica del ion e inversamente
proporcional a los factores de retardo por rozamiento. Este ultimo se deteremina en un ion a
partir de su tamafio y de la viscocidad del medio en el que migra. Las separaciones, por tanto, se
basan en las diferencias en la relacion carga/tamafio, el de mayor carga eléctrica migrard mas
rapidamente. En iones con la misma carga, migrard mas rapido aquel de menor tamafo ya que
tendra una menor fuerza de retardo por rozamiento. La resistencia del medio al paso del ion
también influird en su movilidad electroforética, siendo ésta menor cuanto mayor sea la
viscosidad del medio. No obstante, la pep real, no coincide con lo predicho en la ecuacion (3),
debido a la existencia del flujo electroosmotico [Cazares, 2009].

c) MOVILIDAD ELECTROFORETICA APARENTE

Para determinar la movilidad aparente (Uap) que se representa en la figura 15, de un analito se
toma en cuenta la pep del ion y la peo de la solucidn segun la ecuacion (4):

Uagp = Hep T Ueo (4)

Debido a que las especies catidnicas se mueven en la misma direccién que el FEO, la pap sera la
suma de la Hep Y la Heo de tal manera que seran éstas las que alcancen primero la zona del
detector. Para aniones la direccién de la pep €s contraria a la peo de forma que la pap sera la resta
de las dos movilidades.

Hap = Mep + Heo Hap = Hep — Heo

Figura 15. Movilidad electroforética aparente.
Fuente: Modificado de Casado, 2014

La movilidad aparente (Uap) puede calcularse a partir de datos experimentales, segun la ecuacién

(5):

Lg/t
. )

Donde Lq es la longitud de la columna desde la inyeccion 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 es el tiempo
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necesario para que un soluto migre desde el extremo de inyeccion hasta el detector, a lo que se
conoce tiempo de migracion (tm).

La movilidad electroforética aparente es dependiente del voltaje y la longitud del capilar, asi
como de la composicidn del buffer, su concentracién y pH, ademas de la temperatura debido a
gue ésta aumenta la energia cinética de los analitos [Cazares, 2009].

2.2.7 BUFFERS

Existe una amplia variedad de buffers que pueden ser empleados para EC. Un buffer es mas
efectivo dentro de 2 unidades de pH de su pKa, por ejemplo, el fosfato es utilizado ya que
mantiene pH’s de 2.5 y 7.0 aproximadamente y el borato un pH 9. La concentracidn tipica del
buffer es 10 — 100 mM. El buffer elegido debe poseer una buena capacidad tamponante al pH de
trabajo, ademas éste debe tener baja absorbancia a la longitud de onda a la deteccién y baja
movilidad electroforética para minimizar el paso de corriente.

Los buffers Zwitteridnicos se utilizan para las separaciones de proteinas y péptidos. La ventaja de
estos buffers es su conductividad, reduciendo la corriente y el efecto joule. En ciertas
preparaciones de buffers se les agregan sales de cloruros, fosfatos y sulfatos al medio,
particularmente en aquellas dirigidas a la separacion de proteinas. Estas sales afectan la
conformacion de la proteina y por consecuencia afecta la separacién, asi como su concentracion
afecta la FEO debido, a la doble capa idnica de las paredes del capilar.

Existe un fendmeno de adsorcidon que ocasiona una acumulacién de moléculas de la muestra en
la pared interna del capilar, que provocan sefiales indeseables y poco reproducibles, para esto es
importante el empleo de aditivos que eviten dicha adsorcidn, asi como la eliminacién del FEO.
Varios aditivos pueden ser agregados a los buffers para modificar las movilidades electroforéticas
y para cambiar la selectividad de la separacién [Cazares, 2007 Y Avila, 2013].

2.2.8 CARACTERIZACION DE UN MICROORGANISMO POR ELECTROFORESIS CAPILAR

El primer experimento que demostrd la posibilidad de mover microorganismos a través de
capilares bajo un campo eléctrico aplicado, consistid en el analisis de Lactobacillus casei y virus
del mosaico del tabaco (VMT). En ambos microorganismos se emplearos capilares de silice
fundida recubiertos de metilcelulosa para evitar la adsorcion de los MO en las paredes internas
del capilar. La deteccion se realizé en el intervalo del UV-VIS, el VMT fue detectado a 260 nm,
mientras que L. casei a 220nm. Los electroferogramas resultantes mostraron picos agudos con
un tiempo de migracidén menor a 4 minutos; sin embargo, no se logrd su separacién en mezcla.
La primer separacién de bacterias en mezcla consiguié la separacién total o parcial de
Streptococcus faecalis, S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae y Staphylococcus aureus; el
proceso tomo 70 minutos. Tiempo después se reportaron separaciones analogas de tres

IDENTIFICACION DE ESPECIES FUNGICAS MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR

35



diferentes bacterias, Pseudomonas putida, Pseudomonas sp. y Alcaligenes euthrohus. La
inyeccion individual de cada bacteria permitio la identificacion de los picos y su correspondiente
movilidad y por tanto, su caracterizacién. En un estudio realizado recientemente se logré
determinar de manera exitosa la factibilidad de analizar células fungicas en su forma micelial
mediante EC. Los hongos empleados en el estudio fueron Botryosphaerea rhodina 'y Trichoderma
sp. logrando obtener un tiempo de migracion caracteristico para cada hongo, asi como un pico
definido y simétrico bajo las condiciones electroforéticas ensayadas. Este estudio demostré que
a pesar del tamafio de las células miceliares y su gran ramificacidon, se pueden realizar y
caracterizar por EC.

Por otra parte, la EC ha mostrado capacidad para la evaluacién de la interaccidon microorganismo
—molécula. Las constantes de asociacion son utiles para cuantificacién de toda asociacidn
molecular en estudios realizados de actividad farmacéutica, toxicidad y estudios microbioldgicos.
La medicién de la movilidad electroforética estd permitiendo el estudio de propiedades
superficiales de las células microbianas, por medio de ésta ha podido detectarse la sutil pero
importante heterogeneidad que puede existir en una poblacion monoclonal. La posibilidad de
separar de los conidios de hongos filamentosos mediante EC se consiguié mediante protocolos
optimizados para su separacién mediante el desarrollo de experimentos preliminares de los
puntos isoeléctricos de los conidios de diferentes cepas. Aunque existen equipos sofisticados
para el analisis y caracterizacién de los microorganismos no sustituyen a los métodos
tradicionales que implican cultivos y microscopia [Avila, 2011].

2.2.9 OTRAS APLICACIONES DE LA EC

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. Usada en biotecnologia para la
caracterizacioén y analisis de macromoléculas como proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos.
En la industria farmacéutica para el estudio de nuevos y diversos farmacos, proteinas con
actividad farmacolégica, control de calidad y estructuras quirales. En el area de los alimentos se
aplica al fraccionamiento y cuantificacién de aminoacidos, dacidos organicos, aditivos y
contaminantes y sus metabolitos, pesticidas, metales pesados e hidrocarburos. Ademas su uso
en la toxicologia forense ha resultado en la identificacidn de drogas y venenos que han causado
dafio o muerte en victimas [Cazares, 2007].

IDENTIFICACION DE ESPECIES FUNGICAS MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR

36



1. JUSTIFICACION

Algunos hongos filamentosos son responsables de ocasionar enfermedades en las plantas
(hongos fitopatdgenos), estos microorganismos constituyen un grupo de mucha importancia en
la agricultura debido a su gran numero y enorme capacidad de reproduccién, por lo que
regularmente se dificulta su control. Estos hongos generan grandes pérdidas en la agricultura y
por consecuencia grandes pérdidas econdmicas, asi como también los costos de produccion
aumentan al tratar de controlarlos [Arauz, 1998]. A nivel mundial los hongos fitopatégenos
constituyen el grupo mas importante desde el punto de vista econdémico, en cuanto a su
frecuencia de aparicion y al dafio que puede llegar a causar; de las mas de 100 mil especies de
hongos descritas hasta ahora, mas de 8 mil especies producen enfermedades en las plantas, es
decir, son hongos fitopatdgenos [Agrios, 2005].

Por todo lo anterior, es necesaria una herramienta de identificacién, eficaz y oportuna para dar
un diagndstico preciso y poder iniciar la ofensiva contra el agente causal de la enfermedad; la
técnica de Electroforesis Capilar es una herramienta analitica que proporciona datos precisos de
moléculas organicas e inorgdnicas, utiliza poca cantidad de reactivo y muestra, permite la
separacion, identificacion y cuantificacion de los analitos. Es una técnica muy prometedora para
el estudio de propiedades electroforéticas de células intactas, para este caso las conidias. En
trabajos anteriores, se observd que el sobrenadante de la suspensiéon de las conidias de
Trichoderma atroviride IMI 206040 y de algunas cepas silvestres del mismo género, produce una
sefial electroforética eficiente con pequefias variaciones en su tiempo de migracion,
dependiendo de la especie. En este trabajo se desea conocer si la sefal observada para
Trichoderma, cuya composicion se desconoce, esta presente en otros géneros fungicos y de ser
asi, si es posible que tales sefiales sean especificas, lo que conduzca a tener otra herramienta que
contribuya a la identificacién rapida de géneros flngicos.
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IV. HIPOTESIS

El sobrenadante de las suspensiones de conidias de diferentes géneros flungicos, tiene un
componente que produce una sefial caracteristica de género y/o especie flingica que permite su
identificacion.

