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Resumen

Trichoderma spp. es un hongo microscopico de amplia distribucion y muy estudiado
ya que fiene una gran capacidad metabdlica. Es utilizado para la produccion de
enzimas industriales como pigmentos y quinonas, asi como para la produccion de
mas de 100 metabolitos con actividad antibidtica, y es ampliamente utilizado como
control bioldgico. Algunas especies han resultado ser patdgenos oportunistas, sobre
todo en pacientes inmunocomprometidos, provocando que estén expuestos a sufrir
algun tipo de micosis. Agaricus bisporus es un hongo basidiomiceto con gran
importancia agronémica ya que representa un alimento con alto nivel nutrimental,
sobre todo en paises en desarrollo. Se han reportado algunas especies del genero
Trichoderma como contaminantes de cultivos de setas de Agaricus bisporus. Por todo
lo anterior, es necesario que la identificacion de los microorganismos sea mas rapida,
sensible y mds selectiva. En anos recientes se ha propuesto a la electroforesis capilar
como una técnica alternativa para este fin ya que nos permite conocer las
propiedades de adherencia y repulsion que presentan las células fungicas a
superficies y ofras células. Objetivo general: Evaluar el efecto de la incorporacién de
aditivos en el buffer de corrimiento, en la movilidad electroforética de conidias de
Trichoderma spp. y esporas de Agaricus bisporus var. portobello. Metodologia: Buffer
de corrimiento: HEPES y TBE; surfactantes: CTAB y Brij 35; selectores quirales: B-CDs.
Citometro de flujo CytoFlex con colorante de viabilidad Muse™. Espectrofotémetro
Spectronic® 20 GenesysTM. Resultados: Se defermind el nUmero aproximado de
conidias de Trichoderma que conformaban la suspensidon con la que se trabajaba. El
volumen de inyeccién fue de 0.095ul que contenian 12.5X10¢ conidias, de las cuales
fueron detectadas 201267 conidias por corrimiento. La viabilidad de la poblacién
celular fue de 91%, sin mostrar diferencias en tamano celular y granularidad entre
células viables y no viables. En los corrimientos electroforéticos utilizando B-CDs se
obtuvieron picos estrechos, definidos y simétricos. Al utilizar CTAB se obtuvieron picos
sin resolucion, agrupando a células de ambos géneros fungicos. Con Brij 35 se
obtuvieron multiples senales electroforéticas. Con CaClzse obtuvo un pico simétrico
y definido de conidias de T. atroviride, mientras que A. bisporus no presentd movilidad
electroforética en presencia de CaCl.. Conclusion: Hay cambios en la movilidad
electroforética de las células fungicas debido a la incorporacién de aditivos en el
BGE; sin embargo, hay un efecto mayor cuando se usa CaCla.

Palabras clave: Electroforesis capilar, Trichoderma spp., Agaricus bisporus,
surfactantes, iones divalentes.
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ABSTRACT

Trichoderma is a microscopic fungus of wide distribution and great metabolic
capacity. It is used for the production of industrial enzymes such as pigments and
quinones, as well as for the production of more than 100 metabolites with antibiotic
activity. In addition, it is widely used as a biological control. Some species have turned
out to be opportunistic pathogens, especially in immunocompromised patients,
causing them to be exposed to some type of mycosis. Agaricus bisporus is a
basidiomycete fungus with great agronomic importance since it has a high nutritional
value, especially in developing countries. Some species of the genus Trichoderma
have been reported as contaminants of mushroom crops of Agaricus bisporus. Due to
above information, it is necessary to perform the identification of such fungiin a faster,
sensitive and more selective way. In recent years, capillary electrophoresis has been
proposed as an alternative technique for this purpose since it is posible to learn about
the adhesion and repulsion properties of fungal cells to surfaces and other cells.
Objetive: To evaluate the effect of additivesin the BGE on the electrophoretic mobility
of conidia of Trichoderma sp and spores of Agaricus bisporus var. Portobello.
Metodology: BGE: HEPES and TBE; surfactants: CTAB, Brij 35; chiral selectors: B-CDs. Flow
Cytometer: Cytoflex with Viability dye Muse™. Spectrophotometer Spectronic® 20
GenesysTM. Results: The approximate number of Trichoderma conidia in the
suspension used, was determined. The injection volume was 0.095ul containing
12.5X10¢ conidia, of which 201267 were detected by the electrophoretic assay. The
viability of the cell population was 91% without showing differences in cell size and
granularity between viable and non-viable cells. The electropherograms obtained
using B-CDs, the peaks were narrow, defined and symmetrical. With CTAB, unresolved
peaks were obtained since the cells of both fungal genus were grouped. With Brij 35,
multiple electrophoretic signals were obtained. With CaCl. a symmetric and defined
peak of conidia of T. atroviride was obtained, A. bisporus does not present
electrophoretic mobility in the presence of CaClz. Conclusion: There are changes in
the electrophoretic mobility of the fungal cells due to the incorporation of additives in
the BGE; however, there is a major effect when CaCl; was used.

Keywords: Capillary Electrophoresis, Tichoderma spp, Agaricus bisporus, surfactants,
divalent ions.
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BGE
B-CDs
CDs
CFDA
CMEB

CMC
CMF
CTAB
DAD
d.i.
EC
ECZ
FEO
FSC
IP
La
Lt
MECC
nep
ul

MMV
nm
pKa

SSC
B
X100
UFC
uv

Abreviaturas

Buffer de corrimiento

Beta ciclodextrinas

Ciclodextrinas

Diacetato de carboxifluoresceina
Cepario Michoacano Universitario perteneciente al
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I. INTRODUCCION

Trichoderma spp. es un hongo microscoépico de amplia distribucion y muy
estudiado ya que tiene una gran capacidad de producir metabolitos
antfifungicos; es utilizado para la produccidon de enzimas, pigmentos
industriales derivados de quinonas, para la produccidon de mdas de 100
metabolitos con actividad antibidtica como policétidos, polipéptidos, pironas,
terpenos y metabolitos derivados de aminodcidos. Entre dichos metabolitos,
Trichoderma produce el dcido-3-indolacetico (AlA), una hormona inductora

del crecimiento en plantas [Ortuno et al., 2013; Klein et al., 2002].

En la industria alimentaria Trichoderma también causa impacto, ya que es
capaz de producir micotoxinas conocidas como fricotecenos, que han sido
reportados como contaminantes de alimentos y representan un gran riesgo
para los humanos, debido a su efecto carcindgeno. Los tricotecenos también
son reportados como causantes del “sindrome de fatiga crénica” provocado
por esporas de Stachybotrys atra y Trichoderma viride [Marti-Sole et al., 1999;
Cossette et al., 1992].

El hongo Trichoderma viride es capaz de producir la toxina Tricodermina, un
metabolito antifUngico, que inhibe la sintesis proteica al unirse a los ribosomas

de ofros hongos.

El género Trichoderma incluye una gran cantidad de especies que han sido
referenciadas como agentes de biocontrol [Santamarina et al., 2002; Rosello,
2003]. Las cepas de Trichoderma mds reconocidas como agentes de
biocontrol pertenecen a las especies T. virens, T. viride y T. harzianum. Enfre 1os
mecanismos directos e indirectos de antagonismo que utiliza este género estd
el micoparasitismo, la competencia por nutrientes y espacio, y el antibiosis
[Harman et al, 1989; Samaniego y Gamez, 2000; Harman et al., 2004; Mejia,
2008].



2 Movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp y esporas de Agaricus bisporus var. Portobello. 2018

Ofra funcion importante que presenta este género es la utilizacion en la
promocion del crecimiento y estimulacion de mecanismos de defensa de
algunas plantas, dicho mecanismo lo lleva a cabo Trichoderma, colonizando
las raices de las plantas lo que provoca un incremento en su crecimiento con
la ayuda de algunos factores segregados como citoquinas, auxinas y efileno;
mejora la productividad de los cultivos y la absorcion de nutrientes [Osiewacz,
2002].

En la actualidad la cantidad de hongos filamentosos potencialmente
patdgenos para los humanos ha sufrido un aumento excesivo, ello ha ocurrido
en diferentes géneros fungicos, convirtiendose en una causa importante de
infecciones nosocomiales con una alta tasa de mortalidad, principalmente en
pacientes inmunocomprometidos [James et al., 2006; Horka et al., 2009]. El
trasplante de drganos, distintas enfermedades, incluso SIDA, han ocasionado
el aumento de pacientes inmunodeprimidos provocando que estén expuestos
a algun fipo de micosis; y el uso indiscriminado que se les da a los anfibidticos
y antimicoticos le confiere a una gran cantfidad de cepas una mayor
resistencia a este tipo de compuestos, por lo que se vuelve necesario que la
identificacion de los microorganismos sea mads rdpida, mds sensible y mds

selectiva [Hoyos-Carbajal, 2011].

Existen diferentes técnicas para realizar el andlisis y la identificacion de hongos
microscopicos, siendo la mas utilizada el cultivo y la observacion microscopica
de sus caracteristicas morfoldgicas. Aungue es el método mds comun, fiene
la gran desventaja de estar sujeta a las condiciones a las que estd expuesto

el hongo [Hoyos-Carbajal, 2011].

En conjunto con el método de cultivo se utilizan las pruebas bioguimicas
basadas en la fermentacion y asimilacion de fuentes de carbono [Garcia
Aguilar, 2009]. Oftras técnicas que requieren tiempos considerablemente mds

cortos para su andlisis son la hibridacion, amplificacién y el inmunoensayo,
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siendo muy complejas de llevar a cabo, ademds de tener un costo elevado
[Bao y et al., 2008].

Existen bases de datos muy completas con informacion de Trichoderma, que
incluyen secuencias de nucledtidos, lista de enzimas y dendogramas; dicha
informacién se ha obtenido mediante diferentes técnicas de estudio,
destacando la secuenciacion de genes ribosomales, andlisis de perfiles de
restriccion de ADNr, PCR y FISH [Taxonomy IsoTaG, 2013; Garcia Aguilar, 2009].

Para lograr la caracterizacion de un organismo es necesario tener informacion
de todo tipo y en los Ultimos anos se ha empleado la electroforesis capilar (EC)
para obtener una gran cantidad de informacion sobre los microorganismos,
siendo una técnica prometedora ya que es bien conocido que sus andlisis se
realizan en un corto tiempo, de manera econdmica y con una buena

sensibilidad [Bao ef al., 2008].

Utilizando la EC se pueden conocer las cargas eléctricas de superficie, en este
caso de hongos microscopicos, que son proporcionadas por sus componentes
de la pared celular, conformada principalmente de diferentes polisacdridos
(80-90%). quitina que le proporciona rigidez y estabilidad estructural, B-o-
glucanos, ademds de péptidos, proteinas, lipidos, polifosfatos y iones
inorgdnicos [Armsfrong y et al., 2003]. La EC surge como una técnica de
separacion que aprovecha las propiedades de la pared celular y se basa en
la velocidad de migracion de los analitos al ser sometidos a un campo
eléctrico [Horka et al., 2009; Horka et al., 2012; Girod, 2002].

En el andlisis de conidias hidréfobas se pueden esperar algunas dificultades,
tales como la agregacion entre las conidias, su adsorcion en la pared del
capilar y la sensibilidad de la deteccion. En el laboratorio de Desarrollo
Analitico de la Division de Estudios de Posgrado, en la Facultad de Ciencias

Quimicas y Biologicas, UMSNH, el estudio de las caracteristicas de las conidias

Q.F.B. LILIA YUNUEN SALAZAR ALCANTAR 3



4 Movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp y esporas de Agaricus bisporus var. Portobello. 2018

ha permitido conocer su comportamiento en presencia de diferentes buffers
y adifivos, logrando la obtencion de buenas senales electroforéticas en el
andlisis de hongos filamentosos, pero no obteniendo aun las senales

electroforéticas propias de cada especie [Horka et al., 2009].

En este proyecto se quiere mejorar las senales electroforéticas obtenidas en
los Ultimos andlisis de Trichoderma spp., realizados en el laboratorio de
Desarrollo Analitico, utilizando diferentes tipos de aditivos como modificadores
de FEO, modificadores quirales y surfactantes en el buffer de corrida. La cepa
Trichoderma spp. es utilizada en este andlisis ya que presenta un rdpido
crecimiento, abundante conidiacion y su pared celular es muy parecida a la

que presentan la mayoria de los ascomicetos flamentosos.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Hongos

Los hongos son organismos eucarioticos, aerobios y heterotrofos, pueden ir
desde organismos unicelulares hasta pluricelulares macroscopicos. Su
alimentaciéon es por medio de una digestion externa y posterior ingesta de
nutfrientes. Podemos enconftrarlos ampliomente en el medio ambiente
cumpliendo diferentes papeles, principalmente contaminando el aire, suelo y
alimentos, controlando plagas en cultivos y como hongos comestibles[Lopez
et al., 2006; Fischer y KUes, 2006; Egbuta ef al., 2017].

Estdn caracterizados por la formacidn de hifas, que son estructuras
flamentosas constituidas por una sucesidon de células intercomunicadas, que
en conjunto constituyen el micelio. Dichas estructuras representan la forma
invasiva de los hongos patdégenos y son las que se observan en las

preparaciones histoldégicas del tejido infectado [Hibbett, 2007].

2.1.1 Pared celular fingica.

La pared celular fungica es una estructura compleja y dindmica muy
importante, ya que representa una barrera de permeabilidad y un escudo
protector, es rigida y estd conformada principalmente por glucanos,
glicoproteinas y quitinas (Fig. 1), este Ultimo polisacdrido se encuentra presente
en todas las especies fungicas, estableciendo la fuerza y la forma fisica de la
pared; en su membrana celular contienen ergosterol [Fischer y KUes, 2006;
Walker ef al., 2018].

