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RESUMEN

El analisis de los hongos contribuye al entendimiento de fendmenos
bioldgicos relacionados con su superficie, como son interacciones célula-célula,
respuesta inmune, resistencia a medicamentos; al desarrollo de nuevos métodos
de diagnéstico, asi como al aprovechamiento de sus diversas propiedades en
areas de interés médico y biotecnoldgico, por ejemplo. Los componentes de la
pared celular como quitina, B-a-glucanos, manoproteinas, lipidos, pigmentos y
sales organicas e inorganicas les confieren propiedades fisicoquimicas a las
diferentes especies, con lo cual se logran identificar y caracterizar. En este trabajo
proponemos la EC para el estudio de esporas fungicas. La EC es una técnica de
separacion que se basa en la diferente movilidad o velocidad de migracién de las
particulas cargadas debido a la accion de un campo eléctrico. El analisis se realiza
en funcion de las diferentes movilidades electroforéticas, tomando en cuenta para
ello la composicion quimica de la pared. Se emple6 el Sistema de Electroforesis
Capilar P/ ACE MDQ Beckman Coulter® con DAD a 201 nm, T=25°C, 10, 15, 17 y
20 Kv. Las cepas en estudio fueron Amylomyses rouxii, Trichoderma atroviride y
Agaricus bisporus. Las esporas son suspendidas en buffer de corrimiento (BGE).
Los BGE fueron citrato de sodio, borato de sodio, fosfato de sodio, fosfato de
potasio, EDTA, TRIS y TBE, a un intervalo de pH de 5 a 9 y concentraciones de 10
a 30 mM. Se probaron capilares de silice fundida de 75y 100 ym de d.i., con 20 y
38 cm de Ly Cada buffer ofrecié diferentes resultados en términos de banda
electroforética. Al variar el pH se observo que, a mayor pH el tiempo de migracion
disminuye modificandose, por tanto, la pep. El incremento de la concentracion del
BGE produjo una disminucion de la e, de las esporas fungicas. El capilar de 100
Mm de d.i. y 48 cm de longitud permite una mayor sensibilidad al analisis. La
movilidad electroforética de las células fungicas es constante en corridas
sucesivas bajo las mismas condiciones electroforéticas, dando tiempos de
migracion caracteristicos para cada tipo de espora. También fue posible separar
esporas de T. atroviride y A. bisporus en mezcla. El empleo de la EC en el estudio
de esporas fungicas permite la determinacion de sus caracteristicas
electroforéticas para una mejor comprension y subsecuente aprovechamiento de
sus propiedades. Ademas, estos estudios pueden marcar la pauta para en un
futuro emplear la EC en la caracterizacion de hongos de importancia médica.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

1. INTRODUCCION

El analisis, caracterizacion e identificacion de los hongos, es crucial en diversas
areas del conocimiento, por ejemplo en la industria alimenticia, farmacéutica, en el
area de la medicina y en el sector publico. Desde el punto de vista médico-clinico,
es imprescindible la busqueda e identificacion del factor etiolégico de una
enfermedad infecciosa, lo cual es un paso necesario para el control y tratamiento
de la enfermedad. Asi mismo, en la industria alimenticia la presencia de hongos y
sus metabolitos en los alimentos y granos en almacenamiento, pueden traer como
resultado pérdidas econdmicas considerables, aunado a esto, las enfermedades
producidas por productos contaminados son el resultado directo de graves
problemas en la salud. El andlisis de los hongos puede llevar al desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de dichas enfermedades. En el area de la
biotecnologia, se ha incrementado el uso de los hongos en la obtencion de
alimentos y bebidas. Ademas, los hongos filamentosos producen el 25% de los
antibidticos conocidos hasta el momento.

La identificacion de los hongos se realiza principalmente mediante cultivos vy
observacion microscopica. De esta manera se obtiene informacién sobre la
morfologia del hongo; sin embargo, estas técnicas requieren de tiempos largos de
analisis debido a la preparacién de la muestra y su cultivo. Actualmente existen
nuevas metodologias como la deteccidbn de antigenos y/o anticuerpos, y la
biologia molecular; aunque para éstas se requiere de instrumentos complejos y
personal altamente especializado, ademas de que la preparacion de la muestra
requiere de pasos complicados, reactivos muy caros y gran consumo de tiempo.
Debido a estos inconvenientes se hace indispensable el desarrollo de una técnica
rapida para la identificacién y caracterizacién de hongos. Los componentes de la
pared celular fungica pueden contribuir al desarrollo de métodos de diagndstico
basados en su identificacion. La pared celular fungica esta constituida por
polisacaridos como quitina, B y a — glucanas, y glicoproteinas; ademas, contiene
pequefas cantidades de lipidos, pigmentos como la melanina y sales organicas e
inorganicas. La composicion predominante de los constituyentes de la pared
celular, varia segun el grupo taxonémico y le confiere diversas caracteristicas a
cada tipo de hongo. Ademas, el conocimiento de los componentes de la pared
fungica contribuye al entendimiento de fendmenos biolégicos relacionados con su
superficie.
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En este trabajo proponemos la EC para el estudio y caracterizacion de esporas
fungicas tomando en cuenta para ello los componentes generales de las paredes
celulares de los hongos y con esto obtener informacion sobre su comportamiento
electroforético.