V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las sefiales electroforéticas caracteristicas de género y/o especie de diferentes
especies fungicas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el efecto del medio de cultivo sobre la velocidad de crecimiento y las morfologias
macroscépica y microscopica de los hongos de estudio.

- Obtener las sefiales electroforéticas de un compuesto liberado por las conidias de las cepas de
estudio, obtenidas bajo diferentes condiciones de cultivo.

- Determinar si existen sefiales que sean caracteristicas de género y/o especie que puedan ser
usadas con fines de identificacién.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. MATERIALES Y METODOS
6.1.1 INSTRUMENTACION

e P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman Coulter ®
e Balanza Analitica CP124 S Sartorius®, capacidad maxima de 120 g.
e Centrifuga Fisher Scientific Marathon 16 KM

e Potenciometro Fisher Scientific AB15 pH Meter accument © BASIC
e Sonicador 1510 BRANSON

e Vortex DAIGGER Vortex Genie 2

e Microscopio LEICA DM750 LEICA ICC50 HD

6.1.2 REACTIVOS

Todos los reactivos empleados para la preparacién de las soluciones buffer son de grado analitico
(Tabla 8). Para el lavado del capilar y ajuste de pH se utilizé NaOH 1M, HCI 1M y metanol. Para el
medio minimo Vogel se prepard con 15 g de agar, 15 g de dextrosa y 20 mL de Stock 50X de Vogel
compuesto por vitaminas y minerales traza, en 1 L de agua.

Tabla 8. Reactivos utilizados

REACTIVO NOMBRE MARCA GRADO
KH2PO4 Fosfato de potasio. Monobasico. Cristales MEYER ® ACS
finos
NaOH Hidroxido de Sodio. Perlas J.T. Baker® ACS
HCl Acido Clorhidrico J.T. Baker® ACS
CsH1406 Dextrosa DIBICO®
Liquido Fluorinert F77 3M
refrigerante
Agar
bacterioldgico
Agar Papa PDA Potato Dextrose Agar BD DIFCO®
Vogel
Agar Sabouraud Agar Dextrosa Sabouraud BD Bioxon®
Agar Malta MDA Malt Extract Agar BD DIFCO®

Agua Destilada
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6.1.3 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo utilizados se muestran en la Tabla 8 y se prepararon siguiendo las
instrucciones del fabricante. Todos se esterilizaron en autoclave a 120°C y 15Ib/in? de presion
durante 15 minutos.

6.1.4 CEPAS UTILIZADAS

Se utilizaron trece cepas silvestres que fueron proporcionadas por el Cepario del Laboratorio de
Conservacion y Biotecnologia de Microorganismos del centro multidisciplinario de Estudios de
Biotecnologia (CMEB), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UMSNH (Tabla 9).

Tabla 9. Cepas utilizadas

Género Especie Clave
Penicillium pencasmium 05-ICH 181
Penicillium sp. 23-AT 1918
Penicillium sp. SG-18 A18
Penicillium sp. SG-30 181
Penicillium lilacionoechinulatum 5G-39 1918
Pochonia sp. 97
Pochonia sp. 215
Umbelopsis vinacca 110
Umbelopsis sp. 75
Fusarium oxysporum 208
Pestalotiopsis sp. 212
Desconocida 1 172
Desconocida 2 205

6.1.5 CULTIVO

Se realizaron subcultivos por duplicado de las 13 cepas a estudiadas en los 4 diferentes medios:
PDA, MDA, Vogel y Sabouraud. Se tomé un bocado de 5 mm de ancho de cada una de las cepas
y se colocd en el centro de las cajas Petri de forma individual, se incubaron a 28 °Cy se realizaron
mediciones radiales en cm cada 24 h hasta que el hongo dejara de crecer o alcanzara el borde de
la caja de Petri. También se registraron los periodos de conidiacién. Estos datos sirvieron para
determinar las cinéticas de crecimiento de las cepas estudiadas. Se registraron las caracteristicas
macro y microscépicas (Leica DM 750 acoplado a cdmara Leica ICC50 HD) de todas las cepas
después de su crecimiento.

6.1.6 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

Para calcular la velocidad de crecimiento de las cepas, se graficod el tiempo (dias) contra el
Logaritmo base 10 del radio de crecimiento (radio en cm). La pendiente de dichos graficos
representa la velocidad de crecimiento en Dias™ para cada uno de los medios.
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6.1.7 PREPARACION DE LA MUESTRA

Las conidias presentes en los cultivos, se cosecharon virtiendo sobre la caja de Petri 1.5 mL de
agua estéril, agitdndola manualmente y raspando ligeramente para que las conidias se
desprendieran. La suspension formada, se recolectd con pipeta Pasteur y se vacio en un
microtubo de 1.5 mL; posteriormente se agitaron en Vortex durante 5 minutos para que las
conidias se desprendieran del micelio, se dejaron reposar los tubos durante 10 minutos de
manera vertical para que se sedimentaran los restos del micelio y poder eliminarlos recuperando
Unicamente el sobrenadante, que es donde se encuentran las conidias suspendidas. El
sobrenadante con las conidias se mantuvo en reposo por 24 y 48 h. Pasado el tiempo, se
centrifuga el microtubo a 13,300 g durante 10 min y se toma una alicuota 400 uL del
sobrenadante, se colocd en un vial para electroforesis y se mezclé con 200 plL del buffer de
corrimiento para su posterior andlisis. Antes de realizar el andlisis electroforético, el vial se sénica
(Branson 1510) por 10 min para eliminar micro-burbujas que podrian alterar los resultados de
EC.

6.1.7 BUFFER UTILIZADO

Se utilizd una solucién fosfato de potasio (MEYER ®) 10 mM pH’s 6.3 y 6.8 como buffer de
corrimiento. Se utilizé una solucién fosfato de potasio (MEYER ®) 10 mM como buffer de
corrimiento a pH 6.8 y pH 6.3 los utilizados por Avila en el 2013.

6.1.8 CONDICIONES ELECTROFORETICAS

Los corrimientos electroforéticos se realizaron en un equipo de EC P/ACE™ MDQ Capillary
Electrophoreis System (Beckman Coulter®) con las siguientes condiciones:

- Capilar: de silice fundida recubierto de poliamida con un di de 100 um y Lrde 50 cm.
- T:25°C.

- Detector: de Arreglo de diodos

- Longitud de onda: 201 nm

- Voltaje: Polaridad inversa (-17 kV).

- Presidn: 20.0 psi.

- Buffer: Buffer de fosfatos (KH,PO4) 10 mM pH 6.3y pH 6.8
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO
7.1.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Se crecid6 a las diferentes cepas en 4 medios de cultivo distintos para observar si los medios de
cultivo influian diferencialmente en el crecimiento, el cardcter de las colonias y la esporulacion
de los hongos de ensayo, a causa de los constituyentes de los diferentes medios, siendo asi,
modificaran estructuralmente la conformacion de los componentes del hongo y por ende la
estructura de las conidias lo que modificara directamente el electroferograma resultante.

a) Penicillium
Penicillium pencasmium 05-ICH 181

La morfologia macroscépica de la cepa 05-ICH 181 fue diferente en los 4 medios (Fig. 16), siendo
la Unica similitud la coloracion caracteristica verde aunque no muy visible en el medio Sabouraud,
aun mas parecida en los medios MMV y MDA que es una coloracion verde mate de aspecto
pulverulento, sintoma de conidias presentes, pero en cuanto a forma de crecimiento totalmente
diferentes; creciendo en MMV de manera circular, presentando una especie de zanjas en forma
de ondas circulares del centro hacia afuera y al reverso una coloracién beige; en cambio en el
medio MDA crece de forma irregular, creciendo una tela similar a la telarafia que probablemente
sea micelio aéreo y al reverso una coloracién beige; en el medio PDA esta cepa de Penicillium
crece de manera circular uniforme, primeramente lanzando una tela fina sobre el agar la cual
después crecio en ella micelio aéreo que vird a verde, se aprecian anillos en ella y al reverso una
coloracién caqui; ya por ultimo en el medio Sabouraud crecié totalmente diferente a los demas
medios, blanco, aterciopelada, presentando estrias a manera de zanjas radiales un halo con
coloraciéon verde-grisacea de aproximadamente 1.2 cm en donde se encontraban las conidias,
creciendo circularmente, al reverso se aprecia que viré el medio a amarillo-naranja, mostrando
el mas bajo crecimiento respecto a los demds y menor esporulacién. Creciendo 1.2 cm radiales
en 8 dias en promedio que de acuerdo a las especies de Penicillium descritas por Arias y Pifieros
(2008), ésta cepa P. pencasmium tiene una morfologia, aspecto y crecimiento del género
Penicillium y que la mayorias de las especies descritas crecen a semejante ritmo que la cepa 05-
ICH.