Las paredes celulares de los hongos y esporas son estructuras estratificadas, se
componen principalmente de polisacdridos (80-90%), péptidos, proteinas,

lipidos, polifosfatos e iones inorgdnicos.

a) Glucano: Es el polisacdarido estructural mdas abundante de la pared celular

fungica, representa del 50-60% del peso seco. El contenido de B-glucanos
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varia de acuerdo a la especie, las condiciones de crecimiento de los hongos
y la madurez del cuerpo fructifero. Estd compuesto de unidades de glucosa
sinfetizado por las glucanosintetasas que catalizan la formacion de cadenas
lineales de 1500 residuos de glucosa con uniones B-1,3, proporciondndole el
nombre B-1,3-glucano; cada 40-50 residuos se unen nuevas glucosas para dar
lugar a la estructura ramificada. Estas estructuras pueden unirse a otros
glucanos y a quitinas, proporciondndole resistencia mecdnica a la célula
[Porton, 2008; Castrillon, 2013; Rivera; 2016].

b) Glicoproteinas: Representan del 20-30% del peso seco. Estdn asociadas a
carbohidratos por enlaces O-glucosidicos o N-glucosidicos formando
glicoproteinas, conteniendo secuencias de péptidos senal en su extremo N, y
enconfrdndose retficuladas en la matriz de glucano-quitina. Dichas estructuras
pueden tener anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPl) uniéndolas a la
membrana plasmatica. Participan en el mantenimiento de la forma celular y
en procesos de adhesion; protegen a la célula de sustancias extranas,
participan en la absorcidn de moléculas y transmiten senales al citoplasma,
ademds de participar en la sintesis y remodelado de los componentes
celulares [Ponton, 2008; Urrutia, 2010].

c) Quitina: Mantiene la rigidez y estabilidad estructural de las células. Se
sintetiza a partir de N-acetil-D-glucosamina por la enzima quitinsintetasa.
Representa del 10-20% del peso seco. La mayoria se localiza cerca de la
membrana plasmatica y su contenido cambia segun la fase morfoldgica del
hongo [Ponton, 2008; Contreras, 2015].

d) Melanina: Es un pigmento fendlico negro que tiene como funcién proteger
ala célula debido ala presencia de electrones desapareados en su molécula,
puede cambiar la permeabilidad idnica de sus membranas resultando en

hinchazon celular y ruptura [Ponton, 2008; Diaz et al., 2013].
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Una caracteristica importante de la pared celular es que es una estructura en
continuo cambio en respuesta al ambiente y durante el ciclo celular. La capa
externa de la pared varia en relacidn con el morfotipo, la etapa de
crecimiento y la especie fungica; las modificaciones mds importantes

observadas son en la capa externa [Bowman, 2006; Latge, 2010].

Las superficies celulares de las conidias de hongos filamentosos fambién estan
constituidas por hidrofobinas que son proteinas pequenas ricas en cisteina
unidas por puentes disulfuro inframoleculares y sélo son expresadas por hongos
flamentosos [Castrillon et al., 2013]. Dichas proteinas son necesarias para el
crecimiento aéreo y la dispersion de las esporas; ademads, proporcionan el
recubrimiento hidréfobo en la superficie. Debido al cardcter hidréfobo de las
conidias, éstas pueden presentar agregacion entre ellas y otras moléculas, asi
como adherencia a la pared del capilar; esto debido a que a valores de pH
alcalino, los grupos funcionales presentes en la pared celular pueden ionizarse
[Pedrds, 2003; Santa Cecilia, 2014].

V"A‘bl -
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Figura 1. Componentes de pared celular fungica.
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2.1.2 Importancia del estudio de los hongos

Los hongos son organismos que desarrollan un papel fundamental en términos
ecoldgicos, ya que son los principales descomponedores y fransformadores
de la materia orgdnica. De acuerdo con el papel que desempenan en la

naturaleza se clasifican en:

a) Saprobios: La mayoria de los hongos del suelo son saprobios, esto significa
qgue obtiene sus nufrimentos a partir de materia orgdnica muerta, en

descomposicion o en vias de descomposicion [Manson, 2008].

b) Mutualismo: Se presenta una interaccion bioldégica entfre organismos de
diferentes especies en donde ambos se benefician, mejorando su nivel de
sobrevivencia, crecimiento y aptitud ecoldégica, lo que es lo mismo,

reproduccion exitosa [De Bary, 2008; Badii ef al., 2013].

¢) Micoparasitismo: Es la accidén de un hongo parasitando a ofro, puede ser
definido como una simbiosis anfagdnica entre organismos. El hongo
antagonista se enrolla y penetra el micelio del patdégeno, creciendo las hifas
dentro de las del huésped, provocando perdida de protoplasma y dejando
células vacias. Generalmente estan implicadas enzimas exiracelulares, tales
como quitinasas, celulasas, B-1-3-glucanasas y proteasas, que lisan (rompen)
las paredes de las hifas o causan esclerocios de los hongos parasitados
[Osorio-Herndndez, 2009].

Una caracteristica importante de los hongos es que son productores de
metabolitos secundarios que son Utiles en medicina y biotecnologia, como
vitaminas, anticancerigenos y antivirales. En la industria alimentaria los hongos
se utilizan como productores de enzimas, polisacdridos, colorantes, acidos
orgdnicos, aromatizantes y levaduras [Mellado, 2002; Mata, 2010].

Los hongos son productores de sustancias toxicas conocidas como

micotoxinas, que contaminan alimentos y representan un gran riesgo para los
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humanos, debido a su actividad neurotdxica, inmunosupresora, genotoxica,
carcinogénica y teratogénica. Es dificil prevenir que los mohos crezcan en los
alimentos, pero se pueden disminuir los niveles manteniendo condiciones

higiénicas durante el procesado y el aimacenaje [Castillo y Robinson, 2017].

La cantidad de hongos filamentosos potencialmente patdégenos para 1os
humanos ha sufrido un aumento excesivo, convirtiéndose en una causa
importante de infecciones nosocomiales con una alta tasa de mortalidad
principalmente en pacientes inmunocomprometidos [James et al., 2006;
Gallegos, 2016].

Las caracteristicas epidemiolégicas de las micosis estdn cambiando, y se
presentan nuevas especies patdgenas resistentes a antifUngicos [Mellado,
2002].

2.2 Trichoderma spp.

2.2.1 Generalidades

El género Trichoderma fue descrito por primera vez por Persoon en 1794.
Debido a que Ila morfologia de las especies pertenecientes a
Trichoderma/Hypocrea eran dificiles de distinguir, se propuso reducir la
taxonomia a una sola especie, Trichoderma viride. Alrededor de un siglo
después, comenzd a desarrollarse un concepto para su identificacion
[Samuels, 2006]. Gracias a esto, numerosas especies nuevas de
Trichoderma/Hypocrea fueron descubiertas, tanto que para el ano 2006 el
género ya comprendia mds de 100 especies flogenéticamente identificadas.
Existieron identificaciones erréneas de ciertas especies, como es el caso de
Trichoderma harzianum que se ha utilizado para nombrar a muchas especies

[Kullnig et al., 2001].
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Fueron numerosos y continuos los esfuerzos para poder elucidar la diversidad
y concurrencia geogrdfica de Trichoderma/Hypocrea, esto llevado a cabo
por medio de documentaciones detalladas del género en todo el mundo
[Samuels et al., 2002; Jaklitsch, 2009].

Para el ano 2010, la base de datos “Index Fungorum” enumera 471 especies

para Hypocrea y 165 especies de Trichoderma [Schuster, 2010].

2.2.2 Caracteristicas

Trichoderma es un hongo filamentoso que forma parte de la micobiota del
suelo de diferentes ecosistemas en una amplia gama de zonas climaticas, se
caracterizan  por ser hongos saprofifos donde actian como
descomponedores de materiales lignocelulésicos de madera, ramas y hojas
caidas. [Klein et al., 1998; Infante et al., 2009; Canessa y Morell, 1996; Cdzares
et al., 2016].

Trichoderma pertenece al Reino: Fungi, Division: Mycota, Subdivision:
Eumycota, Clase: Hyphomycetes, Orden: Moniliales, Familia: Moniliaceae,

Género: Trichoderma [Villegas, 2005].

Especies como T. harzianum y T. afroviride producen altas cantidades de
compuestos antifingicos y antibidticos, asi como quitinasas y glucanasas
utilizadas como herramientas para el control bioldgico de fitopatdgenos
[Cdzares et al., 2016].

La especie Trichoderma viride es capaz de producir una toxina llamada
Tricodermina, un metabolito antifungico, que se encarga de inhibir la sintesis
proteica al unirse a los ribosomas de ofros hongos. Dichas caracteristicas
propias del género Trichoderma lo presentan como uno de los mejores
agentes utilizados para biocontrol, esto debido a que no es considerado un

hongo fitopatdgeno; por el contrario, presenta un gran potencial antagdnico
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contra hongos fitopatdgenos que danan numerosos cultivos [Cdazares et al.,
2016].

Dicha capacidad de biocontrol se atribuye a su elevada capacidad
reproductiva, su habilidad de sobrevivir en condiciones desfavorables, su gran
capacidad de producir enzimas ufilizadas en la degradacién de sustratos y su

alta eficiencia en la utilizacion de nutrientes [Infante et al., 2009].

El género Trichoderma emplea distinfos mecanismos directos e indirectos de

antagonismo para combatir a otros hongos, entre ellos se encuentran:

a) Micoparasitismo: Con el cual atacan directamente a ofro hongo
parasitdndolo, este mecanismo se basa en parte en la expresion secuencial
de enzimas como quitinasas, glucanasas y proteasas, encargadas de

degradar la pared celular de otros hongos [Harman et al., 2004].

Durante el proceso de micoparasitismo, las especies pertenecientes al género
Trichoderma crecen quimiotropicamente; es decir, dirigiendose al
hospedante provocado por un estimulo quimico, se enredan frecuentemente
en las hifas adhiriéendose a ellas, las paredes celulares de los fitopatdgenos
comienzan a degradarse y esto se observa al presentarse estados tardios del
proceso parasitico, provocando debilitamiento del patdégeno [Infante et al.,
2009].

b) Competencia por nutrientes y espacio: Para que la competencia entre dos
organismos se presente debe existir escasez de algun requerimiento, debido a
que la utilizacidon de algun nutriente por un organismo reduce la cantidad

necesaria para los demds.

Existen estudios que muestran que Trichoderma es un gran competidor por
nutrientes en suelos agricolas, principalmente carbono, nitrato y hierro; esta

capacidad que tiene Trichoderma por competir es beneficiada por su rédpido
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crecimiento y por la gran produccion de metabolitos capaces de frenar a los

patdgenos competidores [Martinez, 2013].

c) Antibiosis: Es la asociacion antagodnica de diferentes organismos, en el que
uno de ellos no es capaz de soportar las sustancias toxicas segregadas por el
otro. La mayoria de las cepas de Trichoderma son productores de metabolitos
toxicos voldtiles y no-voldtiles que inhiben el crecimiento de ofros organismos.
Entre dichas sustancias voldtiles se encuentran las alquilpironas, las
ciclosporinas producidas por T. polysporum, los antibidticos como isonitrilo y
tricodermina producidos por T. hamatum, y las trichorzianinas como principal
agente soluble antifungico. En el 2008, Mejia reportd la utilizacion de
compuestos voldtiles producidos por Trichoderma harzianum para confrolar la
produccion de aflatoxina B1 proveniente de A. flavus en granos de maiz
almacenados, logrando una disminucion en el crecimiento de dicho

organismo y, por lo tanto, poca produccion de aflatoxinas [Mejia, 2008].

2.2.3 Ciclo de vida de Trichoderma spp

El ciclo de vida de esta especie (Fig. 2) comienza con la germinaciéon de la
espora o conidia, que involucra la iniciacidon de actividades bioquimicas
llevadas a cabo con un incremento gradual en la velocidad de metabolismo
hasta llegar a su nivel normal. Los requerimientos para iniciar la germinacion
son agua y humedad relativa suficientes, oxigeno, bidxido de carbono,
nutrientes de bajo peso molecular, como el azicar que actua como fuente
de carbono y aminodcidos como fuente de nitrdgeno. Terminada la etapa de
germinacion se forma la primera hifa conocida como “tubo germinativo” que
al expandirse forma hifas ramificadas que pueden medir entre 3 y 12 um de
didmetro, conformando una colonia micelial. Su crecimiento es radial; cuando
existen los nutrientes suficientes el micelio vegetativo crece de forma continua,
pero cuando los nutrientes van disminuyendo el micelio deja de crecer y
comienza la conidiaciéon. La conidiacion se lleva a cabo en el micelio aéreo
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en forma de conidias unicelulares y en el micelio vegetativo en forma de

clamidioconidias [Carlile et al., 2001; Osorio-Herndndez, 2009].

Ciclo de vida de Trichoderma

N

® <R

Germinacion ’

Conidi6foros

N > o

Hifas

Figura 2. Ciclo de vida de Trichoderma.

La colonia micelial de Trichoderma se caracteriza por un aspecto algodonoso
color blanco; conforme va presentdndose la conidiacion va apareciendo un
parche verdoso sobre la colonia blanca como se muestra en la figura 3a
[Infante, 2009]. Los conidiéforos son hialinos ramificados, con fidlides simples o
agrupados (Fig. 3b) el tamano de sus conidias (Fig. 3c) va de 3 a 6 um de
didmetro, con forma circular, unicelulares y de color verde brillante [Harman,

2001; Martinez, 2013; Osorio-Herndndez, 2009].
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Figura 3. Caracteristicas macro y microscopicas del genero fungico Trichoderma. a) Colonia
micelial de Trichoderma con presencia de conidias. b) Fidlides hialinas. c) Conidias de
Trichoderma observadas al microscopio. Imagen tomada de Niall Hamilton 2015.

El género Trichoderma alberga hongos aerobios capaces de resistir un amplio
intervalo de temperatura. La relacion entre la temperatura y el desarrollo de
Trichoderma depende de las especies. La temperatura optima de T. viride es
31°C, ladeT. harzianum es de 38°C, aunque de manera general estas especies
se desarrollan a temperaturas entre 20 y 30°C, y toleran un amplio intervalo de
pH (2.5 -8.5) [Martinez, 2013; Ramirez, 2013].

2.2.4 Usos y aplicaciones de Trichoderma

Trichoderma/Hypocrea tfiene una gran importancia desde el punto de vista
econdmico ya que tienen la capacidad de producir enzimas de interés
industrial como las celulasas y sustancias con actividad antimicrobiana
[Vizcaino et al., 2005; Ramirez, 2013]. Las enzimas producidas son utilizadas por
la industria alimentaria para la degradacion de polisacdridos complejos, en la
produccion y transformacion de alimentos. Como es el caso de B-glucanasas
utilizadas para mejorar los procesos de infusion, otras enzimas como
pectinasas, celulasas y hemicelulasas se emplean para la maceracion de jugo
de fruta; las xilanasas son utilizadas como aditivo para piensos en la cria de
ganado y para alimento de mascotas, debido a la hidrdlisis enzimdtica de
arabiloxilanos presentes en forrajes y cereales, que incrementan la eficiencia
alimentaria de las materias primas de la dieta [Blumenthal, 2004].
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Algunas de las enzimas producidas por Trichoderma harzianum han sido
utilizadas como conservadores de alimentos debido a su efecto antifungico,
esto gracias a que degradan la pared celular [Fuglsang ef al., 1995]. T.
harzianum mutanasa se puede ulilizar en pasta de dientes para evitar la

acumulacion de Streptococcus mutans en la placa dental [Wiater et al., 2005].

Trichoderma es también utilizado en la industria texfil, fabricacidon de pastas y
la industria de papel utiliza sus enzimas para hidrdlisis de la celulosa [Galante,
1998].

El género Trichoderma es utilizado en la produccion de antibidticos o
metabolitos secundarios toxicos para otros organismos, los cuales son capaces
de detener la accién de toxinas y de ofros compuestos generados por los

patdgenos [Harman et al., 2004].