La EC es una técnica de separacion que se basa en la velocidad de migracion de
las particulas cargadas, debido a la accidén de un campo eléctrico. La separacion
se lleva a cabo en tubos capilares. La deteccion se realiza mediante la lectura de
la absorbancia en la regién del ultravioleta-visible. Es ideal para manipular
cantidades pequenas de muestra y reactivos, por lo que resulta ser una técnica
econdomica; ademas, posee facilidad de empleo. Las ventajas de la EC se han
extendido a la determinacion de entidades biologicas como células y
microorganismos, incluyendo virus y bacterias. Sin embargo, y a pesar de su
importancia, son casi nulas las referencias que emplean EC para el estudio de
células fungicas. El analisis electroforético de células y microorganismos (MO)
puede llevarse a cabo, ya que éstos se consideran como particulas coloidales
debido a su tamafo y comportamiento en suspension acuosa. La carga de los
coloides puede ser adquirida por adsorcion, al fijar cargas eléctricas o iones de la
solucion; o puede ser propia, al ionizarse los grupos funcionales presentes en su
superficie. Los grupos ionizables sobre la superficie de los MO son aminoacidos,
sulfatos, fosfatos, aminas y carboxilos. Factores como el pH, temperatura,
concentracion y tipo de buffer afectan la carga de la superficie, siendo éstas
propiedades las que permiten analizar al MO por EC.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 HONGOS

Los hongos son organismos eucariéticos, aerobios y heterétrofos que poseen
paredes celulares rigidas; incluyen desde organismos unicelulares hasta
organismos pluricelulares macroscépicos. Debido a que carecen de clorofila,
requieren una fuente externa de carbono y, de acuerdo con la clase de sustancia
organica que aprovechen, actuan como saprofitos, parasitos o simbidticos. Son
organismos muy abundantes y ubicuos en la naturaleza; constituyen uno de los
cinco reinos de los seres vivos, el reino Fungi (Eumycotas), el cual actualmente
esta clasificado en los filos Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota,
Zygomycota y Chtridiomycota®. Los hongos poseen gran diversidad de formas y
tamafos y pueden vivir en sustratos y condiciones ambientales muy variadas.
Pueden subsistir en rangos de pH muy amplios, aunque la mayoria viven en
medios ligeramente acidos, entre 6.0 y 6.5. La temperatura mas adecuada para su
desarrollo es de 25 a 28 °C. Ademas, la humedad relativa de 60 a 80% es
importante para el desarrollo y fructificacion de los hongos filamentosos?’.

La unidad celular fundamental de un hongo es la hifa, éstas pueden ser septadas
o cenociticas [Fig. 1]; al conjunto de hifas se les denomina micelio. De acuerdo a
su funcioén, el micelio se clasifica en vegetativo y reproductor. El primero, inmerso
en el sustrato, se encarga de la absorcion y transformacién de nutrientes, mientras
que el segundo, también llamado aéreo, soporta las estructuras y formas de
reproduccién. La reproduccién de un hongo puede ser sexual o asexual. Las
estructuras de reproduccion, por tanto, pueden ser de tipo sexual, denominandose
esporas, en tanto que las de tipo asexual se denominan conidias®.

Fig. 1. A) Hifas cenociticas; B) Hifas septadas.
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2.1.1 REPRODUCCION

Los hongos, como ya se menciond, se reproducen de dos maneras: Sexual y
Asexual. En la propagacion de muchos hongos, la reproduccidn asexual tiene
mayor influencia que la sexual, pues durante ésta se origina un mayor numero de
elementos reproductores y necesita condiciones menos criticas para efectuarse.
Por otro lado, la reproduccion sexual es indispensable para la formacion de

esporas con mayor capacidad de resistencia, lo que les permite sobrevivir en las

. , 27
condiciones mas adversas” .