MMV Sabouraud

Figura 16: Crecimiento de Penicillium pencasmium 05-ICH 181 en los 4 diferentes medios
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Penicillium sp. 23-AT 1812

La cepa 23-AT 1812 de Penicillium sp crecid circularmente de manera similar en los 4 medios (Fig.
17), llenando la caja de Petri en tan solo 3.3 dias formando una especie de halo transparente que
conforme pasaba el tiempo en los medios PDA y MMV crecia el micelio aéreo mas rapido de
adentro hacia afuera y viraban a verde-mate hasta tomar un aspecto polvoso por las conidias,
formando halos concéntricos, al reverso ligeramente beige pero en el MMV al centro con una
coloracion verde intensa; Y para los medios Sabouraud y MDA las mismas caracteristicas descritas
en los medios PDA y MMV a diferencia que en estos no viro a verde-mate directamente sino que
viraron primero a un especie de coloracién verde limén que con el tiempo viraban
uniformemente a verde-mate. Las caracteristicas de crecimiento mostradas por esta cepa son
similares a las descritas en la bibliografia para el género Arias y Pifieros, 2008.

PDA MMV Sabouraud

Figura 17. Crecimiento de Penicillium sp. 23-AT 1812 en los 4 diferentes medios

Penicillium sp. SG-18 A18

La cepa SG-18 A18 de Penicillium sp. crecié de manera similar en cuanto a estructura, forma de
la colonia (Fig. 18) y crecimiento radial lento, creciendo solo 0.9 cm radiales en promedio, siendo
en el MMV el mas lento. En los medios PDA, MMV y MDA el hongo crece formando una especie
de halo tranparente en la circunferencia que conforme crece vira a amarillo Pasado el tiempo
aparecen una especie de acérvulos como los de Pestalotiopsis o granitos verdes que son las
conidias de mayor intensidad en el PDA que en los otros 2 medios, presentando lineas surcadas
en forma de ondas y al reverso coloracion entre beige y naranja. En medio Sabouraud las
caracteristicas de crecimientos son semejantes peropresentando mayor formacién de conidias.
Solo pocas caracteristicas de Penicillium presenta esta cepa.

PDA MMV Sabouraud MDA

Figura 18. Crecimiento de Penicillium sp. SG-18 A18 en los 4 diferentes medios
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Penicillium sp. SG-30 181

Esta cepa alcanzd un crecimiento promedio en los 4 medios (Fig. 19): entre 1.1 cm radiales en 7
dias; en los medios PDA, MMV, y MDA el borde que era blanco se tornaba a verde conforme
crecia. Pasado el tiempo la superficie de la colonia se torné de color verde olivo, con aspecto
polvoso por las esporas y ligeramente surcada radialmente, mas evidente en los medios PDA vy
MMV, al reverso una coloracién beige débil para MMV y MDA y fuerte para PDA, mas al centro
gue en las orillas; para el medio Sabouraud que fue en el que crecié muy diferente, virando el
medio a amarillo, creciendo aterciopeladamente de color blanco que viré a verde-mate lo cual
dicha coloracidn no viro totalmente la colonia, presentd exudado como gotitas amarillas, lineas
surcadas y al reverso beige-amarillo. Fue la cepa de Penicillium que entre medios crecid mas
uniformemente. Esta cepa tiene fuertes caracteristicas que la describen como Penicillium, como
lo es la coloracién verde-olivo (Arias y Pifieros, 2008).

PDA MMV Sabouraud MDA

Figura 19. Crecimiento de Penicillium sp. SG-30 181 en los 4 diferentes

Penicillium lilacionoechinulatum SG-39 1918

Esta cepa tiene mucha similitud en cuanto a las caracteristicas de crecimiento con la SG-30 181
en todos los medios (Fig. 20); los medios PDA, MMV y PDA, presentando crecimiento aproximado
de 1 cm en 7 dias siendo el MMV el mas lento, crecimiento semiradial, aterciopelado blanco que
conforme crecia viraba a verde, no llenando la placa, y deteniendo su crecimiento a los 3 cm
radiales. En los MDA y MMV crecié micelio aéreo aplanado parecido a una telaraia, en PDA y
MDA, exudado como gotitas de agua sobre si, y al reverso una coloracién beige mas en el PDA;
en Sabouraud exhibe crecimiento circular, creciendo hasta 1.2 cm radiales en 7 dias,
aterciopelado blanco, con relieves, que con el tiempo viro a verde solo en el centro, vird el medio
ligeramente a amarillo, exudado como gotitas amarillas sobre si y al reverso beige en donde se
observan mejor los relieves.
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Sabouraud

PDA

Figura 20. Crecimiento de P. lilacionoechinulatum SG-39 1918 en los 4 diferentes medios

b) Pochonia
Pochonia sp. (97)

El crecimiento de Pochonia sp. 97 fue diferente en los 4 medios de cultivo probados (Fig. 21). En
el medio PDA tuvo un crecimiento circular conforme crecia de aspecto aterciopelado blanco que
viraba a verde olivo lo que indica la presencia de conidias; con el tiempo la colonia se volvié lisa,
de crecimiento lento solo 0.9 cm radiales en 7 dias y después de 16 dias ya no crecid pero
crecieron colonias a su alrededor a causa de las primeras conidias, probablemente debido al
movimiento ocasionado al ser observadas, exudado abundante como gotitas que desaparecieron
y al reverso una coloracion beige; en el medio MMV crecid circularmente, aterciopelado blanco
gue con el tiempo viro a verde y aspecto liso, y creciendo sobre ésta capa lisa micelio aéreo
aplanado de color blanco, al reverso beige, de crecimiento lento solo 0.6 cm radiales en 7 dias;
en el medio Sabouraud crecié de forma irregular, aterciopelado blanco, presentando estrias a
manera de zanjas del centro hacia afuera, presentd un halo con coloracidn verde-grisacea de
aproximadamente 1 cm en donde se encontraban las conidias, vird el medio a una coloracién
amarillenta, exudado abundante como gotitas, creciendo lento solo 0.8 cm radiales en 7 dias y
gue después del dia 21 ya no crecid, reverso amarrillo por debido a que viré el medio; en el medio
MDA se mostré de aterciopelado blanco que conforme crecia éste se volvia verde que pasado el
tiempo se volvid de aspecto polvoso, con manchones blancos que es el micelio aéreo de aspecto
telarafioso, crecimiento lento solo 0.7 cm radiales en 7 dias, mostrando extensiones diferentes
gue pudieron ser a causa de que se expusieron a la luz cada vez que se examinaban las cajas de
cultivo para realizar mediciones y/u observaciones, al reverso de color beige mas al centro que
en la circunferencia. Las caracteristicas de crecimiento aqui descritas se asemejan a las descritas
para P. clamydospora (Arévalo et al., 2009; Franco et al., 2012; Montes de oca, 2004).
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Sabouraud

Figura 21. Crecimiento de Pochonia sp. 97 en los 4 diferentes medios

Pochonia sp. (215)

El crecimiento de esta especie de Pochonia (215) se presenta de manera distinta en cada uno de
los 4 medios utilizados (Fig. 22). lo Unico similar entre ellas es el crecimiento lento alcanzando 1
cm radial en 7 dias; crecimiento irregular, no llenaron la caja de Petri y la coloracién es verde,
aungque no muy visible en algunos; en PDA se muestra aterciopelado blanco ligeramente que
conforme crecia viraba a verde y que después aparecié micelio aéreo de aspecto telarafioso, vird
el medio a naranja; en el medio MMV las colonias se mostraron de forma aterciopelada blanca
gue conforme crecia viraba a verde, abultado mas al centro debido a la carga de conidias, lineas
surcadas a manera de ondas, presentd regiones de color mas claro (verde-mate), que la
coloracion de base (verde fuerte), al reverso beige; en el medio Sabouraud al igual que en el PDA
viré el medio a naranja, aterciopelado blanco ligero que viré a verde-grisdceo mas en las orillas
gue al centro, exudado como gotitas amarillas, relieves irregulares y al reverso naranja, es
importante sefalar que esta cepa y para es te medio se presentaron las conidias solo en la
circunferencia a diferencia que en el caso de la cepa 97 que se presentaron en el centro; en el
medio MDA produce un aspecto polvoso de coloracién verde mate, viro al medio a naranja en
la regién que estaban las colonias mas grandes y al reverso naranja. Las caracteristicas de
crecimiento aqui descritas, al igual que las descritas para la cepa 97, se asemejan a las descritas
para P. clamydospora (Arévalo et al, 2009; Franco et al, 2012 y Montes de oca, 2004).