Trichoderma se emplea como control bioldgico en el estudio de hongos
fitopatdgenos ya que poseen propiedades micoparasiticas y anfibidticas,
produciendo metabolitos antifungicos como gliotoxina, gliovirina, viridina, asi
como metabolitos voldtiles o solubles que afectan de manera negativa el
desarrollo de los patdgenos, entre ellos Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea que
son plagas de cientos de cultivos como los fomates, pepinos, fresas, algodon
y uvas [Argumedo-Delira, 2009; Stefanova et al., 1999; Osorio-Herndndez,
2009].

Trichoderma harzianum y ofras especies del género actian como simbiontes
oportunistas, interactian con la planta colonizando raices y estableciendo
una relaciéon quimica vy sistémica que modifica la expresion de genes vy
producen hormonas de crecimiento como auxinas y giberelinas,
incrementando el crecimiento de plantas de lechuga Latuca safiva [Lynch et
al., 1991, Ousley et al., 1994].
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Algunas especies de Trichoderma, como T. estonicum, son empleados para la
produccion de bioetanol hidrolizando los residuos lignoceluldsicos, para
obtener de manera accesible los aziucares contenidos en sus fibras y obtener
alcohol de segunda generacion por sacarificacion [Saravanakumar et al.,
2014].

En este proyecto se trabajd con cuatro especies pertenecientes a
Trichoderma (Fig. 4): T. harzianum (CMU1) grupo taxondmico mayormente
distribuido a nivel mundial, productor de hormonas de crecimiento y de altos
niveles de compuestos antifingicos y antibidticos, como quitinasas y
glucanasas, utilizados para control biolégico; T. atroviride (CMU8) cepa
productora de quitinasas y glucanasas utilizadas para confrol biolégico,
presentfa actividad de lacasa para degradacidon de compuestos
lignoceluldsicos; T. viride (CMU218) presenta actividad de lacasa y es
ampliamente utilizado para biocontrol, al igual que T. tomentosum (CMU221)
[Cdzares et al., 2016].

A
>g e Sy
"'{;J/'&J ~ \gj_ ;

Figura 4. Cepas de Trichoderma utilizadas en este estudio.

A pesar de todas las aplicaciones el género Trichoderma, también ha sido
reportado como agente patdégeno oportunista en humanos inmunosuprimidos

(Tabla 1), mostrando un crecimiento eficiente a temperatura corporal, siendo
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la especie mds comun en estos casos Trichoderma longibrachiatum [Trabelsi
et al., 2010].

Tabla 1. Enfermedades causadas por el género Trichoderma.

Especie

T. citrinoviride

T. harzianum Problemas respiratorios.

T. longibrachiatum

H. orientalis

T. longibrachiatum Absceso cerebral en paciente leucémico con neutropenia
prolongada.

T. pseudokoningii Infecciones invasivas en paciente sometido a trasplante de
higado.

T. konigii Infeccidn invasiva en paciente con fibrosis quistica con
frasplante pulmonar

T. spp. Peritonitis en paciente con didlisis peritoneal.

T. aroviride Infeccion en paciente receptor de tfrasplante de higado.

(Chouaki ef al., 2002; Seguin et al., 1995; Ranque et al., 2008; Trabelsi et al., 2010)

2.3 Agaricus bisporus.

Agaricus bisporus es un basidiomiceto homotdlico secundario de la familia
Agaricales, nativo de Europa y América del norte. Produce carpdforos,
esporocarpos, basidiocarpos o setas carnosas comestibles, por lo que son
extensamente cultivados para su uso en la gastronomia [Garcia-Mendoza,

2000; Kuo, 2004].

Agaricus bisporus tiene un sombrero redondeado que puede alcanzar hasta
los 18 cm de didmetro que se encuentra unido por medio de un anillo al pie
que crece hasta 8 cm de largo y 3 cm de didmetro (Fig. 5). Cuentan con
laminillas tipicas de las agaricdceas, que cambian gradualmente de color
rosado a pardo oscuro, donde contienen alas esporas que poseen una forma

eliptica y miden de 5.5-8.5um por 4-6,5um. [Kuo, 2004].
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sombrero 5 B laminillas (contiene

Vo 4 las esporas)

Basidiosporas

anillo

pie ———F

Basidio

Figura 5. Partes que conforman a los basidiomicetos Agaricus bisporus.

2.3.1 Ciclo de vida de Agaricus bisporus

El ciclo bioldgico de Agaricus bisporus cuenta con dos rutas diferentes, la fase
de crecimiento vegetativo y la fase reproductiva donde se producen las
estructuras sexuales, carpdforos o setas.

El ciclo de vida comienza con la basidiospora mononucleada (producida en
un basidio dentro del basidiocarpo), produciendo el micelio primario
monocaridtico haploide. El micelio primario crece durante un tiempo
indefinido hasta que se encuentra con otro micelio primario y que sed
compatible con él, haciéndose uno por anastomosis y formando el micelio
secundario, que continuard su crecimiento de forma vegetativa sin que haya
fusidon de nucleos. Por lo que se habla de micelio dicaridtico y presenta un
crecimiento mds rdpido que el primario. Cuando el micelio secundario
alcanza la madurez, comienza con la formacion de primordios, micelio
terciario agregado y reproductivo que da lugar a su desarrollo final, al
basidiocarpo. Dentro de los basidios, las células especializadas de los cuerpos
fructiferos, se produce la fusidbn de nicleos o cariogama seguida de meiosis,
dando origen a dos, cuatro y en casos especiales hasta ocho basidiosporas
hijas haploides (Fig. 6) [Garcia-Mendoza, 2000].
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Figura 6. Ciclo bioldégico de Agaricus bisporus.

2.3.2 Importancia agronémica

Actualmente el cultivo de hongos comestibles se ha vuelto una gran
alternativa que logra satisfacer las medidas nutricionales de la poblacion
gracias a sus bajos costos de produccion, alto contenido proteico, grandes
voluUmenes de cosecha en poco espacio y tiempo [Camacho, 2012; Salmones
et al., 2012].

De los hongos comestibles, Agaricus bisporus es el mds cultivado a nivel
mundial, con una produccién estimada cerca de los 4 millones de toneladas,
de los cuales México aporta 40000 toneladas de este volumen, con un valor
comercial de 200 millones de ddlares, ubicdndolo como el mayor productor
en Ameérica Latina y décimo sexto a nivel mundial [Martinez-Carrera et al.,

2007; Salmones et al., 2002].

Ademads de su gran importancia a nivel agrondmico, representa una industria

generadora de empleos. En China, principal productor de hongos cultivados
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en el mundo, existen 25 millones de personas involucradas en esta actividad.
En México alrededor de 25000 empleos directos se han generado como
resultado de la produccion e industrializacion de estos organismos [Li, 2002;

Martinez-Carrera et al., 2007; Salmones et al., 2002].

2.4 Relacion entre Trichoderma spp. y Agaricus bisporus

Algunas especies de Trichoderma spp. representan formas altamente
agresivas y han sido encontrados como contaminantes en los culfivos de
hongos comestibles como Agaricus bisporus, reportando pérdidas del 30-100%
en Norte América. En México también se han identificado “mohos
contaminantes”, entre los que se encuentra frecuentemente Trichoderma
harzianum con sus biotipos (Th1, Th2, Th3 y Th4) en la produccion de hongos
comestibles, provocando pérdidas econdmicas para los productores de la

region [Romero-Arenas, 2009].

2.5 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica, desarrollada por el
quimico sueco Arne Tiselius en la década de los anos treinta, quien la aplicd
en el estudio de proteinas secas. Esta técnica tiene como funcién provocar el
movimiento o desplazamiento de moléculas cargadas (iones), sustancias
neutras o migracion pasiva, utilizando un campo eléctrico aplicado que
provoca su movimiento a fravés de un capilar debido a la diferente velocidad
de migracion de las distintas especies cargadas [Castagnino, 2000; Osatinsky,
2007]. La electroforesis capilar ha tenido gran impacto en la medicing,
permitiendo la separacion de aminodcidos, dcidos orgdnicos, iones
inorgdnicos, carbohidratos, contaminantes alimenticios, material genético vy

algunos farmacos [Magana, 2009].
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2.5.1 Capilares

Se utilizan capilares de silice fundida con una longitud de 50-75cm de longitud
o0 menor, con un didmetro interno de 50-100um que les proporcionan la
capacidad de alta resoluciéon; dichos capilares se encuentran cubiertos de
poliamida, material que les confiere mayor rigidez y resistencia [Schwartz, 1994;
Castagnino, 2000].

2.5.2 Deteccién

En la electroforesis capilar la deteccidn se realiza directamente sobre el
capilar, éste cuenta con una ventana alineada con el detector que permite
el paso de la luz. El detector utilizado dependerd de los analitos a determinar,
siendo el mas utilizado el UV-visible; a pesar de la estabilidad y facilidad de
operacion, presenta inconvenientes ya que opera a una unica longitud de
onda. Caso confrario del detector de arreglo de diodos (DAD) que permite
obtener espectros a diferentes longitudes de onda, por lo que se obtiene una
visualizacion en linea, permitiendo la identificacion de los compuestos
separados [Schwartz, 1994; Castagnino, 2000; Osatinsky, 2007]. En el sistema de
electroforesis capilar como se muestra en la figura 7, es necesaria una fuente
de poder que proporcione un campo eléctrico controlado, dos recipientes
gue contengan la solucién buffer, dos electrodos y un detector apropiado que

puede ser de luz UV o de arreglo de diodos (DAD).

En el interior del capilar es inyectada la muestra con el buffer de corrimiento
gue actia como conductor de la corriente eléctrica y controlando la carga
eléctrica de las sustancias a analizar de manera simultdnea, después son
colocados ambos extremos del capilar en los recipientes que contengan la
solucion amortiguadora. Con la ayuda de dos electrodos se le aplica un
voltaje que favorece la separacion de analitos, debido a la velocidad de
migracion que obtienen, esto en funcidn de su relacion masa/carga [Skoog et
al., 2001; Gallegos, 2016].
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Sistema de Electroforesis Capilar.

Y
/

7/ Capilarde silice fundida

Compartiments
fermostatizado

lectrodo

Figura 7. Componentes de un sistema de electroforesis capilar. [Schwartz, 1994, Beckman

voltaje

instruments].

2.6 Electroforesis capilar de zona (ECZ)

También conocida como electroforesis en solucion libre. La separacion de
analitos utilizando esta técnica se basa en las diferencias que existen entre la
relacion masa/carga. Al inyectar la muestra al capilar se aplica el voltgje
provocando que los componentes de |la muestra se separen en zonas
discretas; para lograr este efecto es fundamental que la solucion buffer
empleada sea homogénea y el campo eléctrico aplicado se mantenga

constante a lo largo de la longitud del capilar [Beckman, 2000].

La movilidad electroforética, que explica la migracion de los analitos (pep) en
esta metodologia se puede conocer de la teoria Debye-Huckel-Henry que

dice:

Hep™ nR
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Donde:

g = carga neta
R = radio de Stokes

n = viscosidad

La carga neta va a depender del pH de la solucidon buffer que se esté
utilizando. Con la ECZ se pueden separar moléculas grandes o pequenas con
gran facilidad, sin importar que la diferencia entre su relacion masa/carga sea

muy pequena.

2.6.1 Factores que causan la movilidad de los analitos en la electroforesis

capilar

a) Movilidad electroforética (pep)
La velocidad con la que se mueven las moléculas hacia el cdtodo o el dnodo
es denominada velocidad de migracion (Fig. 8). Al ser aplicado el campo
eléctrico, la molécula comenzard a moverse hacia el electrodo de signo

contrario a una velocidad que dependerd de muchos factores como:

Viscosidad del medio: la velocidad de migracion de las moléculas es
inversamente proporcional a la viscosidad.

Campo eléctrico: cuanto mayor sea el campo eléctrico mayor es Ia
velocidad.

Carga eléctrica neta de la molécula: cuanto mayor sea la carga neta de la
molécula, mayor es la velocidad.

Tamano de la molécula: la velocidad es inversamente proporcional al tamano

de la molécula [Cruces, 1998].
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Figura 8. Movilidad electroforética: migracién del analito por su relacién masa/carga.

b) Flujo electroosmético (FEO) y formacién de doble capa eléctrica
Al aplicar un campo eléctrico entre la solucidon vy la pared del capilar, se
produce el movimiento de todos los solutos presentes en la muestra hacia el
electrodo negativo, dicho movimiento es conocido como flujo
electroosmotico (FEQ). Este proceso se lleva a cabo en el interior del capilar
debido a que su pared interna, que estd presente como fase sdlida, cuenta
con grupos silanol (Si-OH) que al ser sometidos a condiciones acuosas a un pH
alcalino se ionizan y presentan un exceso de cargas negativas; los cationes
presentes en la solucidon van a tratar de neutralizar parcialmente la carga
negativa, formando una doble capa inmovil de cationes. Los catfiones
restantes en la solucion circundante al fratar de neutralizar por completo esta
carga negativa van a provocar el arrastre de todos los compuestos de la
muestra hacia el electrodo negativo (Fig. 9). Con la presencia del FEO es
posible analizar aniones, cationes y especies neutras en un solo andlisis. Si el
FEO no estd presente, la migracion se realizaria de solo aniones, o solo cationes

sin pasar todos los analitos por el detector. Con el FEO todas las especies pasan
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por el detector con el orden de migracion de cationes, aniones y especies

neutras [Hayes et al., 1993; Cdzares, 2009; Chopin-Doroteo, 2012].

Flujo electroosmdtico

Con el FEO es posible analizar
cationes — aniones - especies neutras

Superficic det capitar

Figura 9. Representacion de flujo electroosmético y doble capa eléctrica [Cdzares, 2009,
tesis; Hayes et al., 1993].

2.6.2 Particulas coloidales: origen de la carga de los microorganismos

Los coloides son particulas de didmetro comprendido entre 1T nm y 1 um.
Dichas particulas tienen un tamano tan pequeno que provoca que estén
suspendidos en solucidn y no sedimentan, Unicamente en virtud de la

influencia de la gravedad [Dessai, 2002].

La proporcion superficie/volumen proporciona buenas caracteristicas de
adsorcion de los coloides para los iones libres, este fendmeno de la adsorcion
del ion implica la presencia de la carga electronica en su superficie que da
lugar a algunas fuerzas de repulsion. En comparacion con el tamano es
aceptable caracterizar a la mayoria de los microorganismos como particulas

coloidales [Dessai, 2002].

Por lo tanto, los microorganismos pueden adquirir la carga de su superficie de
dos maneras diferentes. La primera es debido a la ionizacién de los grupos
superficiales como resultado de la protonacion o desprotonacion de

moléculas de superficie dcidas o bdsicas, siendo los grupos ionizables mds
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comunes en la superficie externa del microorganismo los dcidos carboxilicos,
fosfatos, aminas y residuos de sulfatos. La carga superficial también se puede
adquirir mediante la adsorciéon de iones de la solucidon circundante. De
acuerdo con el tamano y la naturaleza quimica de la superficie de la particula

coloidal, va a depender la cantidad y el tipo de ion absorbido [Dessai, 2002].