2.1.1.a Reproduccion Sexual y Asexual

La mayoria de los hongos poseen en su ciclo de vida tanto fase sexual como
asexual. En la reproduccion sexual, los hongos presentan 6rganos masculinos (-)
y femeninos (+). El fendbmeno completo comprende dos procesos: fecundacion y
meiosis, dando como resultado la formacidn de esporas sexuales con
recombinacién de material genético. La fase asexual involucra crecimiento
vegetativo, que se efectua por fragmentacion de las hifas y el micelio, ademas no
presenta unién de micelios sexuales o gametos?®’.

2.2 CICLOS DE VIDA DE LOS DIFERENTES PHYLA
2.2.1 Ciclo de Vida de Zygomycota

Los Zygomycota presentan reproduccion sexual y asexual. La reproduccion sexual
inicia cuando las hifas especializadas, llamadas progametangios, de dos cepas
compatibles se encuentran y se unen formando dos células apicales, los
gametangios. Posteriormente se lleva a cabo la fecundacion, donde ocurre la
plasmogamia, que es la union de los protoplasmas de las células sexuales y los
nucleos de ambas se aproximan uno a otro; y la cariogamia, donde se lleva a cabo
la fusion de los nucleos produciendo células diploides. La célula multinucleada
resultante forma una pared dura y verrugosa, y se transforma en un zigosporangio
latente que contiene una unica zigospora. Cuando las condiciones ambientales
son favorables, los nucleos diploides sufren meiosis. Luego ocurre la germinacion,
se rompe la pared del zigosporangio y emergen las zigosporas que seran
transportadas por el viento y en condiciones adecuadas daran lugar a un nuevo
micelio [Fig. 2].

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

a &
@ R 1 a6 \— Esporangios
asexual J

Esporangitforno

Haploide -

Esporangio =

- -

G—am_e'tangim
- N ————— e
.. - -

Progametangios ' "«
2 == . ks -

- —

Miacleo -
Meiosis Haploide ——
; (durante la | | Fecundacion
(b) germinacion) :
: - Reproduccidn sexual
Zigosporangio
=g con micleos -
‘N : diploides B
. S &7 R
£ *——-—- -
Diploide Nuacleos
diploide

Fig. 2 Reproduccion asexual y sexual de un Zygomycota.
www.botanica.cnba.uba.ar

La reproduccién asexual es mucho mas sencilla; en ésta ocurre la formacion de
esporangioforos cuyos esporangios producen esporangiosporas del mismo tipo
de compatibilidad sexual de la que les dio origen. Cuando los esporangios
maduran, sus paredes se desintegran desprendiendo las esporas que son
transportadas por el viento. En condiciones favorables de humedad y temperatura
las esporas germinan y dan origen a un nuevo grupo de hifas?’.

2.2.2 Ciclo de Vida de Ascomycota

La reproduccion sexual de un Ascomycota es similar a la de Zygomycota. Incluye
plasmogamia, cariogamia y meiosis. Sin embargo, el caracter esencial de estos
hongos y al que deben su nombre es la formaciéon de esporangios caracteristicos
de su estado de reproduccién sexual, lamados ascas, en cuyo interior se generan
esporas denominadas ascosporas. En ocasiones las ascas pueden quedar
aisladas unas de otras, pero en la mayoria de los casos se agrupan en cuerpos
fructiferos, microscépicos o macroscopicos llamados ascocarpos [Fig. 3].
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Fig. 3 Reproduccion asexual y sexual de un Ascomycota.
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resultado de la reproduccién asexual es la formacion de conidios o
conidiosporas, los cuales se forman a partir de hifas somaticas llamadas
conidiéforos. A partir de la reproduccion asexual de los Ascomycota también
pueden desarrollarse cuerpos fructiferos con aspectos y colores muy diversos?’.

2.2.3 Ciclo de Vida de un Basidiomycota

En los Basidiomycota la reproduccion puede ser sexual o asexual, predominando
o alternando una con respecto a la otra. Sin embargo, en muchos hongos de este
filo no se conoce la reproduccion asexual. Los Basidiomycota, durante su ciclo
biolégico, pasan por tres fases de desarrollo de su micelio, que corresponde a tres
tipos: primario, secundario y terciario. Este ultimo, es caracteristico de la fase de
reproduccién sexual y se organiza en tejidos especializados para formar cuerpos
fructiferos [Fig. 4].
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Fig. 4 Reproduccion sexual de un Basidiomycota.
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La reproduccion sexual inicia con la germinacion de las basidiosporas y dan lugar
a un micelio monocaridtico primario. Esta fase suele ser corta, ya que pronto
ocurre la somatogamia o fusion de hifas compatibles, en la cual se obtiene un
micelio secundario, dicariético. Este micelio, al agruparse en tejidos, se denomina
terciario, dando lugar a cuerpos fructiferos, los basidiocarpos. Los basidios se
disponen sobre y dentro del basidiocarpo, a menudo en el himenio, donde de cada
uno dara lugar a cuatro basidiosporas externas?’.