MMV Sabouraud MDA

Figura 22. Crecimiento de Pochonia sp. 215 en los 4 diferentes medios
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c) Umbelopsis

Umbelopsis vinacca (110)

U. vinacca en medio PDA crecid relativamente lento alcanzando 2 cm radiales en 8 dias de
aspecto algodonoso blanco que con el tiempo se tornd a una coloracién ligeramente café o
marrén, crecimiento circular uniforme, al reverso ligeramente beige, en agar minimo Vogel son
de lento crecimiento alcanzando un didmetro de 1 cm radiales en 7 dias, de aspecto
aterciopelado, de color marréon mas al centro que en las orillas, conforme crecia se tornaba
marrén en la superficie lo que nos indica la presencia de conidias, presentando anillos y al reverso
una coloracidn beige-amarillo, lo que la hace similar a la especies U. isabellina descritas por Ya-
ning et al (2013) y Kubdtova (2014), como caracteristicas del género. En medio Sabouraud crecid
similar al que se presentd en el medio PDA, a diferencia de que es de aspecto seco y al reverso
tiene una coloracidon beige mas intensa; sin embargo, un aspecto importante es que en este
medio la cepa U. vinacca no conidid; en MDA crecié de forma irregular, aterciopelado blanco,
mas al centro que en la circunferencia, la cual después de tiempo se presentd conidiacidon en esta
ultima, crecimiento lento, alcanzando el centimetro radial en 7 dias y al reverso con coloraciéon
beige (Fig. 23)

PDA

Figura 23. Crecimiento de Umbelopsis sp. 110 en los 4 diferentes medios

MMV Sabouraud

Umbelopsis sp. (75)

Observando de manera detallada los cultivos, se puede apreciar que tienen practicamente el
mismo comportamiento que el presentado por la cepa 110 (Fig. 24). En medio PDA la cepa crecié
relativamente lento alcanzando 2.2 cm radiales en 8 dias. De aspecto algodonoso blanco que
con el tiempo se tornd a una coloracion ligeramente café o marrdn, crecimiento circular
uniforme, al reverso ligeramente beige; en agar minimo Vogel son de lento crecimiento
alcanzando un didmetro de 1 cm radial en 7 dias, de aspecto aterciopelado, de color marrén mas
al centro, conforme crecia se tornaba marrén en la superficie lo que nos indica la presencia de
conidias, presentando anillos y al reverso una coloracidn beige, lo que la hace similar a la especies
U. isabellina (Ya-ning et al., 2013; Kubatovd, 2014); El crecimiento en medio Sabouraud fue
similar al que se presentd en el medio PDA, a diferencia de que es de aspecto seco y al reverso
tiene una coloracion beige mas intensa; sin embargo, un aspecto importante es que en este
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medio la cepa 75 no conidid; en MDA crecié de forma irregular, aterciopelado blanco, mas al”
centro que en la circunferencia, la cual después de tiempo ésta conidid, crecimiento lento,
alcanzando el centimetro en 7 dias y al reverso con coloracién beige.

PDA Sabouraud MDA

Figura 24. Crecimiento de Umbelopsis sp. 75 en los 4 diferentes medios

d) Fusarium oxysporum (208)

F. oxysporum crecié en los 4 medios dando una colonia blanca la cual produjo un pigmento de
rosa a violeta que aumentoé de manera gradual, creciendo 3.4 cm de manera radial en 8 dias en
promedio, la morfologia en los 4 medios de esta cepa no fue igual (Fig. 25); sin embargo, todas
presentaron la misma coloracién violeta o rosa; en PDA crecid aterciopelado blanco con
pigmento rosa, micelio aéreo, presentando anillos y al reverso color vino como fue descrito por
Guzman (1977); en medio minimo Vogel la colonia fue lisa, de coloracidn blanca ligeramente
pigmentada de rosa y al reverso totalmente igual que al anverso; En Sabouraud se mostrd una
colonia rosa mas pigmentada que en el medio vogel, presentando micelio aéreo de manera
algodonosa, un halo al centro con menor pigmentacién, al reverso de coloracién vino intenso,
una caracteristica importante de éste medio es que la cepa no conidid, esto pudo ser debido a
gue el hongo no se encontraba en un medio que carecia de nutrientes ya que segun Agrios (2005),
un hongo usa las esporas o conidias para seguir subsistiendo cuando éste se ve amenazado por
la escases de los nutrientes, por lo que Fusarium oxysporum se encontraba comodo; en MDA
crecio con una pelicula lisa con ligeras estrias sobre el agar, conidiando de esta manera, presenta
anillos, conforme pasaba el tiempo crecia micelio aéreo color blanco y al reverso misma
coloracion lo que indica que no viro el medio.

PDA MMV Sabouraud

Figura 25. Crecimiento de Fusarium oxysporum 208 en los 4 diferentes medios
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e) Pestalotiopsis sp. (212)

Esta cepa presenta similitud en los crecimientos para los medios PDA, MMV y MDA (Fig. 26):
colonia blanca algodonosa, con micelio aéreo, crecimiento circular uniforme, presentando anillos
concéntricos denominados acérvulos, que es donde estan las conidias, alrededor de los 7 dias de
incubacion, al reverso se aprecian mejor estos anillos y alcanzando un promedio de crecimiento
de 3.4 cm radiales en 7 dias. De acuerdo con las descripciones de Ulloa (1978) y Labarca et al
(2007) las caracteristicas se asemejan a una especie del género Pestalotiopsis; sin embargo, en
medio Sabouraud, esta cepa crece de manera distinta a las demas, conservando la forma
algodonosa y de micelio aéreo, creciendo de manera irregular con una coloracién amarillenta 'y
virando el medio a naranja creciendo rapidamente en tan solo 7 dias alcanzando 3.8 cm de
crecimiento radial, es importante sefalar que la cepa en este medio no conidié debido a que el
medio Sabouraud no estd disefiado para la esporulacién de hongos.

Sabouraud

Figura 26. Crecimiento de Pestalotiopsis sp. 212 en los 4 diferentes medios

f) Cepa 172

Las colonias de la cepa (172) de manera general alcanzaron un crecimiento entre 1.1-1.3 cm
radiales en 7 dias, después del dia 20 estas crecian mds lentamente, ya para los medios PDA,
MMV, y MDA (Fig. 27); conforme crecian, el borde que era blanco se tornaba a verde, ya pasado
el tiempo la superficie de la colonia se tornd de color verde olivo, con aspecto polvoso por las
esporas y ligeramente surcada (en el MMV) radialmente, al reverso una coloracién beige débil
para MMV y MDA y fuerte para PDA, mas al centro que en las orillas; para el medio Sabouraud
que fue en el que crecié muy diferente, virando el medio ligeramente amarillo, creciendo
aterciopeladamente de color blanco que viraba a verde-mate lo cual dicha coloracién no viro
totalmente la colonia, al reverso beige-amarillo. Lo que indica que tiene caracteristicas
importantes que posee un hongo del genero Penicillium como al reverso coloracion beige, la
colonia vira a verde, caracteristicas a las descritas en el medio Sabouraud de la cepa SG-30 de
Penicillium por lo que se sugiere que este hongo de nombre clave 172 es un Penicillium.
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Sabouraud MDA

PDA

Figura 27. Crecimiento de la cepa 172 en los 4 diferentes medios

g) Cepa 205

Esta cepa ha mostrado similitudes morfoldgicas en los 4 diferentes medios (Fig. 28) a las que
presentan las cepas del género Penicillium sugiriendo que la cepa 205 sea un probable
Penicillium, creciendo en el medio PDA aterciopelado blanco que viré a verde, creciendo lento
de forma irregular alcanzando hasta 1 cm en 8 dias, no llenando la placa, aspecto polvoso.
Podemos apreciar 2 tonos de coloracion verde, también presenté lineas surcadas y al reverso
una coloracion beige; en el medio MMV mostrandose con coloracién verde, creciendo lento tan
solo 1 cm radial en 8 dias , aterciopelado blanco que con el tiempo vird a verde, de coloracion
una verde-mate, presentando un abultamiento de conidias al centro, llenando la placa, lineas
surcadas y al reverso una coloracién beige en un halo y en el resto no presentaba ésta coloracién;
en el medio Sabouraud una caracteristica importante que el Penicillium en el medio Sabouraud
es que vira al medio de color amarillo descrita anteriormente virando el medio a amarillo,
creciendo aterciopeladamente de color blanco que vird a verde lo cual dicha coloracién no viro
totalmente la colonia dejando a los bordes de la colonia blancos, lineas surcadas y al reverso
beige-amarillo y para el medio MDA la cepa crecié de la misma forma que el PDA y MMV, con
coloracion verde aterciopelado blanco que vira a verde, creciendo tan solo 1.2 cm radiales en 8
dias, creciendo de forma irregular, presentando micelio aéreo aplanado con aspecto telarafioso
sobre la coloracién verde y al reverso una coloracién beige-amarillo.