2.6.3 Buffers utilizados para controlar FEO en ECZ

El buffer de corrimiento (BGE) se presenta como la fase movil que esta
encargada de neutralizar el resto de la carga negativa por un exceso de
cationes, éstos son los encargados de mantener el balance de cargas y a este

proceso se le conoce como potencial Z [Cazares, 2007].

Enfre mds elevado sea el valor de pH, mds alto serd el flujo electroosmotico.
Por lo tanto, a valores de pH elevados los aniones migrardn hacia el catodo
debido a que el FEO es mayor que la migracién electroforética, cuando el pH
sea menor, el FEO estard disminuido y permitird la identificacidon de aniones y
cationes en diferentes corridas. El pH tiene efecto sobre los analitos de la
muestra a separar ya que de éste dependen la carga y la selectividad de la
separacion. Para asegurar una completa ionizacién se tiene que elegir un
buffer que tenga un pH dos unidades arriba o abajo del pKa del analito,
cuidando no trabajar con un pH muy alcalino ya que provocara que el FEO
sea demasiado rdpido y no permitird la separacion de los analitos
[Castagnino, 2000; Chopin-Doroteo, 2012].

Para conftrolar el efecto del FEO y obtener una mejor selectividad en la

separacion se utilizan diferentes tipos de buffers (Tabla 2).

_________________________________________________________________________________|
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Tabla 2. Buffers utilizados en EC.

Buffer
Fosfato
Acetato
Fosfato
Borato
Buffer zwiteridnicos
MES
PIPES
HEPES
Tricina

Tris

Intervalo de pH
1.14-3.14
3.76-5.76
6.20-8.20
8.14-10.14

5.15-7.15
5.80-7.80
6.55-8.55
7.15-9.15
7.30-9.30

Ademas de las soluciones buffer, existen varios aditivos (Tabla 3) que pueden

ser agregados a los mismos, ayudando a cambiar la selectividad de la

separacion. Los aditivos pueden alterar las movilidades electroforéticas de los

analitos permitiendo diferenciarlos, aunque originalmente hayan tenido una

movilidad electroforética idéntica; tales aditivos pueden ser surfactantes y

ciclodextrinas [Castagnino, 2000].

Tabla 3. Tipos de aditivos y funciones.

Aditivo.

Funcién del aditivo.

Sales inorgdnicas

Solventes orgdnicos

Urea

Acidos sulfénicos, reactivos
formadores de pares de iones
Surfactantes catidnicos
Derivados de celulosa

Aminas

Cambios en la conformacién de proteinas.

Disolver, modificar el FEO.

Solubilizar proteinas y desnaturalizar oligonucledtidos.
Agentes de interaccion hidrofébica.

Inversion de carga en la pared del capilar.
Reduccidén del FEO.

Proveen un medio de tamizaije.

Cubren grupos silanoles libres.
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La modificacion del buffer de corrimiento y el empleo de distintos tipos de

aditivos dan origen a diferentes tipos de electroforesis capilar.

2.7 Tipos de electroforesis capilar

2.7.1 Cromatografia capilar micelar electrocinética (MECC)

El uso de aditivos como los surfactantes da origen a ofro tipo de electroforesis
llomada cromatografia capilar micelar electrocinética (MECC, por sus siglas
eninglés). Utilizando la ECZ no pueden ser separados los solutos neutros debido
a que no presentan movilidad electroforética, se puede lograr la separacion
formando un sistema micelar en el buffer de corrimiento (BGE) que interactue
con los analitos para que gracias a este procedimiento dichos solutos puedan

ser separados [Skoog ef al., 2001].

Esta técnica fue presentada por primera vez por Terabe en 1984. Puede ser
considerada un hibrido entre la electroforesis y la cromatografia, y permite la
separacion de sustancias neutras o cargadas. MECC tiene como principio
emplear soluciones homogéneas que contengan tensoactivos en el buffer de
corrimiento, provocando la formaciéon de micelas caracterizadas por tener
una cola larga hidréfoba y una cabeza hidréfila. La presencia de los
agregados de las micelas provoca cambios fisicos tales como la tension
superficial, la viscosidad y la dispersion de luz [Skoog et al., 2001; Robinson,
2006].

Las micelas formadas por los surfactantes constituyen una pseudofase en
donde es particionada la molécula del analito debido a las interacciones
hidrofébicas presentes en el interior de la micela. Con la ayuda del FEO estas
micelas son transportadas en direccion del detector. Mientras se lleva a cabo
esta  migracion, se pueden presentar interacciones hidrofébicas y

electrostdticas con los solutos [Casado-Rio, 2014].
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Para que se lleve a cabo la intferaccion enfre el analito y la micela (Fig. 10) el
compuesto debe tener un cardcter hidrofébico, ya que entre mds
hidrofébico, interactia con mds fuerza y es mayormente retenido en la
micela. Enfre mds interaccion exista, mayor serd también el tiempo de
migracion, debido a que las micelas son atraidas en contra del FEO. Si la
interaccién con las micelas es nula, el soluto es transportado en el sentido del
FEO [Castagnino, 2000].

<~FE
29 :
) g (G)le B

Figura 10. Inferaccién entre analito y micelas.

a) Aplicaciones de MECC
Las aplicaciones de MECC incluyen el andlisis de plaguicidas sin carga,
aminodcidos esenciales y de cadena ramificada, hidrocarburos y contenidos

de alcohol de Ia hierba de mejorana, por ejemplo [Johnstone, 2012].

2.7.2 Electroforesis quiral cromatogrdfica

Oftro tipo de electroforesis capilar es la que se utiliza para la separacion de
enantiomeros Opfticos que poseen un carbono asimétrico y que permite
obtener compuestos llamados quirales, representan la imagen especular del

compuesto [Castagnino, 2000].

Una molécula quiral es aguella que no puede superponerse a su reflexion
especular, o lo que es lo mismo, una molécula es quiral cuando carece de

simetria de reflexion, esta propiedad es debida, en general, al diferente
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arreglo espacial de los grupos alrededor de un centro asimétrico o también
llamado centro estereogénico.
La electroforesis es considerada una técnica exitosa en la separacion de
enantiomeros, dichas separaciones se llevan a cabo en el modo de ECZ o
MECC anadiéndole al buffer de corrimiento un modificador quiral que tiene
como funcion discriminar entre los dos enantiomeros, permitiendo separar DL
aminodcidos y sustancias quirales [Castagnino, 2000].
La separacion quiral depende de multiples factores, tales como: el pH, la
concentracién, naturaleza y fuerza idnica del buffer de corrimiento o
temperatura del capilar. Lograr la optimizacion de estos pardmetros es lo que
dificulta el desarrollo del método.
Los principios de la separacion quiral utilizando EC son varios, de los cuales los
mds importantes son:
a) Complejacién por intercambio de ligandos: los enantidmeros de un
compuesto pueden formar complejos constituidos por un i6n metdlico
como el Cuzt y Niz+ y un aminodcido opticamente puro [Kuhn et al., 1994].
b) Complejacion “host-guest” o de inclusion: el analito es llamado
molécula “guest” y es espacialmente incluido en el interior de un ligando
conocido como molécula *host”, sin que su estructura se afecte de forma
significativa. De esta forma algunos compuestos quirales son utilizados
para formar complejos con compuestos de interés ya que fienen la
capacidad de actuar como “host”, con la finalidad de conseguir una
resolucion enantiomérica. Entre estos compuestos se encuentran: éteres
corona, antibidticos macrociclicos y ciclodextrinas que son utilizadas con
el fin de aumentar el poderresolutivo [Kuhn et al., 1994; Gasper et al., 1996;
Casado-Rio, 2014; Pineda-Rey, 2014].
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2.7.3 Ciclodextrinas (CDs)

Las ciclodextrinas (CDs) fueron descubiertas por primera vez en 1981, formadas
por la accidon de ciertas enzimas sobre la molécula del almiddén [Cifuentes,
2009].

Las CDs constituyen una serie de tres oligosacdridos ciclicos formando una
familia de a—CD, B—CD y y-CD, los cuales se encuentran compuestos por 6, 7
u 8 unidades de D-(+)-glucopiranosas unidas en forma a-1,4 [Castagnino,
2000]. Son moléculas muy estables, resistentes a la luz y no absorben luz
apreciablemente en el UV-visible. La caracteristica estructural de las
ciclodextrinas es su conformacion toroidal, en forma de cono de exfremos
abiertos; el didmetro de la cavidad estd determinado por el nUmero de
unidades de glucosa como se muestra en la tabla 4 [Kuhn et al., 1994; Pinedao-
Rey, 2017].

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas naturales.

Pardmetro o—CD B-CD v-CD
Unidades de glucosa 6 7 8

Masa molecular 972 1135 1297
Didmetro interno de la 5,7 7.8 9,5
cavidad (A)

Didmetro externo de la 13,7 15,3 16,9
cavidad (A)

Solubilidad en agua 14,5 1.8 23,2
(25°C) (w/Vv)

Estos anillos fienen cardcter anfipdtico, la cavidad esta revestida por dtomos
de hidrogeno y puentes de hidrogeno glucosidicos; es relativamente
hidrofébica ya que los electrones no enlazantes de los puentes de oxigeno
glucosidico se encuentran orientados hacia el interior de la cavidad,
generando una alta densidad electronica, mientras que la superficie es
hidrofilica [Castagnino, 2002; Alzate, 2012].
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Existen diferentes tipos de uniones enfre los analitos y las CDs como:
inferacciones del fipo Van der Waals, unidn por puente de hidrogeno,
inferaccioén dipolo-dipolo, impulsidon hidrofobica, efectos de tension solvente
superficie, entre otros.

En anos recientes, las ciclodextrinas han causado un alto impacto en la
industria farmacéutica, gracias a la capacidad que poseen para formar
compuestos de inclusion con diferentes fdrmacos [Pineda-Rey, 2017].

En la industria quimica se han ufilizado las CDs como agentes encapsulantes
de todo tipo de ingredientes activos para poder transportarlos, tal es el caso
de fdrmacos, cosméticos, saborizantes, vitaminas, desechos industriales vy

compuestos toxicos [Leyva, 2004].

Ofro de los usos de las CDs, es su empleo como aditivo alimentario, con el
objetivo de proteger los componentes lipofilicos que son sensibles a la
degradacion inducida por el oxigeno, la luz o el calor; solubilizar colorantes
alimenticios y vitaminas; estabilizar fragancias, sabores, vitaminas y aceites
esenciales; eliminar olores y sabores indeseables; y mejorar la solubilidad

acuosa de componentes orgdnicos [Dominguez, 2014].

Existen diferentes estudios que han reportado a las ciclodextrinas como
agentes solubilizantes para aceites voldfiles hidrofébicos, ya que logran
encapsularlos en su matriz. De esta manera la molécula huésped puede
ingresar en un medio hidrofilico sin cambiar su solubilidad, siendo las CDs las
que se disuelven en agua. Entre los tres tipos de CDs (a, By y) la mds utilizada
es la p—ciclodextrina, debido al tamano de su cavidad formada por 7
unidades de glucosa, siendo adecuado para formar complejos con
huéspedes con masa molecular de entfre 200 y 800g/mol, ademds de tener

una accesibilidad y precio razonable [Alzate, 2012].
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a) Ventajas de EC en las separaciones quirales

La concentracion y naturaleza del buffer de corrimiento puede ser modificada
aumentando la capacidad de resolucion de la técnica.

La EC mantiene el selector quiral libre en solucién con lo que favorece la
inferacciéon con el analito, porque no estd en una conformacion fija como
cuando estd inmovilizado. Puede emplearse una combinacion de selectores
quirales para mejorar la resolucion quiral. La EC utiliza cantidades reducidas
de reactivos por lo que permite el uso de selectores quirales de elevado costo
[Gasper, 1996].

2.7.4 lones divalentes: CaClz

En los Ultimos anos, el nuevo enfoque que fiene la técnica de ECZ implica la
modificaciéon de grupos funcionales como carboxilos, aminas y fosfatos
presentes en la pared celular con ayuda de los iones metdlicos divalentes,
provocando la agregacion de las células de una manera confrolada
[Dziubakiewicz et al., 2014].

Existen algunos estudios que reportan el uso de iones metdlicos como es €l
caso de Mg?+ In2+, Cd2t, Mn2+, Lizty Ca?*, reportadndolos como inductores de
agregacion de las células [Miki et al., 1982; Stratford, 1989].

Entre los grupos funcionales presentes en la pared celular y los iones divalentes
se presenta un intercambio idnico, cuanto mds alta sea su valencia, mayor
serd la fuerza de su unién. En condiciones adecuadas de pH (mayor a su pKa),
los grupos funcionales de pared celular se encuentran desprotonados o que
favorece la interaccion de estos con iones divalentes con carga positiva,
causando la agregacion de las células [Miki et al., 1982; Stratford, 1989;

Rogowska ef al., 2018].
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2.8 Antecedentes de identificacion de microorganismos y células fingicas
vtilizando electroforesis capilar

En el ano 2000, Armstrong y colaboradores observaron el comportamiento en
la migracion de S. cerevisiae a través del capilar en una suspension sin sonicar
y ofra suspension sonicada. Demostraron la importancia de la sonicacion para
romper aglomerados celulares, obteniendo senales muy eficientes [Armstrong
et al., 2000]. Moon y Kim [2003] estudiaron mediante ECZ dos cepas de S.
cerevisiae empleadas como probidticos. Obtuvieron una sola senal muy
eficiente en los corrimientos con sonicacion [Moon y Kim, 2003]. Para el ano
2008, Armstrong utilizd CZE para analizar muestras con células de S. cerevisiae,
encontraron que a 280 nm el caldo nutritivo tiene poca absorbancia y a 214
nm las levaduras fienen buena absorbancia, detectando 200 células como
minimo [Bao ef al., 2008]. Horka y colaboradores, [2009] lograron mediante ECZ
la separacidon en mezcla de conidias de diferentes especies fungicas,
obtuvieron excelente eficiencia y resolucion en la separacion [Horka, 2009].
También en el ano 2009 Petr y colaboradores separaron mediante CZE, células
de S. cerevisiae y Escherichia coli, obtuvieron buena eficiencia y excelente
resolucion. Conforme aumenta la fuerza idnica disminuye la uep en E. coli, se
mantiene en S. cerevisiae. Conforme aumenta el pH incrementa la yep en E.
coli y ligeramente en S. cerevisiae [Petr et al.., 2009]. En el ano 2011 Horka y
colaboradores separaron mediante CZE una mezcla de conidias de 4 especies
de Monilinia previamente identificadas por secuenciacion. La concenfracion
obtenida de conidias de cepas aisladas y las aisladas de la manzana fue de
1x108 células/mL [Horka, 2012]. Recientemente, Rogowska y colaboradores
(2018) realizaron un andlisis de S. cerevisiae utilizando ECZ, evaluando el efecto
de diferentes pH en solucién de iones Ca?* sobre la uep y la agregacion
celular, observando que la movilidad electroforética de las levaduras
disminuye conforme aumenta el pH de la solucidén de Ca?* y se presenta la

agregacion celular [Rogowska et al., 2018].
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2.8.1 Trabajos de identificacion de células fungicas por EC en el Laboratorio
de Desarrollo Analitico