2.3 ESPORAS FUNGICAS

Como resultado de la reproduccion sexual y asexual, en los hongos se producen
esporas caracteristicas para cada grupo de hongo. En muchos hongos, las
esporas no poseen pared celular y son flageladas, aunque la mayoria carecen de
flagelos y tienen caracteres sumamente distintos. Todas son microscoépicas, las
hay muy pequenas, de unos cuantos ym hasta 20 um. Poseen colores variables,
desde hialinas hasta oscuras. Su forma puede ser esférica, cilindrica u ovoide.
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| Ademas tienen una amplia diversidad de aspecto externo
& g conferido por su pared. De esta manera, pueden ser lisas,
verrugosas o estriadas; en cuanto al numero de células, pueden

o ser unicelulares, bicelulares o pluricelulares. Una caracteristica

ighe O ™

& i - '_:g%

&
f@@ % . importante de las esporas es que se originan en cantidades
Fig. 5 Esporas ©NOrMeS, con lo cual se asegura la diseminacion y propagacion
sexuales de de la especie. Las esporas también constituyen formas de
Agaricus bisporus. . . . . .

www.images.googl '€Sistencia a las condiciones adversas del medio. La gran
e.com.mx mayoria de las esporas fungicas poseen pared sencilla o doble,

protoplasma deshidratado y reservas; condiciones que les
permiten vida latente en ambientes adversos de temperatura,
humedad, pH y presién. Las esporas son elementos muy
constantes, de tal forma que sus caracteres se han empleado en
la identificacion no solamente de clases, 6rdenes y familias, sino
aun de géneros y especies. A partir de la reproduccion sexual se
producen esporas con diferentes nombres dependiendo de su
origen y caracteristicas. En los Zygomycota se denominan
Fig. 6. Esporas  Zigosporas, en los Ascomycota se producen ascosporas, y en los

aESS?c‘)L::'n‘ZSIOS y Basidiomycota, basidiosporas [Fig. 5]. Al igual que las esporas
esporangiosporas sexuales, las esporas asexuales se denominan de diversas
de Mucor  formas. Ejemplos de esporas asexuales son: clamidosporas,

racemosus. ) ] ) o7
www.images.goog  €Sporangiosporas, clamidosporas y artrosporas [Fig. 6]°".
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2.4 PARED CELULAR FUNGICA

La mayoria de las células fungicas ya sean hifas o esporas, estan rodeadas por
una pared celular, la cual es una estructura rigida que rodea la célula por la parte
externa de la membrana plasmatica y es esencial para el mantenimiento de la
integridad del microorganismo. Constituye entre el 15 y 30% del peso seco de la
célula. Es la encargada de dar la forma a la célula fungica, asi como de controlar
la permeabilidad y protegerla de los dafios quimicos, mecanicos y osmaticos.
Ademas de estas importantes funciones, constituye el lugar de interaccién con el
medio externo, localizandose en ella una amplia variedad de moléculas que
actuan como receptores, que tras su activacion, desencadenan una cascada de
sefalizacion en el interior de la célula. La interaccion entre hongo y hospedero
ocurre primeramente a nivel de la pared celular, por lo que juega un papel muy
importante en el desarrollo de la accion patégena fungica. Desde el punto de vista
molecular, esta estructura rigida y aparentemente estatica es realmente muy
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dinamica, sufriendo modificaciones importantes a lo largo del ciclo celular o de
procesos como la formacién de septos, la esporulacion y el crecimiento, por
ejemplo*°.

2.4.1 Composicién Quimica y Organizacion de la Pared Celular
Fungica

El glucano es el polisacarido estructural mas importante de la pared celular de los
hongos y representa del 50 al 60% del peso seco de esta estructura. La mayoria
de los polimeros de glucano estan compuestos de unidades de glucosa con
uniones -1,3 (65-90%), aunque también estan presentes glucanos con enlaces [3-
1,6, a-1,3 y a-1,4. El B-1,3-glucano es el componente mas abundante de la pared,
compuesto por cadenas de unas 1500 unidades de glucosa unidas mediante
enlaces [3-1,3-O-glucosidicos [Fig. 7]. En estas cadenas, cada 40 a 50 residuos se
unen nuevas unidades de glucosa por enlaces -1,3, ademas contienen alrededor
de un 3% de ramificaciones mediante enlaces B-1,6. El p-1,3-glucano puede estar
unido a través de sus extremos no reductores a B-1,6-glucano, a quitina o a
ambos.