PDA MMV Sabouraud MDA

Figura 28. Crecimiento de la Cepa 205 en los 4 diferentes medios
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7.1.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Se utilizaron 4 medios de cultivo distintos, para observar si habia diferencias aparentes en la
forma, el color, grosor de las conidias, que son las caracteristicas que podrian influir en Ia
composicién del sobrenadante de la suspensidn de conidias y por tanto, en las senales
electroforéticas.

a) Penicillium
Penicillium pencasmium 05-ICH 181

En la especie P. pencasmium 05-ICH 181 las conidias se presentaron en los medios PDA y MDA
esféricas lisas y globosas al observarlas al microscopio, se aprecia una agrupacion entre ellas
formando desde pares hasta grupos de 5 o0 mas, esto puede ser a consecuencia de las cargas de
las conidias y/o a que aun no se desprenden de si mismas después de desprendidas de la fidlide.
Apenas se aprecia una coloracién verde hialina de las conidias, tal y como las describen Arias y
Pifieros (2008). Esta cepa, P. pencasmium, tiene una morfologia microscépica con aspectos
importantes del género Penicillium; sin embargo, en los medios MMV y Sabouraud las conidias
no son como en los medios PDA y MDA, siendo estas en forma como de cristales, hialinas,
muestran un agrupamiento tal y como lo muestran en los medios PDA y MDA.
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Figura 29: Micrografia de Conidias de P. pencasmium 05-ICH 181 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

Penicillium sp. 23-AT 1812

En ésta especie de Penicillium, en los medios PDA y MDA se obtuvieron conidias de forma ovalada
un poco alargada con aspecto en forma de un frijol, con coloracidn ligeramente verde, forman
agrupaciones; en el medio MMV las conidias son producidas en cadena, esféricas, hialinas de
pared delgada; en el medio Sabouraud las conidias se presentaron de forma de poligonos
irregulares, con aspecto de cristales, presentan agrupaciones. Las conidias de éste género son
distintas entre si, dependiendo del medio de cultivo en el que crecen ya que cada uno tiene
diferente composicién de nutrientes. Gémez (1950) describe las posibles formas de las conidias
de un Penicillium en donde hace mencidn que no necesariamente las conidias deben ser de la
misma forma.
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Figura 30: Micrografia de Conidias de Penicillium sp. 23-AT 1812 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

Penicillium sp. SG-18 A18

En esta especie, la SG-18 A18, las conidias presentan la misma forma en los 4 medios, ovalada
con aspecto de frijol, son conidias producidas en cadena, hialinas, de coloracién verde, también
presentan agrupaciones entre ellas a causa de las interacciones de sus cargas, mas notorias en
los medios PDA, Sabouraud y MDA.
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Figura 31: Micrografia de Conidias de Penicillium sp. SG-18 A18 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

Penicillium sp. SG-30 181

Para la cepa Penicillium SG-30 181 las conidias se presentaron en los 4 medios en forma globosa
y esférica; son conidias producidas en cadenas, presentan agrupaciones entre si, mas evidente
en los medios MDA y PDA, hialinas y con coloraciéon verde notable en los medios MMV y
Sabouraud, cumpliendo las caracteristicas tipicas del genero Penicillium.
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Figura 32: Micrografia de Conidias de Penicillium sp. SG-30 181 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X
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Penicillium lilacionoechinulatum SG-39 1918

La cepa de Penicillium SG-39 1918 tiene gran similitud en cuanto a las caracteristicas
macroscopicas con la cepa SG-30 181 también de Penicillium, presentando gran parecido
morfoldgico de las conidias. La morfologia de las conidias obtenidas en los 4 medios fue forma
globosa y esférica; son conidias producidas en cadenas, presentan agrupaciones entre si, hialinas
y con coloracién verde notable en el medio MMV, cumpliendo las caracteristicas tipicas del
genero Penicillium.
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Figura 33: Micrografia de Conidias de P. lilacionoechinulatum SG-39 1918 de los diferentes medios observadas con el objetivo

b) Pochonia
Pochonia sp. (97)

Las conidias de Pochonia sp. 97 en los medios PDA, MDA y MMV (Fig. 34) fueron de forma
esférica, de hialinas a verdes. También presentan agrupaciones, generalmente en pares, y en
medio Sabouraud se mostraron como conidias de forma subglobosa, elipsoidal a bacilar, hialinas
a una coloracién crema tenue. Siendo las del medio Sabouraud y MMV como las descritas por
Montes de Oca (2004) y por Tejada (2009).
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Figura 34. Micrografia de Conidias de Pochonia sp. 97 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

Pochonia sp. (215)

Las conidias de la cepa 215, son de forma esférica-elipsoidal en medio minimo Vogel, presentan
agrupaciones que por lo general son entre pares, para los medios MDA y PDA las conidias tienen
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una forma esférica globosa y ligeramente elipsoidal, presentan agrupaciones y cadenas, siendo
probablemente éstas agrupaciones a causa de las atraccién de las cargas de las conidias y en el
medio Sabouraud las conidias se mostraron con una coloracién verde brillante de forma esférica
globosa y ligeramente elipsoidal, también se agrupan pero no como en los PDA, MMV y MDA.
Solo en los medios PDA, Sabouraud y MDA se mostraron las conidias como las descritas por
Montes de Oca (2004) y Tejada (2009).
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Figura 35: Micrografia de Conidias de Pochonia sp. 215 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

¢) Umbelopsis
Umbelopsis vinacca (110)

Las conidias de esta cepa son de aspecto parecido a las que describen Ya-ning, et a/ (2013) en los
medios PDA, MMV y MDA; presentando conidias marrones de forma irregular dando un aspecto
a cristales o figuras octagonales o hexagonales, presentando en PDA y MDA agrupaciones de las
conidias; en el medio Sabouraud no se hicieron presentes las conidias, ya que segin Cafiedo
(2004) el medio Sabouraud no es un medio disefiado para estudiar la esporulacién de los hongos.
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Figura 36: Micrografia de Conidias de U. vinacca 110 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X. (No conidio N.C.)

Umbelopsis sp. (75)

Las conidias de esta cepa son también de aspecto parecido a las que describen Ya-ning, et al
(2013) en los medios PDA, MMV y MDA; presentando conidias marrones de forma irregular
dando un aspecto a cristales o figuras octagonales o hexagonales, presentando agrupaciones de
las conidias; en el medio Sabouraud tampoco hubo conidiacién (Fig. 37).
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Figura 37. Micrografia de Conidias de Umbelopsis sp. 75 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40
X (No conidio N.C.)

d) Fusarium oxysporum (208)

F. oxysporum 208 muestra las conidias tipicas del género (Fig. 38), con 2 septos, abundantes,
variables en forma y tamafio, ovales-elipsoidales a cilindricas, que podrian alcanzar a formar
macroconidios entre 3 y 5 septos y son ligeramente curvos, las cuales Vera (2007) describe como
las caracteristicas particulares de las conidias de Fusarium; en el medio PDA muestra la
agrupaciéon de coremium o sinema caracteristica de los Fusarium, las cuales son asociaciones
miceliales formadas por hifas delgadas formando un paquete parecido a un haz de trigo; para el
medio Sabouraud la cepa no conidié probablemente a causa de lo antes mencionado. En el medio
MDA se encontraron conidias, simples y con 2 o mas septos. Es importante destacar que para
este medio, MDA, no existe atraccidon alguna entre ellas. Por ultimo, en el medio MMV las
conidias en la imagen se aprecian aun jévenes, sin embargo, se aprecian lo septos en ellas, se
aprecia ligeras agrupaciones entre ellas.
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Figura 38. Micrografia de Conidias de F. oxysporum 208 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X (No conidio N.C.)

e) Pestalotiopsis sp. (212)

Las conidias de éste género en los medios PDA, MMV y MDA son macroconidias de septos
transversales de 2 hasta 4 septos, de coloracién negro o café presentando 3 flagelos
denominados sétulas, las cuales son las caracteristicas de un Pestalotiopsis segun Ulloa (1978);
en el medio Sabouraud no se hicieron presentes las conidias, ya que éste medio no esta disefiado
para la esporulacion (Fig. 39).
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Figura 39. Micrografia de Conidias de Pestalotiopsis sp. 212 de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X (No conidio N.C.)

f) Cepa 172

Las conidias de la cepa 172 son esféricas, globosas hialinas y de coloracion verde, mostrando
agrupaciones y conidias producidas en cadena, en los 4 medios distintos. Con esta descripcidn,

se puede decir que tiene caracteristicas del género Penicillium por lo que se sospecha que la cepa
del 172 es un Penicillium (Fig. 40).
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Figura 40. Micrografia de Conidias de la cepa 172 obtenidas en los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X

g) Cepa 205

Esta cepa es un hongo con caracteristicas parecidas a las de Penicillium en los 4 medios distintos,
mostrando conidias producidas en cadena, globosas y esféricas, forman agrupaciones por

interacciones en sus cargas, hialinas y con una coloracion verde; por lo que también se trata de
Penicillium (Fig. 41).
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Figura 41: Micrografia de Conidias de la cepa 205 obtenidas de los diferentes medios observadas con el objetivo 40 X
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7.2 CINETICAS DE CRECIMIENTO

Se determind la velocidad de crecimiento de las diferentes cepas y el tiempo que tardaban en
conidiar.

Penicillium.