En el ano 2007, Cazares, utilizando EC, obtuvo senales caracteristicas de
células de Botryosphaerea rhodina y Trichoderma sp. en su forma micelial, con
tm caracteristicos para cada cepa, asi como un pico definido y simétrico,
demostrando la factibilidad de estudiar células fungicas mediante esta
técnica [Cdzares, 2007]. Aguilar en el 2009, buscando controlar la longitud de
las células miceliares, encontrdé que se obtenian senales electroforéticas
caracteristicas en tiempos de migracion relativamente cortos, utilizando
germinulas de Trichoderma sp. [Aguilar, 2009]. Para el ano 2009, Cdzares logrd
caracterizar tanto conidias de T. atroviride como esporas de Amylomyces
rouxii y Agaricus bisporus. Obtuvo excelentes resultados en las diferentes
condiciones ensayadas (pH, longitud de capilar, d.i. del capilar, tipo de buffer
y voltaje) identificando las mejores condiciones y tiempos de migracion; de
esta manera separaron conidias de T. afroviride y esporas de Agaricus bisporus
var. portobello en mezcla, con excelente resolucion [Cazares, 2009]. En el ano
2011, Avila estudié el comportamiento electroforético de macroconidias de
los hongos fitopatdgenos Alternaria y Pestalotiopsis, aislados de hojas vy frutos
enfermos de guayaba, obteniendo senales caracteristicas para una de las
cepas de Alternaria, pero no para las cepas de Pestalotiopsis. Ademds,
demuestra que las macroconidias no pierden su viabilidad después de migrar
alo largo del capilar durante el proceso electroforético [Avila, 2011]. Castillo y
Robinson, en el 2013, evaluaron el efecto de surfactantes catidnicos en la
movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp. En el mismo ano,
Rivero y Robinson, evaluaron el efecto de un surfactante aniénico y uno no
idnico en la movilidad electroforética de conidias de una cepa silvestre de
Trichoderma [Rivero y Robinson, 2013]. En el ano 2014, Salazar evalud la
influencia de surfactantes en la movilidad electroforética de conidias de

Trichoderma spp., observando que los surfactantes CTAB y TX-100 ejercen
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efecto sobre la movilidad y agrupacion de las conidias, obteniendo buenas
senales electroforéticas. En un estudio mdas reciente, Gallegos (2016) compard
las senales electroforéticas de cinco cepas de Trichoderma spp., utilizando
buffer zwiteridnicos, obteniendo senales estrechas y bien definidas para cada
una de las especies y al probar las mismas condiciones en un corrimiento
electroforético con mezcla de las cinco cepas se hizo evidente la posible
separacion de senales electroforéticas correspondientes a cada una de las

especies del género Trichoderma.

2.9 Citometria de flujo

La citometria de flujo (CMF), constituye una técnica avanzada, automatizada,
objetiva y altamente sensible, muy Util para el estudio de las células. Esta nos
brinda una gran canfidad de informacion acerca del tamano celular (forward
scatter), complejidad celular (side scatter) y el porcentaje de viabilidad de la

muestra evaluada [Marsdn et al., 2015].

A pesar de que la citometria de flujo es utilizada a menudo para la descripcion
morfolégica de microorganismos como bacterias, los estudios realizados en
organismos filamentosos son pocos. Un pardmetro importante de los hongos
flamentosos que se ha evaluado utlizando la CMF es la viabilidad,
determinando su porcentaje en fluidos metallUrgicos, asi como su viabilidad en
respuesta a pruebas de sensibilidad y efectos de la radiacion gamma; datos
importantes para una gran cantidad de aplicaciones en la industria [Balajee
et al., 2002; Mesquita et al., 2013; Vanhauteghem et al., 2017; Ehgartner et al.,
2017].

La CMF también ha sido utilizada para el andlisis del genero Trichoderma,
ufilizando colorantes para lograr diferenciar las diferentes etapas de
crecimiento desde la germinacion hasta el desarrollo de las hifas [Bradner et
al., 2003].
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Utilizaron la CMF para evaluar la viabilidad de conidios microencapsulados
con polimeros de Trichoderma harzianum para asegurar und mejor
conservacion de las formulaciones utilizadas en control bioldgico, papel
principal de este género fungico [Munoz-Celaya et al., 2012].

Para evaluar la viabilidad se ufilizan colorantes, como el diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA), que pueden penefrar todas las células, pero
Unicamente las células viables son capaces de convertirla en un producto
fluorescente y el yoduro de propidio (IP) que puede penetrar Unicamente
células con paredes celulares comprometidas; dicha técnica fue utilizada
para evaluar viabilidad y dano celular en conidias de Trichoderma harzianum,
después de procesos de secado [Munoz-Celaya et al., 2012].

Otro estudio también evalud la viabiidad de Trichoderma harzianum
sometidas a diferentes fipos de estrés, utilizando los colorantes FUNT y IP, y
determinaron que el principal dano de las conidias es la perdida de integridad
de lamembrana, sin embargo, hace mencidon que una porcion de las conidias
conserva su membrana integra aunque pierden su capacidad metabdlica
[Munoz-Celaya et al., 2015].
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I1l. JUSTIFICACION.

Los géneros fungicos presentan los mismos componentes estructurales

(B—glucano, glicoproteinas y quitina) en su pared celular.

En el andlisis del genero Trichoderma utilizando la EC, se ha logrado obtener
senales electroforéticas estrechas, definidas y simétricas en ensayos
individuales, brindando gran informacion sobre Ias propiedades de pared de
estos microorganismos, como son la agregacion celular y adherencia a la

pared inferna del capilar.

A partir de ensayos con mezclas de los géneros Trichoderma afroviride y
Agaricus bisporus var. portobello, se busca analizar el comportamiento de las
células fungicas y sus propiedades de pared celular variando condiciones en
el buffer de corrimiento utilizando aditivos como modificadores de FEO,
surfactantes y selectores quirales, para asi poder conocer las diferencias y

similitudes entre la pared celular de ambos géneros fungicos.
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IV. HIPOTESIS
La incorporacion de aditivos al buffer de corrimiento en el andlisis de mezclas
de conidias de Trichoderma atroviride y esporas de Agaricus bisporus var.

portobello provoca movilidades electroforéticas distintivas.

V. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la incorporacion de aditivos al buffer de corrimiento
sobre la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp. y esporas

de Agaricus bisporus var. portobello.

5.1 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de aditivos modificadores de FEO en la movilidad
electroforética de las células fungicas en ensayo.
2. Evaluar el efecto de surfactantes en la movilidad electroforética de
células fungicas en ensayo.
3. Evaluar el efecto de modificadores quirales en la movilidad

electroforética de las células fungicas en ensayo.
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VI. ESTRATEGIA

Estrategia

A. Bisporus var. portobello
T atroviride, T. viride, T. tomentosum, T. harzianum

JEEVERLREYE

Figura 11. Estrategia experimental.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material biologico

Se utilizaron cuatro cepas silvestres del género Trichoderma (Tabla 5)
provenientes del Cepario Michoacano Universitario perteneciente al
Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia Microbiana del CMEB-UMSNH.
Fueron sembrados en Medio Minimo Vogel (MMV) para mantener el micelio
vegetativo de Trichoderma spp. Se realizaron resiembras continuas de las
cuatro especies silvestres de Trichoderma para la generacion constante de
indbculos y la obtencion de conidias nuevas, que fueron utilizadas como

muestra. También se utilizaron esporas de Agaricus bisporus var. portobello.

Tabla 5. Cepas silvestres de género Trichoderma.

Trichoderma harzianum CMUI1
Trichoderma atroviride CMUS8
Trichoderma viride CMU218

Trichoderma tomentosum CMU221

7.2 Preparacion de solucion stock de MMV

Se prepararon 500mL de una solucion stock (50X) de MMV, compuesta por los
reactivos que se muestran en la tabla 6. La solucion de oligoelementos se
prepara por separado. Los componentes se agregan lentamente en 400 mL
de H2O destilada, se le adiciona 2.5 mL de solucién de oligoelementos y se
afora a 500mL. Por Ultimo se le agrega 3 Ml de cloroformo como conservador.

Mantener a temperatura ambiente y en oscuridad.
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Tabla 6. Componentes de la solucidn stock de MMV.

Reactivo Cantidad

NazC¢Hs0O7 - 5H2O 759
KH2PO4 125g
NH4NO3 509
MgSO4 -7H20 10g
CaClz - 2H20 2.59
Biotina (5mg/100mL de etanol 50%v/v) 2.5mL

Solucién de oligoelementos 2.5mL
Acido citrico - 2H20 2.59
ZnSO4 - H20 3.5¢
FeCls- 6H:0 0-59

CUSO4 - 5H,0 0-1259

MnClz - 4H;0 oEee

0.025g

LSS 0.025g

NA2MoQO4 - 2H20

De la solucion stock se utilizan 20 mL para preparar un liftro de MMV.

7.2.1 Preparacion del medio de cultivo: Medio Minimo Vogel

Para preparar 500mL de medio de cultivo se pesaron 7.5g de agar, 7.5g de
Dextrosa DIBICO®. En un matraz Erlenmeyer se colocd el agar, la Dexfrosa
DIBICO® y 10 mL de solucion stock de MMV, se le adicionaron 480mL de H,O
bidestilada para completar un volumen total de 500mlL, se cubre el matraz con
tapdn de algoddn, gasa y aluminio y se llevd a esterilizar en autoclave a 121°C
(15lb/in2) durante 15 min. Se dejoé enfriar y posteriormente se vacio en cajas de

Petri, ya solidificados se guardaron en refrigeracién hasta su uso.
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7.3 Cultivo de especies de Trichoderma spp.

Se readlizaron resiembras continuas de las cuatro especies silvestres de
Trichoderma para la generacion constante de indculos y la obfencién de
conidias nuevas que fueron utilizadas como muestra, tomando un bocado de
5 mm de ancho, inoculando en dos cajas Petri que contienen MMV para cada

especie.

7.3.1 Estimulacion de la conidiacién

Las cepas se incubaron a 25°C por 72 h. Transcurrido el fiempo se realizé dano
mecdnico al micelio de cada cepa con la ayuda de una espdtula, para
estimular la conidiaciéon, tardando un aproximado de 24 h en comenzar la

conidiacion, (Figura 12).

72 h 96 h 120 h

Figura 12. Estimulacion de la conidiacion en las cepas de Trichoderma.

7.3.2 Recoleccion de conidias de Trichoderma

Se presentd la conidiacion aproximadamente a las 120 h y se procedié a
recolectar las conidias utilizando 1 mL de agua estéril con agitacidon manual,
ladeando la caja de Petri por 1 minuto, recolectando el liquido con pipeta

Pasteur para colocarla en un microtubo de 1.5 mL (Fig. 13).
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Figura 13. Recuperacion de conidias.

La solucion obtenida se filtird usando papel filfro estéril y se colocd en
microtubos estériles de 1.5 mL. A continuaciéon las conidias se lavaron tres
veces con 1 mL de H2O destilada estéril agitando en vortex (ICA MSI
Minishaker®) durante 5 min y cenfrifugando a 13,300g durante 10 min, para
liberarlas del micelio y medio de cultivo. El sedimento se recupera y finalmente
se resuspende en el buffer de corrimiento con una dilucion 1:10 bagjo
condiciones estériles; posteriormente, se sonican en un equipo Branson 1510,

durante 10 min para eliminar las burbujas presentes en la suspension.

7.4 Recoleccion de esporas de Agaricus bisporus

Para la recuperacion de las conidias de Agaricus bisporus (Fig. 14) se procedid
a remover todas las laminillas del hongo y fueron colocadas en tubos para
centrifuga de 10 mL, a los que se le adiciono H,O destilada suficiente para
llenarlos y realizar lavados. Fueron llevados a vortex por 3 min para que se
desprendieran las esporas de las laminillas. Posteriormente se llevaron a
centrifugacion a 4500 rom por 10min, después de la centrifugacion las esporas
quedan sedimentadas en el tubo vy las laminillas quedan suspendidas en el
sobrenadante por lo que se eliminan los sobrenadantes de todos los tubos. Los
sedimentos fueron resuspendidos en HxO destilada y se realizaron varios
lavados hasta obtener el H O clara. Posteriormente se filiré la solucion
utilizando una gasa para eliminar los restos de laminillas y obtener la suspension

de esporas en HO estéril.

Q.F.B. LILIA YUNUEN SALAZAR ALCANTAR 44



45

Movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp y esporas de Agaricus bisporus var. Portobello. 2018

Figura 14. Forma macroscopica y microscopica de Agaricus bisporus var. portobello.

a) Carpdforos, b) Esporas

7.5 Conteo de conidias en cadmara de Neubaver

Las células se contaron en un hematocitometro (Camara de Neubauer, (Fig.

15), utilizando diluciones seriadas 1:10, 1:30, 1:50, 1:100, 1:150 y 1:200.

Los conteos se realizaron por tfriplicado y se determind el promedio.

\“ Hg// %

e

E,

r

0.05 mm. —

=T 1

Figura 15. Area de los subcompartimentos para conteo de conidios
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Se utilizd la siguiente formula matemdatica para obtener la concentracion de
las conidias (nUmero de conidias por ul) presentes en la suspension original
[Marienfield, 2010].

Campo 1=(E1+E2+E3+E4+E5)/5 y Campo 2=(E1+E2+E3+E4+E5)/5

Ejemplo:

Conidias/ul = {[(32+24)/2] x 2.5 x 10} == 1400000 conidias por uL

También se contabilizaron las células de las 24 diluciones analizadas con el
hematocitdmetro, utilizando el método de turbimetria [Caligiore-Gei, 2015] a

una longitud de 530nm en un espectrofotdmetro Spectronic® 20 Genesys™.

7.6 Viabilidad de las células analizadas
La viabilidad de las células fungicas se analizd por citometria de flujo. Se utilizd

una suspension de conidias recién colectadas de Trichoderma atroviride.

De acuerdo al protocolo del colorante “MUSE™ Count ¢ Viability Kit User’s
Guide” se tomaron 20ul de la suspension de conidias en 480uL de colorante.
Se dejo reposar por cinco min y se realizd el andlisis con el citdmetro de flujo
CytoFLEX, BECKMAN COULTER, Life Sciences (Fig. 16).
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Figura 16. Citdmetro flujo CytoFLEX BECKMAN COULTER Life Sciences.