CH;0OR C HzOH
o—l o 0 l o
I #41-9 -Dglucese bmrch
a]
aH OH
aH OH
B CHzOH CHz0M N CHz
—0 ]—0 o J—CI -0 ]—D 0—
n] OH OH
p{1-3-0glucose 1) -0glucose pIarhgucee

Fig. 7. B-1,3-glucano. Componente mas abundante de la
pared celular de los hongos.
http://images.google.es

El B-1,6-glucano es un polimero muy ramificado constituido por aproximadamente
350 unidades de glucosa unidas entre si mediante enlaces 3-1,6 y una pequena
proporcion de enlaces B-1,3. El B-1,6-glucano, juega un papel fundamental en la
estructura de la pared celular, ya que enlaza todos los componentes de la misma.
Otro componente indispensable en la pared celular de los hongos es la quitina, la
cual representa de 1 a 2% del peso seco de la pared. La quitina es un polimero
estructural formado por cadenas de 120 a 170 residuos de N-acetil-D-glucosamina
con uniones B-1,4 [Fig. 8]. Las cadenas de quitina se localizan principalmente en
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la zona proxima a la membrana plasmatica. La funcion de los polimeros de
glucano y de la quitina es la de proporcionar a la pared celular fuerza mecanica y
rigidez, ademas de que contribuyen a la insolubilidad de éstos en alcali.

cuzuu NHCOCH, CHEOH NHCOCH,
NHCOCH;  CH,OH NHCOCH;  CHyOH

Fig. 8. Quitina. Componente mas representativo de la pared celular de los hongos.
Formado por residuos de N-cetil-D-glucosamina.
http://images.google.es

Otros componentes importantes de la pared celular son las proteinas, las cuales
representan del 20 al 30% del peso seco de la pared fungica; en su mayoria se
encuentran unidas a carbohidratos. Se trata de glicoproteinas con una porcion
glucosidica unida por medio de enlaces O-glucosidicos o N-glucosidicos. Las mas
estudiadas han sido las manoproteinas, polipéptidos que llegan a tener hasta 95%
de carbohidratos. Funcionalmente se trata de proteinas que actuan como enzimas
y antigenos de la pared, participan en el mantenimiento de la forma celular, en la
transmision de sefales al citoplasma y en la remodelacion de los componentes de
la pared. Ademas, juegan un importante papel en la porosidad de la misma,
participando en la absorcion de moléculas y en ciertos hongos patdégenos en
aspectos relacionados con la patogenicidad como son la adhesion a tejidos y la
inmunogenicidad que generan. Los lipidos se encuentran en una proporcién del 2
al 10%, constituidos por acidos grasos saturados, siendo los mas abundantes C16
y C18. Son los encargados de dotar de flexibilidad, tersura y da caracter
hidrofobico a las células fungicas. Ademas de estos componentes, se encuentran
presentes en la pared celular pigmentos tales como la melanina, producto de la
oxidacion de diversos fenoles, cuya funcion es la de proteger a la hifa y esporas
de la luz UV; es esencial para la patogénesis y anclaje a las diferentes superficies,
se encuentra asociada a quitina y esta relacionada con la resistencia a la lisis. En
muy baja proporcidn, se encuentran sales inorganicas y organicas que pueden
estar constituidas tanto por cationes como por aniones. Los componentes de la
pared celular fungica, varian de acuerdo a las condiciones del medio que los
rodea, ademas su composicion puede variar con la edad del hongo. Por otro lado,
el tipo y cantidad de polisacaridos varia segun el grupo taxonémico [Tabla 1]°°*".
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Tabla 1. Constituyentes comunes de las divisiones del reino Fungi.

Divisién
Basidiomycota

Ascomycota

Zygomycota

Chytridiomycota

Compuestos fibrilares
Quitina

B-1,3, B-1,6-Glucano
Quitina

B-1,3, B-1,6-Glucano
Quitina

Quitosan

Quitina
Glucano

Compuestos amorfos
Xylomanoproteinas
a-1,3-Glucano
Galactomannoproteins
a-1,3-Glucano
Acido poliglucurénico
Glucuronomanoproteinas
Polifosfato
Glucano

En la organizacién de la pared fungica se puede observar que esta dispuesta en
capas, segun estudios de microscopia electronica, con una region externa muy
electrodensa de aspecto fibrilar y rica en manoproteinas y una capa interna
amorfa, constituida basicamente por 3-1,3-glucano, que a su vez consta de dos
zonas: una interior menos amorfa vecina a la membrana plasmatica y rica en
proteinas, y una mas externa, que contiene una proporcion importante de B-1,6-