La cepa 23-AT 1812 tuvo una mayor velocidad de crecimiento. Sin embargo, un ANOVA de dos
factores nos muestra que hay diferencias significativas en las velocidades de crecimiento debido
a las cepas (p=7.2872 x 10), pero no debido a los medios de cultivo (p=0.5564). En lo que se
aprecia una mayor diferencia es en el tiempo de conidiacion, que es la parte de interés en este
estudio. Se aprecia que la cepa 23-AT 1812 es la que presenta menor tiempo de conidiacion,
mientras que la cepa SG 18 A18 presenta un tiempo muy prolongado de conidiacién. Dentro de
cada cepa, los tiempos de conidiacion son similares y el cambio de medio de cultivo no representa
una reducciodn significativa en el tiempo en que se presentan las conidias (Tabla 10).

Tabla 10. Cinéticas de crecimiento y tiempo de conidiacion de diferentes cepas del género

Penicillium.
CEPA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO TIEMPO DE CONIDIACION
(Dias) (Dias)

Penicillium pencasmium PDA 0,0332 3
05-ICH 1918 Vogel 0,0815 4
Sabouraud 0,0406 4

MDA 0,0460 3

Penicillium sp. PDA 0,6599 2
23-AT 1812 Vogel 0,3621 2
Sabouraud 0,5892 3

MDA 0,6327 3

Penicillium sp. PDA 0,0440 14
SG-18 A18 Vogel 0,0468 13
Sabouraud 0,0507 13

MDA 0,0501 9

Penicillium sp. PDA 0,0332 4
SG-30 181 Vogel 0,0368 4
Sabouraud 0,0311 7

MDA 0,0375 4

Penicillium PDA 0,0244 4
lilacionoechinulatum Vogel 0,0454 6
$G-39 1918 Sabouraud 0,0323 5
MDA 0,0413 7

Pochonia.

En el caso de las cepas de Pochonia spp (Tabla 11), se obtuvo la mayor velocidad de crecimiento
para la cepa 97 en PDA y para la 215 en Vogel. Una prueba de t de medias apareadas (con o=

IDENTIFICACION DE ESPECIES FUNGICAS MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR

57



0.05) mostroé que no hay diferencias significativas en cuanto a la velocidad de crecimiento debido
a la cepa ni al medio de crecimiento. La cepa 215 presenta una conidiacién menor que la cepa
97.

Tabla 11. Cinéticas de crecimiento y tiempo de conidiacion para las cepas del género Pochonia

CEPA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO TIEMPO DE
(Dias™) CONIDIACION (Dias)

Pochonia sp. 97 PDA 0,0523 8
Vogel 0,0327 8

Sabouraud 0,0239 11

MDA 0,0240 8

Pochonia sp. 215 PDA 0,0325 1
Vogel 0,0443 2

Sabouraud 0,0368 2

MDA 0,0419 2

Umbelopsis

En la tabla 12 observamos que para las cepas de Umbelopsis sp. las velocidades de crecimiento
son muy parecidas. Una prueba de t para muestras apareadas (a=0.05) mostré que
efectivamente, no hay diferencias significativas en las velocidades de crecimiento debido a las
cepas o los medios de cultivo. En cuanto a las velocidades de conidiacion, fueron muy diferentes;
son muy prolongados o no se presenta conidiacion, sélo en medio Vogel se presentd conidiaciéon
en el mismo tiempo. Ninguna de las cepas presentd conidiacion en el medio Sabouraud.

Tabla 12. Cinéticas de crecimiento y tiempo de conidiacidn del género Umbelopsis.

CEPA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO TIEMPO DE
(Dias™) CONIDIACION (Dias)

Umbelopsis sp. 75 PDA 0,0697 >25
Vogel 0,0380 13

Sabouraud 0,0522 N/P

MDA 0,0293 >25

Umbelopsis sp. 110 PDA 0,0669 >25
Vogel 0,0451 13

Sabouraud 0,0801 N/P

MDA 0,0361 >25

Fusarium, Pestalotiopsis, cepa 172 y cepa 205

Debido a que sélo se tiene una cepa de Fusarium, una de Pestalotiopsis y dos cepas de identidad
desconocida, se hizo el analisis de manera conjunta. Por lo mismo que son diferentes, no se hizo
un analisis conjunto; se puede observar que las velocidades de crecimiento son parecidas entre
Fusarium y Pestalotiopsis y entre las cepas desconocidas. Ninguna de las cuatro cepas presento
conidiacién o fue muy lenta en medio Sabouraud.
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Tabla 13. Cinéticas de crecimiento y tiempo de conidiacion de las especies F. oxysporum (208),

CEPA

Fusarium oxysporum 208

Pestalotiopsis sp. 212

Nombre clave 172

Nombre clave 205

Pestalotiopsis sp. (212) y dos cepas la 172 y la 205
VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

PDA
Vogel
Sabouraud
MDA
PDA
Vogel
Sabouraud
MDA
PDA
Vogel
Sabouraud
MDA
PDA
Vogel
Sabouraud
MDA

(Dias™)

0,1702
0,1537
0,0595
0,1238
0,2274
0,0867
0,1395
0,1416
0,0218
0,0426
0,0289
0,0456
0,0486
0,0421
0,0495
0,0319

TIEMPO DE
CONIDIACION (Dias)
3
4
N/P
4
9
11
N/P
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7.3 ELECTROFEROGRAMAS

Los sobrenadantes de las suspensiones de conidias obtenidas como se mencioné en Materiales
y Métodos, se analizaron a las 24 y 48 h. En las tablas que se muestran a continuacién se indica,
con una X, las condiciones en las que se obtuvieron sefiales electroforéticas. Lo que se pretende
medir es la presencia de una sefial sin alguna forma en particular.

7.3.1 ELECTROFEROGRAMAS DEL GENERO Penicillium

Cabe destacar que salvo la cepa de SG-30 181, las sefiales se producen preferentemente a las 48
h de suspensién y no existe un patrén que indique que en un medio de cultivo produzcan mas o
menos sefiales (Tabla 14).

TABLA 14. SENALES ELECTROFORETICAS DEL GENERO Penicillium

Penicillium pencasmium 05-ICH 1918

24 h pH6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X
Vogel X X
Sabouraud X
MDA X X
Penicillium sp. 23-AT 1812

24hpH6.8 48 h pH 6.8 48 h pH 6.3
PDA X X
Vogel X X X
Sabouraud X X
MDA X
Penicillium sp. SG-18 A18

24 hpH6.8 48 h pH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X
Vogel X X
Sabouraud X
MDA X X
Penicillium sp. SG-30 181

24 hpH 6.8 48 h pH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X X
Vogel X X X
Sabouraud X X X
MDA X X X
Penicillium lilacionoechinulatum SG-39 1918

24 hpH6.8 48 h pH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X
Vogel X X
Sabouraud X
MDA X X

IDENTIFICACION DE ESPECIES FUNGICAS MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR



7.3.2 ELECTROFEROGRAMAS DEL GENERO Pochonia

A 48 hy pH 6.8, se obtienen sefiales en todos los medios para ambas cepas. En el caso de la cepa
215, se observa el mismo comportamiento a pH 6.3. Con la cepa 97 no se obtienen sefiales en los
medios PDA y Vogel a pH 6.3; estas diferencias son las que podrian usarse como herramienta de
identificacion o diferenciacion de cepas (Tabla 15).

TABLA 15. SENALES ELECTROFORETICAS DEL GENERO Pochonia
Pochonia sp. 97

24 hpH 6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X
Vogel X X
Sabouraud X X X
MDA X X X
Pochonia sp. 215

24hpH 6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X
Vogel X X
Sabouraud X X X
MDA X X X

7.3.3 ELECTROFEROGRAMAS DEL GENERO Umbelopsis.

El género Umbelopsis produce sefiales en todas las condiciones probadas menos en Sabouraud
ya gque en este medio, el hongo no formé conidias (Tabla 16).

TABLA 16. SENALES ELECTROFORETICAS DEL GENERO Umbelopsis
Umbelopsis sp. 75

24hpH6.8 48 h pH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X X
Vogel X X X
Sabouraud
MDA X X X
Umbelopsis sp. 110

24hpH6.8 48 h pH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X X
Vogel X X X
Sabouraud
MDA X X X

7.3.4 ELECTROFEROGRAMAS DE F. oxysporum, Pestalotiopsis sp., cepa 172 y cepa 205

Fusarium produce sefiales preferentemente a pH 6.8, aunque a pH 6.3 presenta sefales en PDA
y MDA. En cuanto a Pestalotiopsis, produce sefiales en todas las condiciones cuando crece en
PDA vy Vogel ysélo alas 48 h en MDA (Tabla 17). Las cepas 172 y 205 tienen basicamente el mismo
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comportamiento: producen sefiales a pH 6.8, pero a 6.3 sélo en Sabouraud y MDA. A diferencia
de las dos primeras cepas, que no esporulan en Sabouraud, las cepas 172 y 205, si lo hacen en
ese medio (Tabla 17).