7.7 Electroforesis capilar: instrumentacion.
Los corrimientos electroforéticos de realizaran mediante un equipo BECKMAN

COULTER P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman Coulter®
(Fig. 17). Se utilizé un capilar de silice fundida de 100um d.i., 75cm de Lty 55cm
de Lqa, empleando un detector de arreglo de diodos con una longitud de onda

de 201, 254 y 280nm, una temperatura controlada de 25°C y un campo

eléctrico constante, en polaridad normal (+).

Figura 17. Equipo de electroforesis capilar.

Para comenzar los corrimientos electroforéticos es necesario realizar lavados

al capilar nuevo para acondicionarlo. Dichos lavados consisten en hacer
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pasar soluciones en el interior del capilar de acuerdo a las condiciones que se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones para acondicionar capilares nuevos.

Presion Tiempo
Solucién (psi) (min)
Metanol 20 S
Agua destilada 20 2
HCI 1N 20 5
Agua destilada 20 2
NaOH (solucion regenadora) 1N 20 10
Agua destilada 20 2
Solucién buffer 20 5

El método utilizado para realizar un corrimiento electroforético se muestra en

la tabla 8.

Tabla 8. Método para corrimiento electroforético.

Solucién Presién Tiempo | Voltaje
NaOH 1N 20 2 -
H20 20 2 -
Recubrimiento del capilar 20 3 -
Buffer 20 3 -
Mvuestra 0.5 12s -
Plug de buffer 0.5 5s -
Separacion (cierre de circuito con viales - 15min 17KV

de buffer)

7.7.1 Andlisis de vial de salida de andlisis electroforéticos
Para realizar el andlisis de vial de salida se utilizaron las condiciones que se

muestran en |la tabla 9:

_________________________________________________________________________________|
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Tabla 9. Condiciones para andlisis de vial de salida.
Muestra Suspension de conidias de

Trichoderma harzianum

BGE HEPES 20mM pH 7
Aditivo TX100
NaOH 1N, H20 dest. Lavados de capilar entre corridas

Se redlizaron cinco corrimientos electroforéticos continuos de la misma
muestra. Se recupero el liquido del vial de salida y se colocd en un microtubo
de 1.5 mL para centrifugar a 13300g por 5 min. Las conidias se resuspendieron
agifando en vortex por 3 min. La concentracion aproximada de conidias
presentes en el vial de salida se determind como se menciond anteriormente,
interpolando en la curva patrdn correspondiente para Trichoderma

harzianum.

Este andlisis se realizd por cuadruplicado y se obtuvo el promedio.

7.7.2 Preparacion de las muestras para corrimientos electroforéticos
Se probaron diferentes condiciones en muestra como son:
e Mezcla de esporas de Agaricus bisporus var. portobello y conidias de
Trichoderma atroviride,
e Mezcla de cepas de Trichoderma (T. harzianum, T. viride, T. tomentosum)

y en corrimientos individuales.

7.7.3 Mezcla Agaricus bisporus var. portobello y Trichoderma atroviride

Se prepard una mezcla de esporas de Agaricus bisporus y conidias de
Trichoderma afroviride tomando 200uL de cada una; se colocaron en un
microtubo y se agitaron en vortex por 5 min. A dicha solucion se le adicionaron

200uL de buffer de corrimiento para obtener una dilucion final de 2:3. De la
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suspension resultante se tomaron 400 uL para utilizarlos como muestra en los

corrimientos electroforéticos.

7.7.4 Mezcla de cuatro especies silvestres del género Trichoderma

Para realizar la mezcla de cuatro especies de Trichoderma se tomaron 200ul
de cada unag, se colocaron en un microtubo y se agitdé en vortex durante 5
min. A la suspension resultante se le adiciond buffer de corrimiento para tener
una dilucion final en proporcién 2:3, fomando 400 ul de la suspension y 200 pl
de buffer. Finalmente, se colocaron 400 uL de la muestra en viales especiales

para llevar a cabo el andlisis electroforético.

7.7.5 Preparacion de soluciones
Para preparar las soluciones buffer y aditivos se utilizaron reactivos grado
analitico.

e HEPES marca SIGMA® Life Science

e Borato de Sodio, 10-hidrato marca J.T.Baker®
e p-Ciclodextrinas marca SIGMA-ALDRICH®

e CTAB marca SIGMA-ALDRICH®

e Triton™ X-100 marca SIGMA® Life Science

e Brij 35 marca SIGMA-ALDRICH®

e Hidroxido de Sodio marca J.T.Baker®

e Acido Clorhidrico marca J.T.Baker®

e Metanol marca J.T.Baker®

e Agua destilada

Los buffers utilizados se ajustaron a un pH en su mdxima capacidad de
amortiguamiento alrededor de su pKa (Tabla 10), utilizando un potencidmetro

Hanna Instruments pH 211 Microprocessor.

_________________________________________________________________________________|
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Tabla 10. Buffers y caracteristicas utilizadas.

Buffer pKa Intervalo de pH pH utilizado
Borato 9.24 8.14-10.14 8
Buffer

zwiterionicos
HEPES 7.56 6.55 - 8.55 7

7.7.6 Aditivos en buffer de corrimiento (BGE) y muestra.
Modificadores quirales: B-Ciclodextrinas (CDs)
Modificadores de FEO: CTAB 25mM

Surfactantes: TX-100 al 1% y Brij 35 al 0.9mM

Para realizar lavados del capilar entre las corridas se utilizd NaOH 1M, H20O, HCI

IMy metanol.

7.7.7 Corrimientos electroforéticos utilizando CaCl; en la preparacion de la
muestra

Se prepard una muestra con 100ulL de suspension de conidias de Trichoderma
atroviride y se le adicionaron 300uL de CaCl, 8mM, dejando reposar 24h para
posteriormente realizar el corrimiento electroforético utilizando como BGE
HEPES 20mM a pH 7.

7.7.8 Variacion de la concentracién de conidias de Trichoderma atroviride en
la muestra preparada con CaClz

Se obtuvo una suspension de conidias en H2O estéril de Trichoderma atroviride.
Se determind la concentracion de conidias fomando de la suspensidon original
diferentes voluUmenes (1ul, 2ulL, 3ulL, 4ul, 5uL, 10uL, 20uL, 30uL, 50uL, 100uL,
150uL, 200ul) en microtubos de 2mL y se calculd el total de conidias que

estaba presente en cada volumen.
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Las conidias se centrifugaron a 13300g por 5min, se elimind el sobrenadante y
se resuspendieron en 100uL de H2O estéril. A las suspensiones resultantes se le
adicionaron 300uL de CaCl, 8mM vy se dejaron reposar por 24h para su

posterior andlisis electroforético.

7.8 Microelectroforesis capilar

Para realizar el andlisis de microelectroforesis capilar se cortdé un capilar de
10cm de longitud, d.i. de 100um y se le quitd el recubrimiento de poliamida,
dejandolo totalmente fransparente. El equipo de microelectroforesis capilar
consta de una fuente de poder que proporcionara el campo eléctrico de 100
volts y dos celdas que contienen la solucion buffer donde se conectard el
capilar completamente lleno de la suspensidn de conidias. Se ufilizd un
microscopio Optico marca Zeiss para observar el interior del capilar, el sistema

se monta como se muestra en la figura 18.

Figura 18. Montaje de equipo de microelectroforesis capilar.

Para realizar los andlisis se utilizd como BGE, HEPES 1IN a pH 7.

Las muestras se prepararon con una mezcla de 100ul de suspension de
conidias de Trichoderma atroviride y 100ulL de suspension de esporas de

Agaricus bisporus.

_________________________________________________________________________________|
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Las soluciones con las que fue preparada dicha muestra fueron: B-CDs 20mM,

CTAB 25mM, Brij 35 0.9mM, Tx100 al 1%, y CaCl2 8mM.

Los andlisis se realizaron en muestras recién preparadas y 9é6h posteriores a su
preparacion para observar el comportamiento de las células fungicas en el

interior del capilar.

_________________________________________________________________________________|
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Concentracion de conidias

Para saber el nUmero aproximado de conidias con las que se trabajaba, se
calculd la concentracion de conidias. Se observd que las conidias presentes
en las suspensiones variaban de acuerdo a la especie, yendo desde los 58

millones hasta los 197 millones por uL (Tabla 11).

Tabla 11. Concentracién de conidias presentes en las suspensiones de las cuatro especies de

Trichoderma

T. harzianum T. atroviride T. viride T. tomentosum

(con/ul) (con/ul) (con/ul) (con/ul)
x108 X108 X108 X10¢

8.1.1 Andlisis espectrofotométrico

Las absorbancias correspondientes a cada una de las diluciones se utilizaron
para realizar curvas patron (Fig. 19, 20, 21, 22) para utilizarlas posteriormente
en la determinacion del nUmero de conidias que conformaban cada muestra

a analizar.
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Concentracion
(con/ul)
156.25X106
15.625X108
6.05X108
4.775X108
3.325X108
1.35X108
1.675X10¢
0

Concentracion

(con/uL)

58X108

5.8X10¢
3.275X108

2.6X108
1.125X108

9.5X10%

5X10°
0

Absorbancia

1.608
0.1525
0.0515

0.035
0.0245

0.012

0.006

0

Absorbancia

Curva patron T. atroviride

y = 1E-08x- 0.0065
R*=0.9914

0] 5000000

10000000 15000000
Concentracion (Conidias/ul)

20000000

Figura 19. Curva Patrédn de conidias de Trichoderma atroviride.

Absorbancia
1.281
0.128

0.0375
0.017
0.0115
0.01
0.006
0

Absorbancia

Curva patrén T. viride

[ ]
y = 2E-08x- 0.0121
R?=0.8708
L
1000000 2000000 3000000 4000000 5000000 6000000 7000000

Concentracion (conidias/ulL)

Figura 20. Curva Patrén de conidias de Trichoderma viride.
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Concentracion

(con/pl) Absorbancia 02
144X105 1.633
14.425106 0.187 —
7.2X108 0.07 2 o1
3.525X106 0.04
2.7X108 0.012 500
7.75105 0008 < .
5.25X105 0.005

0 0 -0.05

Curva Patron T. fomentosum

y = 1E-08x - 0.0075
R2=0.9753

5000000

10000000 15000000 20000000

Concentracién (conidias/mL)

Figura 21. Curva Patrén de conidias de Trichoderma tomentosum.

Concentracion

(con/uL)  Absorbancia  ozs
197.5X10° 1.668 .
19.75X10° 0.221 |
7.65X10° 0.072 _oe
515X10°  0.0345 & .
2.3X108 0.0325 %

1.4X10¢ 0.018 008
1.075X10¢ 0.011 0o

0 0 !

Curva patron T. harzianum

y = 1E-08x - 0.0031
R2=0.9816

5000000 10000000 15000000 20000000 25000000

Concentracién (conidias/puL)

Figura 22. Curva Patrén de conidias de Trichoderma harzianum.
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Como se observa en cada una de las curvas patrdon, el coeficiente de
correlacion R2es cercano a la unidad, lo que nos indica que son adecuadas
y que se pueden utilizar para inferpolar absorbancias y conocer la

concentracidon de conidias presentes.

8.2 Andlisis de vial de salida

Después de obtener las curvas patron de las suspensiones de conidias
correspondientes a las cuatro especies del genero Trichoderma y conocer el
numero aproximado de conidias que conformalba la suspension, se determind
la cantidad de conidias que se recuperaron en los viales de salida después del

andlisis electroforético (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de absorbancia que arrojaron los viales de salida.

Concentracion 1 Corrimiento
Abs (con/uL) (con/ulL)
0.0063 937206.511 187441.3
0.007 999645.444 199929.08
0.01 1267240.87 253448.2
0.005 821248.492 164249.6

Promedio = 201267

Cada una de las absorbancias corresponde al promedio de las
concentraciones calculadas a partir de la absorbancia de cinco corrimientos

electroforéticos consecutivos.

La muestra que se utilizd en el andlisis estd compuesta por 400 ulL de suspension
de conidias de Trichoderma harzianum con una concentracion de 18X10¢
con/ulL mds 200 uL de buffer. La muestra preparada quedo con una
concentracion de 12x106 con/ul, el volumen tedrico inyectado es de 0.095ulL,
porlo que el nUmero de conidias inyectadas es de aproximadamente 1.14X10¢
conidias. De las cuales se encontraron 201267 conidias presentes en el vial de
salida por corrimiento electroforético correspondiente a un  17.65%,
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comprobando que las senales electroforéticas obtenidas corresponden a la
migracion y deteccion de las conidias como consecuencia de su interaccion

con el BGE y los aditivos utilizados.

8.3 Viabilidad de las conidias de Trichoderma
La suspension de conidias del género Trichoderma se analizd por citometria

de flujo.

En las graficas obtenidas se observan dos poblaciones, una correspondiente
a las conidias viables (rosa) y ofra poblacion que corresponde a las conidias
no viables (negro). Las conidias viables y no viables no se diferencian en
granularidad y tamano celular (Fig. 23).

Musa wiability, All Evanls (o]

=
=

pu10h

FEC-A {2109

Figura 23. Andlisis de conidias de Trichoderma atroviride en citometro de flujo, mostrando
complejidad y famano celular de dos poblaciones: Viables (rosa), no viables (negro).

La viabilidad de las células fungicas ha sido evaluada en diferentes estudios
analizando distintos factores que pudieran afectarla negativamente como
son el potencial osmadtico, el medio de cultivo, ya sea sdlido o liquido, o la
forma de conservacion de las cepas que se utilice, relaciondndolo con la

disminucion de UFC/mL [Sarmiento, 2013].

La viabilidad de la poblacion fue del 91% (Fig. 24), que indica el porcentaje

del total de conidias que tienen la capacidad de germinar.
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Figura 24. Porcentaje de viabilidad de conidias de Trichoderma atroviride obtenida por
citometria de flujo.

Se considera una muestra adecuada ya que dicho porcentaje de células

viables estd cercano al 100%.

En la figura 25 se grafica el tamano celular contra la fluorescencia, pudiendo
observar que tanto células viables y no viables siguen presentando el mismo

tamano pero una mayor fluorescencia para las células viables.
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Figura 25. Grafica FSC-A (tamano celular) vs. PE-A (Fluorescencia) de conidias de
Trichoderma atroviride, conidias viables (rosa) y no viables (negro), tenidas con colorante
MUSE®.
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En la figura 26, se grafica granularidad contra fluorescencia mostrando que las
dos poblaciones mantienen la misma complejidad independientemente si

pertenecen a las células viables o no viables.
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Figura 26. Grafica SSC-A (Complejidad celular) vs. PE-A (Fluorescencia) de conidias de
Trichoderma atroviride, conidias viables (rosa) y no viables (negro), tenidas con colorante
MUSE®.

8.4 Efecto de B-CDs en los corrimientos electroforéticos

En los corrimientos electroforéticos realizados para el andlisis de conidias de
Trichoderma atroviride y esporas de Agaricus bisporus var. portobello,
utilizando como BGE HEPES 20mM a pH 7, se obtfuvieron multiples senales sin

una buena resolucion entre ellas (Fig. 27).