Glucano. Las fibras insolubles

de B-1,3-glucano se
distribuyen alrededor de |la
superficie de la célula,

uniéndose mediante un enlace
covalente a las cadenas de
quitina y conformando asi la
parte interna de la pared
celular. Hacia el exterior de la
pared se situan las
manoproteinas unidas al
extremo no reductor de las
moléculas de [(-1,3-glucano.
También estan presentes en la
pared las proteinas unidas a
quitina  mediante  cadenas
cortas de B-1,6-glucano,
aunque en menor proporcion
[Fig. 9].
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Fig. 9 Organizacion de la Pared Celular Fungica
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El conocimiento de los componentes de la pared celular fungica contribuye al
entendimiento de fendmenos biologicos relacionados con su superficie, como son
interacciones célula — célula, respuesta inmune, morfogénesis, resistencia a

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

medicamentos, entre otros. Por otro lado, contribuye al desarrollo de métodos de
diagnostico basados en la identificacidn de dichos componentes®>*'.

2.5 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LOS DISTINTOS PHYLA
2.5.1 Phylum Zygomycota

Incluyen aproximadamente el 1% de las especies de hongos descritas hasta el
momento (~900 especies). Los Zygomycota estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza como saprobios, parasitos o simbiontes. Entre los saprobios los hay
acuaticos y terrestres. Los acuaticos colaboran con las bacterias en la
desintegracion de los restos vegetales y animales, formando materiales sencillos
que pueden utilizar numerosas plantas acuaticas. En cambio, los parasitos
infectan algas y peces, asi como crustaceos, ocasionando epidemias,
especialmente en acuarios y estanques. Entre los Zygomycota terrestres se
encuentran algunos que son temibles parasitos de plantas, destruyendo las
cosechas y ocasionando pérdidas econdmicas considerables. Algunos, en cambio,
como ciertas especies de Mucorales, son empleados en procesos industriales.
Otros son parasitos de insectos, nematodos y animales, asi como del hombre,
ocasionando infecciones oportunistas en personas diabéticas y pacientes
inmunocomprometidos. Dos ordenes de importancia médica son los Mucorales
(Rhizopus sp.) y Entomophthorales (Conidiobolus coronatus), agentes etiolégicos
de las zigomicosis.

2.5.2 Phylum Ascomycota

El fhylum Ascomycota es cosmopolita y constituye el grupo mayor, con
aproximadamente 75% de las especies de hongos descritas; viven en los medios
mas diversos y son de enorme importancia cientifica y practica. Los Ascomycota
pueden ser saprobios, parasitos y simbiontes. Los saprobios colaboran con la
degradacion de compuestos organicos y en la produccion de antibidticos. Los
parasitos infectan plantas, provocando grandes pérdidas econdmicas; también
parasitan animales silvestres, domeésticos y al hombre. A este grupo pertenecen la
mayoria de los hongos de importancia médica (Histoplasma capsulatum). Muchos
Ascomycota son simbidticos y entre ellos se encuentran la mayor parte de los
hongos que se asocian con las algas formando los liquenes. Otros forman
micorrizas con plantas superiores (Tuber, Morchella y Helvella). Este fhylum tiene
especial importancia desde el punto de vista econémico, puesto que contaminan y
descomponen diversos alimentos y productos indispensables para el hombre. Por
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otro lado, existen Ascomycotas que son de gran utilidad fermentativa, por lo que
se emplean en la produccion de alcohol etilico y en la elaboracion de pan
(Saccharomyces cerevisiae); otras levaduras se emplean como complementos
alimenticios y en la produccién de grasas y proteinas; ciertos mohos, como
algunos Penicillium y Aspergillus, se utilizan en la fermentaciéon y maduracién de
quesos®’.

2.5.3 Fhylum Basidiomycota

Incluye a los hongos de mayor complejidad morfoldgica, contiene cerca de 30,000
especies descritas. Los basidiomicetes producen una amplia gama de productos
naturales que abarca desde componentes estructurales con actividad antitumoral
e inmunolégica hasta agentes antimicrobianos, antifungicos, antivirales,
citostaticos, enzimas, reguladores de crecimiento y aromas; tales componentes
son polisacaridos, glicoproteinas y acidos nucléicos de los que se derivan
sesquiterpenos, diterpenos, acetilenos, glicolipidos, policetonas, nucledsidos y
sales de diazonio. Este fhylum constituye una clase de hongos cuyo metabolismo
y capacidad de produccion ha sido apenas investigada. Los basidiomicetes
también producen infecciones oportunistas en pacientes con sistema inmune
deprimido, por ejemplo Criptococcus neoformans, agente etiologico de la
criptococosis?’ 4344