TABLA 17. Senales electroforéticas presentes de las especies F. oxysporum (208), Pestalotiopsis sp.
(212) y dos cepas la 172 y la 205

Fusarium oxysporum 208

24hpH6.8 48 h pH 6.8 48 h pH 6.3
PDA X X X
Vogel X X
Sabouraud
MDA X X X
Pestalotiopsis sp. 212

24 hpH6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X X
Vogel X X X
Sabouraud
MDA X X
Clave 172

24 hpH6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X
Vogel X X X
Sabouraud X X X
MDA X X X
Clave 205

24hpH6.8 48 hpH 6.8 48 hpH 6.3
PDA X X
Vogel X X
Sabouraud X X X
MDA X X X

La informacidn arriba mencionada para las diferentes sefiales producidas por las cepas probadas
no puede compararse con datos de otros autores ya que este trabajo no habia sido realizado con
anterioridad.
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7.4 IDENTIFICACION

Avila en el 2013 sugirié que existia una molécula de la pared celular que se liberaba en el
sobrenadante de la suspension de conidias de Trichoderma atroviride IMI 206040. Dicha seial la
observo mediante electroforesis capilar usando polaridad inversa. En la Figura 42 A se observa
gue la sefial obtenida es simétrica y bien definida usando buffer de fosfatos como buffer de
corrimiento. El andlisis de 4 diferentes cepas silvestres del mismo género usando el buffer de
fosfatos (Figura 42 B) produjo sefiales adecuadas, con buena reproducibilidad. Debido a las
caracteristicas de Trichoderma, se pensé que la molécula que estaba produciendo tales sefiales
pudiera melanina. Butler y Day (1998) describen 2 tipos de melanina, la que forma parte de la
estructura de pared celular y la que se encuentra libre dentro de depésitos ubicados en la célula
fungica.

T. tomentosum CMU-221

, | HEPES, pH 7.5 /| - \
\ bl B A
] iy fi A 2
o ~AmeEs, pHB.1 H.rufa CMU-218
a MOPSpHTZ.
I T. gamsii CMU-8

N Trici H. lixit CMU-1
\ Tricina, pH 8.1 t | - . .
IR L — A
S |
- 1
1 T. atroviride IMI 206040,
o [Jiosttodepotasiophes |

Figura 42: A. efecto del buffer en voltaje negativo sobre sefiales de conidias B. separacion
individual y en mezcla en voltaje negativo
Fuente: Avila, 2013

Sin embargo existen otros componentes de la pared celular los cuales pudieron dar dicha sefal.
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7.4.1 RELACION GENERAL DE LOS ELECTROFEROGRAMAS OBTENIDOS CON LOS DIFERENTES
GENEROS

En este apartado se presentan los electroferogramas obtenidos para cada una de las cepas en los
cuatro medios de cultivo ensayados.

Primeramente se muestra un electroferograma que contiene las sefiales mas representativas de
cada género ensayado (Figura 43), en el mismo electroferograma se indica el medio de cultivo.
Las condiciones de analisis utilizadas fueron las mismas descritas por Avila (2013). Con la finalidad
de mejorar las sefiales obtenidas, el pH del buffer de corrimiento también se ensayé a 6.3. Se
puede observar en la Figura que no se logran definir bien las sefiales, lo que podria lograrse
usando otros buffers, a otras concentraciones y valores de pH. Sin embargo, se puede observar
en la Figura 43 que todos los géneros producen sefales entre 1 y 4 minutos, aunque Pochonia 'y
Fusarium también produjeron una senal pequefia a los 12 minutos. Aun cuando producen senales
en tiempos parecidos, la forma de cada una es diferente, condicién que nos permite avanzar
hacia el posible uso de estas condiciones para identificar géneros fungicos.

Penicitium PDA

Pochoria MDA

mall

Umbetopsis PDA

Pestalotiopsis PDA

Fusarium PDA
e I LA e CEMPE, L A P TP o BT it PR LI 1Y TRt P M T 1 ._. ¥ r et

7 [ 12
Minutes

Figura 43: Electroferograma de las 5 cepas. Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

7.4.2 RELACION ENTRE LOS ELECTROFEROGRAMAS DE LOS DIFERENTES MEDIOS Y LOS
DIFERENTES GENEROS

En la Figura 44 observamos a los electroferogramas de las diferentes cepas y sus respectivos
medios comparandolos entre si para poder ver las diferencias significativas que muestran entre
medios por cada uno de los géneros distintos. Podemos apreciar que cada electroferograma de
los distintos géneros es diferente dependiendo el medio, esto es debido a que en cada medio de
cultivo se encuentran diferentes nutrientes que afectan directamente a las conidias y al
momento de llevar el andlisis se ve reflejado en los electroferogramas. También podemos
observar las diferencias que existen al comparar los electroferogramas de los géneros distintos
en un mismo medio las cuales son significativas y especificas de cada género; por lo que podemos
decir que si se analizan nuevamente los sobrenadantes de las conidias a las condiciones que se
analizaron en este experimento ya sea obtenidas de uno de los 4 diferentes medios se obtendria
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un electroferograma similar a los obtenidos en éste trabajo, por lo tanto podremos decir que se
trata de un género en particular.
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Figura 44: Electroferogramas de las 5 cepas y los 4 medios diferentes. 1. PDA, 2. MDA, 3.
MMV vy 4. Sabouraud a condiciones 48 h con pH 6.8 de buffer fosfato de potasio 10 mM

7.4.3 RELACION DE LOS ELECTROFEROGRAMAS Y LOS DIFERENTES MEDIOS DE UN MISMO
GENERO

Las sefales electroforéticas se pueden ver afectadas entre distintos medios, esto es debido a que
dependiendo de los nutrientes presentes en el medio de cultivo, de los cuales el hongo se nutre,
modificara de manera directa los componentes estructurales de la pared celular del hongo y por
consecuencia los electroferogramas se veran modificados y arrojaran sefiales distintas entre
medios aunque el hongo sea el mismo. Es por esto que se debe resaltar la importancia de las
diferencias entre las sefiales de los diferentes medios.

Penicillium

El electroferograma siguiente (Figura 45) presenta los corrimientos electroforéticos de los
distintos medios correspondientes a la cepa de Penicillium, presentando electroferogramas
similares, mas no iguales, entre los medios PDA, MMV y MDA; siendo el electroferograma
Sabouraud el electroferograma distinto a los demas, presentando dos sefales en un intervalo
entre 1y 3.1 min de tiempo de migracion, la primera aguda con asimetria positiva y la segunda
ancha con asimetria positiva prolongada. Lo que nos lleva una identificacién caracteristica
dependiendo del medio de cultivo seleccionado.
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Figura 45: Electroferogramas de los 4 medios correspondientes al género Penicillium
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Pochonia

Pochonia presenta sefiales parecidas en los electroferogramas, sobre todo en las que se
presentan entre los minutos 1 a 4, muy parecidos entre los medios PDA, Sabouraud y MDA. En el
medio Sabouraud se presenta una sefial grande entre los 11 y 12 minutos, diferente a las
producidas en los otros medios de cultivo. Sin embargo, en medio minimo Vogel se presentan
dos sefiales agudas en el intervalo de 1 y 2.3 min de tiempo de migracidon, el segundo con
asimetria positiva y entre estos dos picos una sefial poco eficiente.
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Figura 46: Electroferogramas de los 4 medios correspondientes al género Pochonia
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Umbelopsis

Umbelopsis sélo presenta 3 electroferogramas porque en medio Sabouraud no se presentd
conidiacién. Las sefiales de los electroferogramas son distintas entre si aunque las sefiales se
presentan principalmente en el intervalo de 1 y 3.5 min de tiempo de migracién; en MMV se
presenta una senal grande a partir de los 14 minutos.
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Figura 47: Electroferogramas de los 3 medios correspondientes al género Umbelopsis
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Pestalotiopsis
El género Pestalotiopsis tampoco desarrollé conidias en el medio Sabouraud. Las sefales

observadas en los tres electroferogramas tienen cierta similitud (Fig. 48), aunque también hay
diferencias ente las sefiales.
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Figura 48: Electroferogramas de los 3 medios correspondientes al género Pestalotiopsis
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Fusarium

A diferencia de los demas géneros, Fusarium presentd diferencias mas marcadas en sus
electroferogramas. Aunque todos los electroferogramas tienen senales de 1 a 4 minutos, las
sefiales mas interesantes son las que se presentan a los 10 minutos para MDA, 14 minutos para
MMV y 12 minutos para PDA. Estas diferencias podrian facilitar la identificacidn de este género.
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Figura 49: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Fusarium
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

En resumen, hace falta probar otras condiciones para asegurarse de que se obtienen mejores
sefiales; sin embargo, de manera presuntiva, se puede apreciar que hay sefiales especificas para

cada género y que el hecho de que se cultiven los hongos en diferentes medios, favorece que se
presenten tales diferencias.
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7.4.4 RELACION ENTRE LOS ELECTROFEROGRAMAS DE LOS DIFERENTES MEDIOS Y LAS
DIFERENTES ESPECIES