PDA- 254nm PDA- 254nm
HEPES, agaricus, 3-24-2017 10-09-28 AM T. atroviride, HEPES pH7, 3-13-2017 10-36-19 AM

PDA[ 2540m
blanko HEPES pH7 3-13-2017 12-20-13 PM

0.079 ﬂ
: A. bisporus , HAM‘ WW
- 4 A

0.06 | - g tesmifntesen 4 S AT S W A

0.057

AU

0.047 .
T. atroviride

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Minutes

Figura 27. Corrimientos individuales de T. afroviride y A. bisporus, buffer HEPES

20mM pH 7.
. __________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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A diferencia de dichas senales, se obtuvo una mejoria al utilizar como aditivo
las B-ciclodextrinas en la misma muestra, demostrando que las células fungicas
estdn interactuando con dicho aditivo a través de sus propiedades de pared
celular (Fig. 28). Este tipo de aditivos, pertenecientes al grupo de
modificadores quirales, nunca ha sido utilizado en el andlisis de células
fUngicas, Unicamente en la separacion enantiomérica de moléculas quimicas,
como agentes solubilizantes para aceites voldtiles hidrofébicos, entre otros
[Veldsquez, 2010; Alzate, 2012].
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L AVE NS I | J B

AU
¢ ¢ °
]

| IJAJ\J.‘M%M‘Q“U-W[M ‘
M

o 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Minutes

Figura 28. Corrimientos electroforéticos individuales y en mezcla de A. bisporus
y T. atroviride, buffer HEPES 20Mm con adicién de B-CDs.

Las B-ciclodextrinas forman complejos con moléculas y/o grupos funcionales,
interactuando con su cavidad por medio de puentes de H; dentro del capilar,
éstas podrian interactuar con el B-1,3-glucano (Fig. 29), al ser un compuesto
orgdnico y componente principal de la pared celular de ambos géneros
fungicos utilizados en este estudio [Castagnino, 2002; Ponton, 2008]. El B-1,3-
glucano estd compuesto por unidades de glucosa, la cavidad de las B-CDs es
adecuada para formar complejos con huéspedes con masa molecular de
entre 200 y 800g/mol [Alzate, 2012]. Otra posible interaccién se da debido a
que la pared celular fungica contiene proteinas de superficie ricas en cisteina

y propias de los hongos filamentosos (Trichoderma), conocidas como
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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hidrofobinas y se caracterizan por brindar el cardcter hidrofébico a la pared
celular fungica. Dicho efecto podria favorecer la interaccion con las B—CDs ya
que éstas también tienen un cardcter hidrofébico en su cavidad y al
inferactuar con un huésped hidrofébico desplazan las moléculas de agua que
contienen, favoreciendo su interaccidon con la pared, volviéndose un

complejo mucho mds estable [Sandoval, 2011; Martinez, 2007].

En los electroferogramas (Fig. 28) no se logrd identificar una senal
caracteristica para cada género fungico, obteniendo varios picos estrechos
que muestran la agrupacion de las células fungicas, por lo que se comprueba
que los grupos funcionales presentes en la pared celular no difieren entre

géneros fungicos, e interaccionan de la misma forma con las B-CDs.

A pesar de contar con los mismos componentes de pared celular, existen
estudios que reportan diferencias estructurales de los polisacdridos que se
encuentran en la pared celular entre variedades de la misma especie de
Agaricus bisporus, pudiendo ser la causa de que se obtengan diferentes
senales en los electroferogramas, ya que algunas células de A. bisporus y T.
atroviride podrian estar intferactuando en conjunto y de Ia misma forma con
las B-CDs debido a la similitud en la disposicion de grupos funcionales y otras
células fungicas de A. bisporus interactuar de manera separada por presentar

dichas diferencias estructurales [Garcia-Mendoza, 2000].
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Figura 29. Componentes de la pared celular fUngica interactuando con B-CDs.

Para observar la interaccidon que existe entre las células fungicas de ambos
géneros y las B-CDs se realizd un andlisis utilizando las mismas condiciones en

un sistema de microelectroforesis capilar.

8.4.1 Interaccion entre las células fingicas y las B-CDs

En el equipo de microelectroforesis capilar se pudo observar la interaccion
que existe enfre la mezcla de células fungicas de Trichoderma atroviride y
Agaricus bisporus var. portobello con las B-CDs dentro del capilar (Fig. 30).
Observando que al aplicar el campo eléctrico, algunas conidias del género
Trichoderma migran hacia el electrodo positivo como consecuencia de su pep
al estar cargadas negativamente (flecha roja); contrario a esto, algunas
esporas de A. bisporus var. portobello y conidias de Trichoderma atroviride
migran hacia el electrodo negativo (flecha azul). De acuerdo a lo reportado,
los analitos que forman complejos con las CDs migran a la velocidad del FEO
y aguellos que se encuentran libres en solucidn migran con una velocidad
diferente. Con esto podemos corroborar que la interaccion de las B-CDs se

estd presentando con ambos géneros fungicos. La velocidad de migraciéon de
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las células fungicas que interactuan con las B-CDs es menor comparada con
las células que no presentan interaccion con dicho aditivo, y esto es debido a
gue las CDs retardan el coeficiente de distribucion y la velocidad depende

directamente de él.

Figura 30. Interaccién de células fungicas de T. atroviride y A. bisporus en presencia de B-
CDs, en el interior del capilar. Conidias de T. afroviride migrando hacia el electrodo positivo
(flecha roja); complejos de B-CDs-conidia de T. atroviride y B-CDs-esporas de A. bisporus
migrando en sentido del FEO (flecha azul).

8.5 Corrimientos electroforéticos con CTAB

Al utilizar como aditivo el CTAB 15mM adicionado al BGE, HEPES 20mM pH 7,
en el andlisis de la mezcla de Agaricus bisporus y Trichoderma atroviride se
produjo la inversion del FEO, por lo que el corrimiento electroforético se realizd
en polaridad inversa. Los surfactantes cationicos, como es el caso del CTAB,
tienden a adsorberse a la pared interna del capilar recubriendo a los grupos
silanol y quedando la superficie cargada positivamente, lo que provoca que
la doble capa eléctrica esté conformada por los aniones, invirtiendo el FEO y
por lo tanto arrastrando a los analitos desde el polo negativo hacia el positivo
(Fig. 31).
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Figura 31. Posible interaccion de Agaricus bisporus y Trichoderma atroviride en presencia del
surfactante catidnico CTAB en el interior del capilar.

Al utilizar los surfactantes en una concentracion mayor a su CMC, se provoca
la formacion de micelas que se caracterizan por tener una cabeza hidrofilica
y una cola hidréfoba; dichas micelas interactuan por medio de sus colas
formando agregados con las conidias (Fig. 31); los agregados micelas-
conidias de surfactantes catidnicos migran en sentido del FEO y algunos se
adhieren a la pared interna del capilar, esto es debido a que las cationes que
se encuentran en las cabezas de las micelas se unen a los grupos Si-O- del
capilar para neutralizar la carga negativa, cuando estos ya estdn
intferaccionando con los analitos mediante sus colas hidrofébicas.

Enlos electroferogramas se obtuvieron senales electroforéticas estrechas, pero
no se logrd identificar las que correspondieran a cada género fungico (Fig.
32).
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Figura 32. Corrimientos electroforéticos de mezcla A. bisporus y T. atroviride,
buffer HEPES con adicidén de CTAB 25mM.

Dicho efecto de agregaciéon y adherencia a la pared interna del capilar fue
reportado por Salazar en el 2015, al redlizar un andlisis utilizando
microelectroforesis capilar. En el 2016, Gallegos reportd el mismo efecto de
agrupacion en conidias del género Trichoderma utilizando como aditivo el
CTAB, obteniendo una senal electroforética estrecha y definida. En este
estudio se utilizaron dos géneros fungicos, Trichoderma atroviride y Agaricus
bisporus. De acuerdo con las sefales que se obtfuvieron, se podria indicar que
la agrupacion de células fungicas se presenta sin importar que pertenezcan a
dos géneros fungicos diferentes, esto debido a la similitud estructural que
permite la disposicion de los mismos grupos funcionales en la pared celular
fungica; ademds de que el valor de pH del buffer (HEPES pH 7) con el que se
trabaja les confiere a las células fungicas un cardcter hidroéfobo que favorece
la interaccion con las micelas formadas por el surfactante CTAB [Garciao-
Mendoza, 2000; Castagnino, 2000; Salazar, 2015; Gallegos, 2016].
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8.5.1 Interaccion de las células fongicas con CTAB

Utilizando el surfactante cationico CTAB se observd el comportamiento de la
mezcla de células fungicas de Trichoderma atroviride y Agaricus bisporus var.
portobello en el interior del capilar (Fig. 33). Se pudo corroborar que en
presencia de dicho surfactante catidnico las conidias tienden a agruparse y
adherirse a la pared interna del capilar, sin diferenciar entre los dos géneros
fungicos T. atroviride y A. bisporus; al formar dichos agregados adheridos a la
pared no presentan movilidad electroforética y se mantienen en el mismo sitio
en todo el tiempo de andlisis, también se logra observar que algunas conidias
individuales de T. atroviride migran hacia el electrodo positivo debido a su pep
al estar cargadas negativamente(indicadas con flecha amarilla) y algunas
células de A. bisporus y T. atroviride migran hacia el electrodo negativo por la
posible interaccion con el surfactante catidnico CTAB al proporcionarles su

carga positiva [Salazar, 2015; Castagnino, 2000].

Figura 33. Interaccién de A. bisporus y T. atroviride en presencia de CTAB 25mM, observado
en microelectroforesis capilar. Conidias de T. afroviride migrando hacia el electrodo positivo
debido a su pep (flecha amarilla). Agregados de células fungicas de ambos géneros T.
atroviride y A. bisporus adheridos al capilar no presentan movilidad electroforética
(explicacion en el texto).
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8.6 Efecto del Brij 35 en los corrimientos electroforéticos

En los corrimientos electroforéticos donde se utiliza Brij 35 como aditivo en el
BGE, se analizd la muestra preparada con mezcla de tres cepas silvestres de
Trichoderma (T. harzianum, T. viride, T. fomentosum) y corrimientos individuales
de cada cepasilvestre; en los corrimientos de cepas individuales se obtuvieron
multiples senales estrechas sin lograr la agrupacion (Fig. 34), en los corrimientos
electroforéticos realizados con la mezcla no se logré caracterizar senales
correspondientes a cada uno de las especies fungicas.
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Figura 34. Corrimientos electroforéticos de mezcla de tres cepas de Trichoderma,
utilizando HEPES como BGE adicionado con Brij 35.

Este tipo de aditivos se han utilizado en andlisis de células fungicas, como lo
reportado por Horka en el 2009, donde logrd separar una mezcla de conidias
de diferentes géneros fungicos utilizando Brij 35 como aditivo. Al fratarse de un
surfactante no idnico, éste puede provocar la migracion de Ias conidias de
manera agrupada o individual, evitando que éstas se adhieran ala pared (Fig.
35) como se observd en estudios anteriores, migran en diferentes conjuntos,
dando como resultado senales electroforéticas sin resoluciéon [Salazar, 2015].

De acuerdo a lo reportado por Garcia-Mendoza respecto a las diferencias
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estructurales de los componentes de pared celular entre la misma especie de
A. bisporus, se podria sugerir que entre las conidias de las tres especies silvestres
del género Trichoderma también pueden existir dichas diferencias
estructurales, lo que provoca que se obtengan mdlfiples senales

electroforéticas en los andlisis [Garcia-Mendoza, 2000].

- O Catidnes de solucidn Moléculas de Brij 35
B I’IJ 35 circundante O
. Grupos silanol G Conidias de Trichoderma spp

Figura 35. Interaccién de conidias de Trichoderma spp. en presencia del surfactante no
idnico Brij35, en el interior del capilar.

8.6.1 Interaccion del Brij 35 con las células fingicas en el interior del capilar

Utilizando el sistema de microelectroforesis capilar se observd la intferaccion de
células fungicas de Agaricus bisporus var. portobello y Trichoderma atroviride
en presencia del surfactante no idnico Brij 35 (Fig. 36), pudiendo observar que
las células de ambos géneros fungicos migran de forma individual hacia el
electrodo negativo (indicadas con flecha amairilla); se observan migrando en
el centro del capilar sin adherirse a su pared, corroborando los resultados
obtenidos por Salazar (2015) al utilizar un surfactante no iénico. Debido a los
resultados obtenidos, se puede sugerir que los surfactantes no ibnicos pueden
utilizarse para realizar andlisis de células fungicas individuales ya que evitan la

agregacion celular.
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Figura 36. Fotogramas de la interaccién de A. bisporus y T. atroviride en presencia de Brij 35
0.9mM, en el sistema de microelectroforesis capilar. Migracién individual de conidias de T.
atroviride y esporas de A. bisporus hacia el electrodo negativo (indicadas con flecha
amairilla), no presentan adherencia a la pared interna del capilar.

8.7 Efecto del CaCl; en los corrimientos electroforéticos

En los andlisis electroforéticos, ufilizando iones divalentes, se realizd una
primera prueba utilizando una muestra preparada con 100ulL de suspension de
conidias de Trichoderma atroviride y se le adicionaron 300uL de CaCl, 8mM, el
BGE fue HEPES 20mM a pH 7; al probar dichas condiciones se obtuvieron en los

electroferogramas un solo pico simétrico y bien definido(Fig. 37).
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Figura 37. Senal electroforetica obtenida en el analisis de Trichoderma atroviride utilizando
CaCl2 8mM, BGE HEPES 20mM a pH 7.

De acuerdo a la senal electroforética obtenida, podriamos sugerir que Ias
conidias de Trichoderma atroviride en presencia de CaCly tienden a
agruparse y por esto se obtiene un solo pico en el electroferograma. Esto se
puede comparar con los resultados obtenidos en otros estudios donde utilizan
el Ca?* en andlisis electroforéticos de levaduras y bacterias. Como lo
reportado por Dziubakiewicz en el 2013, donde evalud el comportamiento
electroforético de bacterias Gram (+) y Gram(-) utilizando iones Ca2* para
modificar su carga superficial, observando que bajo estas condiciones las
bacterias crean agregados compactos y se presentan menos senales de ruido
en los electroferogramas. De igual manera, Rogowska y colaboradores (2018)
analizaron el comportamiento electroforético de Saccharomyces cerevisiae
utilizando iones Ca?*, reportando la acumulacion de células de levadura

[Dziubakiewicz et al., 2013; Rogowska et al., 2018].