2.6 IMPORTANCIA DEL ANALISIS DE CELULAS FUNGICAS

El analisis, caracterizacién e identificacion de los hongos es crucial en diversas
areas del conocimiento, asi como en la industria alimenticia, farmacéutica, en el
area de la medicina y en el sector publico'. Desde el punto de vista médico-
clinico, es imprescindible la busqueda e identificacion del factor etiolégico de una
enfermedad infecciosa, puesto que en las ultimas dos décadas se ha observado
un incremento en la patologia fungica, debido al aumento de pacientes
inmunocomprometidos y al uso generalizado de numerosos medicamentos
inmunosupresores para el tratamiento y control de enfermedades cronicas,
neoplasicas, inmunoldgicas, etc.®**°*® Su incidencia se ha tasado en un aumento
de mas del 300% en este corto periodo, presentandose cuadros de extrema
gravedad y evolucion aguda®®. Aunque la mayoria de las micosis contintian siendo
superficiales, factores climatolégicos, socio-econdmicos y migratorios, pueden
promover al desarrollo y generacion de infecciones cronicas, las cuales son
asintomaticas y regularmente no son tratadas, lo que en casos graves pueden
ocasionar enfermedades sistémicas*™°. Recordemos que las micosis sistémicas
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tienen un alto porcentaje de mortalidad, cifrado para algunas especies en el 100%;
por lo que se deduce que es muy importante un diagnostico rapido, ademas de la
prescripcion de un tratamiento especifico que permita el uso racional de los
antifingicos, y con esto también, limitar la aparicion de resistencias*®. Asi mismo,
el analisis de los hongos puede llevar al desarrollo de nuevos farmacos con
actividad antifungica especifica. En la industria alimenticia, la presencia de hongos
y sus metabolitos (Aspergillus flavus: aflatoxinas) en los diversos alimentos y
granos en almacenamiento pueden traer como resultado pérdidas economicas
considerables, aunado a esto, las enfermedades producidas por productos
contaminados son el resultado directo de graves problemas en la salud®. La
mayoria de estos patdégenos son capaces de crecer y desarrollarse en los
alimentos, muchas de las veces sin producir cambios inmediatos en estos, como
son olor, color o textura; por lo que el analisis mediante la identificacion, monitoreo
y cuantificacion de los hongos y sus productos téxicos es imprescindible®'. Por
otro lado, se ha incrementado el uso de los hongos en la obtencién de alimentos y
bebidas, ejemplo de ello es Penicillium roquefortii en la elaboracion de quesos y
Aspergillus oryzae para la produccion de bebidas alcohdlicas. En la industria
farmacéutica una amplia variedad de hongos filamentosos son usados para la
produccion de antibidticos, entre los que se encuentran las penicilinas, producidas
por Penicillium notatum vy las cefalosporinas, sintetizadas por cepas de
Cephalosporium acremonium?’. El empleo de los hongos en la industria requiere
de la identificacién del organismo, un riguroso analisis de sus propiedades tanto
superficiales como metabdlicas, la determinacion de su viabilidad y un total control
microbiologico para evitar contaminacion.

A pesar de los avances tecnoldgicos, la metodologia del estudio e identificacion
de las células fungicas continua siendo insuficiente para lograr una mayor
precision y rapidez.