A) Cepas de Penicillium

En la Figura 50 se aprecian las seiales producidas por todas y cada una de las cepas de Penicillium
después de crecer en los cuatro medios de cultivo. Es interesante observar que para una misma
especie, las sefiales son distintas de acuerdo al medio de cultivo. También se puede observar que
hay cierta similitud en las sefales cuando las diferentes cepas crecen en un mismo medio de
cultivo. En el medio Sabouraud casi todas las sefiales se presentan planas mientras que en MMV
se producen sefales mas interesantes por diferentes.
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Figura 50: Electroferogramas de las 5 especies de Penicillium y los 4 medios diferentes. 1.
PDA, 2. MDA, 3. MMV y 4. Sabouraud a condiciones 48 h con pH 6.8 de buffer

B) Cepas de Pochonia

Las especies del género Pochonia muestran electroferogramas similares al ser comparados entre
medios; sin embargo, se pueden observar ciertas diferencias, sobre todo entre las dos especies
estudiadas. Cabe sefalar que en Sabouraud se obtiene una sefal (minuto 11, aproximadamente)
para la cepa 215 que no se presenta en las otras ni en los otros medio, situacion interesante para
diferenciar entre especies del género Pochonia. En los demas electroferogramas, las sefiales se
observan entre los minutos 1y 3.
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Figura 51: Electroferogramas correspondientes a las dos especies de Pochonia la 215y la
97 en los 4 medios diferentes. Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

C) Cepas de Umbelopsis

En este caso, las sefiales producidas por las dos cepas de Umbelopsis son menos parecidas que
en otros géneros. Se presentan sefiales dobles entre 1 y 3 minutos; en MDA presenta sefiales
agudas, mientras que en MMV presenta una sefial a los 14 minutos aproximadamente.
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Figura 52: Electroferogramas correspondientes a las dos especies de Umbelopsis la 110 y
la 75 en los 3 medios diferentes. Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

7.4.5 RELACION ENTRE LOS ELECTROFEROGRAMAS Y LOS DIFERENTES MEDIOS DE UNA MISMA
ESPECIE

A) Especies de Penicillium

Penicillium pencasmium 05-ICH 1918

La cepa P. pencasmium 05-ICH 1918 mostro senales en un intervalo de 1 y 4 min de tiempo de
migracion en los 4 distintos medios, siendo similares la sefiales de PDA y MMV, sin embargo, el
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medio MDA presenta el mismo patrén que el PDA y MMV y el medio Sabouraud mostro sefales
ligeramente diferentes a las de los demas medios.
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Figura 53: Electroferogramas de los medios correspondientes al género P. pencasmium 05-ICH 1918.
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Penicillium sp. 23-AT 1812

La cepa de Penicillium sp 23-AT mostré sefiales en un intervalo de 1.1 y 4.2 min de tiempo de
migracion en los 4 distintos medios, siendo los mas similares el PDA y Sabouraud, sin embargo,
el medio minimo Vogel presenta ligeramente el mismo patrén que el PDA y Sabouraud ya por
ultimo en medio MDA presento sefiales un poco diferentes a las de los demds medios.
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Figura 54: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Penicillium sp. 23-AT 1812.
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Penicillium sp. SG-18 A18

Para ésta especie de Penicillium muestra similitudes en electroferogramas correspondientes a
los medios PDA y MDA de manera que presentan dos sefiales a los 1.1 y 1.8 min; también
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presentan similitudes los electroferogramas correspondientes a los medios Sabouraud y medio
minimo Vogel en un intervalo de 1.1y 2.7 min de tiempo de migracidn.
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Figura 55: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Penicillium sp. SG-18 A18
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Penicillium sp. SG-30 181

En esta cepa los electroferogramas presentaron mayores diferencias entre cada uno de los
distintos medios. MDA produce un electroferograma casi plano; Sabouraud produce una sefial
intensa de los 13 minutos en adelante aunque también presenta unas sefales pequefias entre 1

y 3 minutos, parecidas a las producidas por MMV y PDA; solo que en PDA las sefiales son agudas
mientras que en MMV se presenta una sefal pequefia a los 11 minutos.
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Figura 56: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Penicillium sp. SG-30 181
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Penicillium lilacionoechinulatum SG-39 181

Las formas de los picos son muy parecidas en MDA, Sabouraud y MMV, mientras que en PDA se
obtiene una senal mas bien plana.
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Figura 57: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Penicillium sp. SG-39 181
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

B) Especies de Pochonia

Pochonia sp. 97

En ésta cepa las sefales mostradas resultaron similares entre los medios PDA, MDA y Sabouraud
con sefales entre 1.2 y 4.5 minutos de tiempo de migracidn y otra entre los 11 y 12 minutos,
siendo la mas diferente la sefial del medio minimo Vogel con una sefial doble entre 1y 2.2 min

de tiempo de migracién.
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Figura 58: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Pochonia sp. 97
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Pochonia sp. 215

Sélo la sefial en MMV es diferente a las demads ya que se presenta como una sefial triple en lugar
de doble como en el resto de los medios. En este caso, las sefiales se presentan entre uno y dos

minutos.
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Figura 59: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Pochonia sp. 215
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

C) Especies de Umbelopsis
Umbelopsis sp. 75

En ésta cepa los electroferogramas resultaron similares, la diferencia mas importante es en
cuanto a la intensidad de las sefales. Las sefiales se presentan entre 1y 3 minutos, sélo en PDA
hay otra sefial a los 8 minutos, aproximadamente.

mALl

MDA

MM

1 S PDA
E_,-““"_ N M— i —————

\ — -

. R ———_ S e |

Mimtas

Figura 60: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Umbelopsis sp. 75
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

Umbelopsis vinacca 110

En ésta cepa los electroferogramas las sefales son distintas entre si aunque las sefales se
presentan principalmente en el intervalo de 1 y 3.5 min de tiempo de migracién, siendo una
caracteristica comun en ellos, dos picos en el intervalo de sefiales; en el medio minimo Vogel se
hizo presente una sefial grande a partir de los 14 minutos.
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Figura 61: Electroferogramas de los medios correspondientes al género Umbelopsis sp. 110
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.

En resumen, se puede observar que hay ciertas diferencias en las sefiales obtenidas para distintos
medios en la misma especie. Como ya se ha mencionado, la obtencién de mejores sefiales
ayudaria a diferenciar entre diferentes géneros y/o especies fungicas.

7.4.6 ELECTROFEROGRAMAS DE LAS CEPAS 172 Y LA 205
Cepa 172

La cepa 172 desarrollé conidias en todos los medios por lo que se tienen 4 electroferogramas.
En todos los electroferogramas hay sefiales dobles, distorsionadas, entre los minutos 1 a 3; sin
embargo, hay una seial especifica a los 13 minutos en Sabouraud y otra mayor a 14 minutos en
MMV. De acuerdo a la morfologia micro y macroscépica, se piensa que esta cepa podria tratarse
de Penicillium; sin embargo, las sefales electroforéticas son diferentes.
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Figura 62: Electroferogramas de los medios correspondientes a la cepa 172
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.
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Cepa 205.

La cepa 205 mostrd sefales en un intervalo de entre 1 y 4 min de tiempo de migracién en los 4
medios, con diferencias apreciables en las formas de dichas senales. En MMV se presenta una
sefial en un tiempo mayor a los 14 minutos. Comparando las sefales de esta cepa con las
producidas por la cepa 172, se aprecian diferencias en las formas de los picos.
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Figura 63: Electroferogramas de los medios correspondientes a la cepa 205
Buffer Fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8 y 48 h.
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VIll. RESUMEN DE RESULTADOS
- Taxonomia

Si se presentaron diferencias morfoldgicas a nivel macroscépico en los 4 diferentes medios de
cultivo y a nivel microscépico solo se presentaron ligeras diferencias en las conidias.

Cinéticas de crecimiento

Se encontré que después de realizar las pruebas ANOVA de dos factores y prueba de t de medias
apareadas, las diferencias que se encontraron se debieron mds que nada a la cepa que al medio
de cultivo

- Condiciones de Analisis por EC

Las mejores condiciones que en general obtuvieron las mejores sefiales fueron a 48 h con pH 6.8
para todas las cepas de ensayo; sin embargo hubo algunas cepas que no solo a 48 h con pH 6.8
obtuvieron buenas sefiales, como lo el género Umbelopsis que obtuvo sefiales en las 3 diferentes
condiciones que se analizaron.

- Sefales electroforéticas

En general cada género y cada especie presentan rasgos distintivos que tienen que ver con el
medio con el medio en el que crecen, sin embargo hay que mejorar las sefiales electroforéticas.
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IX. CONCLUSION

Los sobrenadantes de suspensiones de las especies fungicas estudiadas produjeron seiales
electroforéticas que sugieren la presencia de un componente de pared celular liberado en el
medio. Las sefiales producidas si estan relacionadas con el género y la especie fungica asi como
con el medio en el que crecen; sin embargo, las sefiales deben mejorarse.

X. PERSPECTIVAS
Ensayar otras condiciones electroforéticas que conduzcan a mejorar las sefales.
Extrapolar los analisis a otros géneros fungicos para evaluar su aplicabilidad.

Identificar el componente que ocasiona la senal.
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