La posible interaccion del CaCl, con las células fungicas podria atribuirse a
que la pared celular fungica estd compuesta principalmente por B-glucanos,
glicoproteinas y quitina; ésta conformacion de la pared celular permite que
haya una gran cantidad de grupos funcionales en la superficie, como son los

carboxilos, fosfatos y aminas. Debido a los valores de pH utilizados en este
. __________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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estudio (valor mayor a su pKa), los grupos funcionales de la pared celular
fungica se encuentran desprotonados otorgdndoles una carga negativa,
favoreciendo la interaccion con los iones Ca?* cargados positivamente (Fig.
38). Los carboxilos son reportados por Rogowska y colaboradores (2018) como
la principal interaccidon con los iones Ca?*, por lo que el CaCl; podria estar
formando pares idnicos con los carboxilos presentes en el B-glucano,

componente principal de la pared celular fungica. [Rogowska et al., 2018].

Figura 38. Par idénico formado entre el glucano y el CaCla.

En el mismo estudio realizado por Rogowska y colaboradores (2018), evaluaron
el efecto de diferentes valores de pH (6, 8, 9) de la solucidon de calcio 5mM,
con un BGE de TB pH 7.98, indicaron que el pH en la solucion de Ca?* si afecta
la movilidad electroforética de las células de levadura disminuyéndola vy
aumentando la infensidad de la senal, atribuyendo esto a la aglutinacion de
las levaduras [Rogowska et al., 2018]. En este estudio no se confrold el valor de
pH en la solucion, Unicamente la concentfracion siendo de 8mM vy el BGE fue
HEPES 20mM a pH 7; a pesar de no controlar el valor de pH, se logré obtener

un pico simétrico y bien definido.

Ademds, mencionan que la mayor reproducibilidad de senales
electroforéticas la obtuvieron al utilizar un pH de 9 en la solucidén de calcio; en

nuestro estudio se realizaron repeticiones (Fig. 39) del andlisis de la muestra
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modificada con los iones Ca?*, obteniendo senales electroforéticas iguales, a
pesar de no controlar el pH de la solucion de Ca?+, Unicamente del BGE, HEPES
con un pH de 7; esto podria sugerir que a este valor de pH existe una alta
desprotonacioén de los grupos funcionales que se encuentran en la superficie
de pared celulary por lo tanto mayor disponibilidad de sitios de unidn de iones,

provocando la agregacion de las células fungicas [Rogowska et al., 2018].

T. atroviride

005,

Absorbancia

004

003

Repeticiones

Minutos

Figura 39. Repeticiones de andlisis de la muestra de conidias de Trichoderma atroviride con
CaClz2 8mM, BGE HEPES 20mM pH 7.

Al preparar la muestra con 100uL de Trichoderma atroviride y 300uL de CaCly,
se observd que en el andlisis de la muestra recién preparada no se obtenia
una senal en los electroferogramas, por lo que se dejé reposar 24 h y al realizar
un nuevo andlisis electroforético se logré obtener el mismo pico bien definido
y simétrico que se habia obtenido en las anteriores muestras analizadas (Fig.

40).
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T. atroviride
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Figura 40. Andlisis electroforético de conidias de Trichoderma atroviride con CaCle. (q)
Recién preparada, (b) 24 h de reposo.

Minutos

Al observar los resultados obtenidos después del reposo de la muestra por 24h,
se realizé el andlisis electroforético de la misma muestra en diferentes dias (1,
5, 6y 22) posteriores a su preparacion para observar sicambiaba la senal entre
mas dias de interaccion entre las células fungicas y el CaClz (Fig. 41), pudiendo
observar que la senal electroforética no presenta un cambio significativo con

el tiempo.

T. atroviride + CaClz

w24 h (1dia)
mmmm 120 h (5 dias)
o w144 h (6 dias)
mmm 528 h (22 dias)

Absorbancia

Minutos

Figura 41. Senales electroforéticas obtenidas en andlisis de la misma muestra de T. atroviride
con CaClg, HEPES 20mM pH 7, a diferentes dias posteriores a su preparacion.

_________________________________________________________________________________|
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8.7.1 Efecto del CaCl; en el corrimiento electroforético de Agaricus bisporus
Al ufilizar las mismas condiciones ufilizando iones divalentes (CaClz) con BGE
HEPES 20mM a pH 7, en el andlisis del género fungico Agaricus bisporus no se

logré obtener una senal electroforética (Fig. 42).

MMMMMMM

Figura 42. Electroferograma obtenido del andlisis de Agaricus bisporus con CaClz, BGE HEPES
20mM a pH 7.

Al no obtener una senal, se decidid realizar modificaciones a las condiciones
y ahora utilizar TBE como BGE, sin lograr obtener nuevamente una senal

electroforética.

Esta ausencia de senales electroforéticas, utilizando las mismas condiciones
gue en los andlisis de conidias de Trichoderma atroviride, podria deberse a
que la pared celular fungica de Agaricus bisporus estd compuesta
principalmente por a—y B-glucanos, galactanos, mananos, xilanos, quitina con
enlaces N-acetilglucosamina, y en una proporcién menor de proteinas y
lipidos, ademds de que sus esporas presentan sobre su pared celular una
cubierta con melanina; dicha conformacién es semejante a la composicion
de pared celular del genero Trichoderma, por lo que cuentan con los mismos
grupos funcionales disponibles para la interaccion con el CaCly, pero a pesar
de dicha semejanza existen estudios que han reportado diferencias quimicas
estructurales de los polisacdridos que se encuentran en la pared celular entre
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variedades de la misma especie de Agaricus bisporus, lo que podria ser la
causa de que las esporas de A. bisporus no interactien con los iones Ca?* y
por lo tanto no se obtenga una senal en los electroferogramas [Garcia-
Mendoza, 2000].

Para corroborar la estructura quimica de la pared, se han realizado pruebas
de degradacion enzimdtica ufilizando a- y B-glucanasas asociadas con
quitinasas, con lo que han logrado comprobar la localizacion de los
polisacdridos denfro de la pared, corroborando las diferencias que ya se

habian demostrado [Garcia-Mendoza, 2000].

La pared celular fungica de A. bisporus es una enfidad muy dindmica que
cambia a lo largo de todos los procesos morfogenéticos citados [Cid et al.,
1995].

Ofro factor que podria afectar alos componentes de la pared celular fungica
de A. bisporus es que sus cultivos se encuentran frecuentemente
contaminados por el fitopatdgeno Verticilium fungicola y tfratando de
controlar dicha micosis se ha implementado de manera rutinaria la aplicacion
de fungicidas que afectan tanto al micopatdégeno como al hospedero, en

este caso A. bisporus [Garcia-Mendoza, 2000].

8.7.2 Interaccion del CaClz con T. atroviride y A. bisporus al interior del capilar
Al observar el comportamiento de la mezcla de células fungicas de T.
atroviride y A. bisporus al interior del capilar (Fig. 44), se pudo observar que las
conidias de T. atroviride migran en el centro del capilar, de manera conjunta
hacia el electrodo negativo, lo que nos indica que estdn interaccionando con
los iones Ca2*, pudiendo corroborar que las senales electroforéticas obtenidas
en el equipo de EC si corresponden a la migraciéon y deteccidon de conidias

de T. atroviride.
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Las esporas de A. bisporus no presentan movilidad al estar en presencia de 1os
iones Ca?* (flecha azul) lo que puede explicar la ausencia de senales

electroforéticas al analizarlo individualmente (Fig. 43).

Esta falta de movilidad electroforética en las esporas de A. bisporus podria
afribuirse a que los iones Ca?* interactuan con mayor facilidad con los grupos
funcionales presentes en su pared celular debido a que existe una mayor
superficie para interaccionar al poseer un tamano de hasta 8.5um por 6.5um,

neutralizando por completo las cargas de la espora.

Es importante resaltar que en este sistema de microelectroforesis, el capilar se
encuentra completamente lleno de la suspensidon de células fungicas y por lo
tanto no se produce el FEO, lo que pudiera sugerir que las esporas al ser neutras
no pueden migrar. En el caso de las conidias de T. atroviride, los iones Caz*
podrian  estar interactuando con algunos  grupos  funcionales
proporciondndoles una mayor carga positiva, pero sin neutralizar por
completo la carga de la conidia y esto podria deberse a que la conidia, al
tener un menor tamano de 2 a 6 um, no permite la interaccién de los iones
Ca2t con todos los grupos funcionales, posiblemente debido a un efecto

estérico.

En los andlisis realizados en el equipo de EC Unicamente se inyecta un plug de
muestra, lo que podria ser la causa de obtftener un solo pico en el

electroferograma, ya que las conidias de T. atroviride migran en conjunto.
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Figura 43. Fotogramas de la interaccidén de A. bisporus y T. atroviride en presencia de CaCl.
8mM, en el sistema de microelectroforesis capilar. Esporas de A. bisporus no tiene movilidad
electroforética en presencia de CaClz y se sugiere la posible neutralizacion de células
(indicadas con flecha azul).

En el microscopio Optico se analizd la mezcla de células fungicas de A.
bisporus y T. atroviride en presencia de CaCly; se observd que en presencia de
dicho aditivo las células de ambos géneros fungicos presentan agregacion
(Fig. 44), a diferencia de lo que ocurre en el interior del capilar donde las
esporas de A. bisporus no interaccionan con el CaCla.

E SN o]
0,0 O ° 0
9 ®o " © )

Figura 44. Agregacion de células fungicas de Trichoderma atroviride y A. bisporus en
presencia de CaClz, observada en microscopio optico marca Leica 40x.
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8.8 Efecto de la concentracion de conidias de Trichoderma atroviride en el

corrimiento electroforético
En la Tabla 13 se muestra el nimero total de conidias que conforman los

volUmenes de suspensidon con los que se prepard la muestra a analizar.

Tabla 13. NUmero total de conidias que contienen las distintas suspensiones.

Volumen de suspension de Total de conidias en
conidias suspension (x10¢)

Tul 22.3

2uL 44.7

3ul 67

apL 89.4

5uL 111.7

10pL 223.5

20pL 4471

30uL 670.7

50ulL 1117.8
100uL 2235.6
150uL 3353.4
200pL 4471.2

Se realizaron andlisis electroforéticos variando la cantidad de conidias de
Trichoderma afroviride en la muestra, utilizando iones divalentes (CaCly). En la
tabla 14 se muestran las senales electroforéticas correspondientes a cada uno
de los volumenes utilizados y la cantidad aproximada de conidias que fue
inyectada en cada andlisis.

Podemos observar en los electroferogramas que el pico correspondiente a
cada andlisis se presenta en el mismo tiempo de migracion, entre 4y 6 minutos,
y que la intensidad de la senal va aumentando conforme aumenta la
cantidad de conidias inyectadas, yendo desde los 2 millones que corresponde

a 1 ulL de suspension de conidias hasta los 424 millones correspondientes a 200
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uL de conidias analizadas. Como se puede observar en la tabla 14 la mejor

senal electroforética se obtuvo al utilizar alrededor de 212 millones de células

fUngicas. Se puede sugerir que con esta cantidad de conidias existen los

grupos funcionales suficientes para que se presente la interaccion con la

totalidad de los iones Ca2* y se produzca la agregacion de todas las células

fungicas, mostrando un pico definido, estrecho y sin ninguna otra senal de alta

intensidad en el electroferograma.

Tabla 14. Senales electroforéticas correspondientes a diferente nimero de conidias en el

andlisis.
T.alulL+ T.a30 L+
300uL 300puL
CaClz CaClz
Conidias Conidias
Inyectadas inyectadas
2123827 63714828
Ta.2puL+ T.a50 pL +
300uL 300puL
CaClz CaClz
Conidias Conidias
Inyectadas inyectadas
4247655 106191380
TadpL+ T.a 100 pL
300uL +300puL
CaClz CaClz
Conidias Conidias
Inyectadas inyectadas
8495310 212382760 Lﬁﬁﬂ%\hkk,“gé,h¢ﬂ‘ewg
Ta5pL+ T.a 150 pL
300pL +300pL
CaCly CaCly
Conidias hF“_*EF_JL_drnr_ Conidias
Inyectadas inyectadas
10619138 318574140
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T.a10 pL + T= T.a 200 pL =
300pL i +300uL

CaClz . CaClz

Conidias Conidias
inyectadas . inyectadas
21238276 : 424765520

Con los resultados obtenidos en ese andlisis nosotros podriamos sugerir que el
numero de conidias inyectadas en los andlisis electroforéticos posteriores

contenga un aproximado de 200 millones de conidias.
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IX. RESUMEN DE RESULTADOS

v" ElnUmero de conidias que conformaba las suspensiones de las cuatro especies
silvestres de Trichoderma van desde los 58 millones hasta los 197 millones por
ul.

v" El volumen de inyeccion fue de 0.095ul que contenian 1.14X10¢ conidias de T.
harzianum, y se recuperaron 201267 conidias en el vial de salida por corrimiento
electroforético, correspondientes al 17.65%.

v' La suspension de conidias de Trichoderma afroviride analizada por citometria
de flujo mostré la viabilidad de la poblacion celular de 91%, y no mostrd
diferencias en cuanto a granularidad y tamano celular entre células viables y
no viables.

v El aditivo B-CDs muestra mejorias en las senales electroforéticas de A. bisporus
y T. atroviride, mostrando picos estrechos, definidos y simétricos, sin mostrar
diferencias entre géneros fungicos en la interaccién con este tipo de aditivos.

v Con el aditivo CTAB, las células fungicas de ambos géneros fungicos se
agrupan sin  diferenciar entre géneros fungicos, mostrando senales
electroforéticas sin resolucion; en la microelectroforesis se observa que migran
en ambos sentidos y en diferentes grupos, pero sin hacer diferencia entre
géneros fungicos.

v' Utilizando como aditivo el Brij 35 las conidias de fres cepas silvestres de
Trichoderma no se adhieren a la pared interna del capilar y migran
individualmente, obteniendo multiples senales en los electroferogramas.

v' En presencia del CaClz se logré obtener una senal electroforética estrecha,
definida y simétrica de conidias de Trichoderma, lo que indica la agrupacion
de células en presencia de dicho surfactante. Las esporas de A. bisporus en
presencia del CaClo no presentan movilidad electroforética, Unicamente
agregacion celular debido a la posible neutralizacién de cargas presentes en
su pared celular, mostrando las diferencias estructurales entfre los dos géneros

fungicos.
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X. CONCLUSION

La movilidad electroforética de conidias de Trichoderma atroviride y esporas
de Agaricus bisporus presenta cambios al interaccionar con aditivos como
selectores quirales, surfactantes, presentando un mayor efecto en la
movilidad al utilizar sales como CaCl, en el buffer de corrimiento, mostrando

diferenciacion enfre las células de cada género fungico.

|
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Xl. PERSPECTIVAS

s Utilizar aproximadamente 200 millones de conidias inyectadas en los
corrimientos electroforéticos.

% Pruebas con diferentes tipos de buffer en el andlisis de células de
diferentes géneros fungicos.

% Probar diferentes concentraciones de aditivos como B-CDs en el
buffer de corrimiento.

% Cambiar la concentracion de CaCl, y controlar el pH de la solucion.
% Comparar las senales electroforéticas obtenidas al adicionar otros

iones divalentes en el buffer de corrimiento o directamente en la
muestra.
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