2.7 TECNICAS EMPLEADAS EN EL ANALISIS DE HONGOS

Los métodos usados tradicionalmente para el analisis fungico son la microscopia y
el cultivo, los cuales involucran la inoculacién del MO en un medio de cultivo,
seguido de incubacion para su crecimiento y desarrollo, por varios dias o hasta
semanas. Posteriormente este medio es examinado para observar la presencia del
hongo en cuestion. Esta técnica es capaz de determinar la presencia del
microorganismo, permite su observacion microscopica y la realizacién de estudios
metabdlicos. Sin embargo, presenta la gran desventaja de llevarse a cabo en un
largo periodo de tiempo, asi como su incapacidad para identificar al hongo a nivel
de especie. Se han hecho algunas variaciones a este método para compensar el
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tiempo que tarda en realizarse, sin embargo aun consume varios dias para
obtener resultados definitivos'®?%. Por este motivo se han disefiado varias técnicas
que poseen mayor rapidez y sensibilidad para el analisis, caracterizacién e
identificaciéon de células fungicas. Estas técnicas incluyen, entre otras, pruebas
seroldgicas, que permite la deteccién tanto de antigenos fungicos como de la
respuesta de anticuerpos que se producen durante el desarrollo de una infeccion y
ELISA, con fines de diagndstico. Por otro lado, técnicas como citometria de flujo,
espectrometria de masas y de fluorescencia, analisis de proteinas vy
caracterizacion  genotipica (PCR) se emplean primordialmente en
investigacion'’?*?°. Muchos de estos procedimientos requieren la preparacién de
cultivos microbiologicos, con lo cual se alarga drasticamente el tiempo de analisis.
Por ejemplo, los protocolos de citometria de flujo requieren del cultivo antes del
estudio con la finalidad de incrementar la sensibilidad®*. Las técnicas seroldgicas
presentan una buena especificidad pero una baja sensibilidad, lo que dificulta la
identificacién, y se requiere de grandes concentraciones del hongo®.
Recientemente, ha aumentado el empleo de técnicas moleculares como son la
PCR para el estudio de los hongos a través de su material genético. El aspecto
mas interesante de estas técnicas reside en su gran especificidad, que permite,
por una parte, la diferenciacion de hongos muy similares y, por otra, la
identificacion de hongos poco conocidos, ademas se obtienen excelentes
resultados de forma rapida®?. Si bien, estas técnicas han sido de gran utilidad
para el andlisis de células fungicas requieren de instrumentos complicados, gran
consumo de reactivos y procedimientos complejos, por lo que en la mayoria de las
ocasiones resultan ser técnicas muy caras. Es por ello que en afnos recientes se
han desarrollado técnicas electrocinéticas como es la Electroforesis Capilar (EC)
para el estudio de analitos microbiolégicos. La EC se ha convertido en una
importante herramienta para la identificacion y estudio de las caracteristicas de los
MO gracias a sus propiedades como son, alto rendimiento, eficacia, sensibilidad y
sobre todo rapidez?®. Sin embargo, y a pesar del éxito obtenido en analisis de
bacterias, virus y levaduras, son casi nulas las referencias que empleen la EC
para el analisis de células fungicas, ya sea en su forma micelial o como esporas.
Dado la importancia que tienen las células fungicas en la clinica, industria
alimentaria y en biotecnologia, asi como en muchas otras areas, se hace
imprescindible su estudio. La EC promete ser una técnica adecuada para la
caracterizacion, identificacion y cuantificacion de dichas células.
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2.8 ELECTROFORESIS CAPILAR

La Electroforesis es en sus origenes una técnica de separaciéon basada en el
fendbmeno de la migracion diferencial. Este fendmeno se describe como la
velocidad que presentan particulas cargadas cuando se les somete a la accidén de
un campo eléctrico*. Fue citado por primera vez en 1809 por Reuss en las
memorias de la Sociedad Imperial Natural (Moscow, 1809)'; sin embargo, su
importancia vino a incrementarse hasta 1937 cuando el quimico sueco Arne
Tiselius impulsé la electroforesis en solucién libre, nombre que asigné a la
separacion de materiales en un campo eléctrico en presencia de algun tipo de
soporte. En los afios siguientes, con la publicacion de la doble hélice de DNA
(Watson y Crick, 1953), la electroforesis se convierte en una herramienta
indispensable para el estudio tanto de material genético como de péptidos vy
proteinas. Para 1967, Hjerten inicia el empleo de capilares milimétricos (3 mm) en
la separacién de sustancias neutras o iones cargados eléctricamente. Ademas,
Evereast y cols., inician la medicién de la absorcion UV a través del capilar, lo que
permitido obtener los espectros caracteristicos de la separaciéon. En 1969, Virtanen
pudo reducir el diametro capilar a 200 y 500 um, eliminando con esto, los
problemas de conveccion. En la década de los 80°s, Mikkers y cols., y Jorgeson'y
Lukacs, obtuvieron capilares de silice fundida de 75 uym y utilizaron voltajes
elevados para la separacion de proteinas; ademas, se clarifica las relaciones entre
los parametros operacionales y las cualidades de la separacidén revelando el
elevado potencial analitico de esta técnica. Con esto, se presenta el lanzamiento
de la Electroforesis Capilar (EC)"*°.

La Electroforesis Capilar es una técnica de separacion que se basa en la
movilidad o velocidad de migracidn de particulas cargadas debido a la accion de
un campo eléctrico. Permite la separacion rapida y eficiente de compuestos con
carga ionica, ideal para manipular cantidades pequefias de muestra. Emplea tubos
capilares donde se lleva a cabo una separacién de alta eficiencia, ya sea de
moléculas grandes o pequefias®??>'. La separacién de las diferentes especies
idnicas se realiza en funcion de sus distintas movilidades electroforéticas dentro
del capilar, cuando se aplica una diferencia de potencial entre los extremos del
mismo. La deteccion se realiza mediante la lectura de la absorbancia en la region
del ultravioleta-visible, empleando lamparas de emision discreta. La EC es
facilmente automatizada, precisa para el andlisis cualitativo y cuantitativo,
consume cantidades limitadas de reactivos, por lo que resulta ser una técnica
econdmica; es aplicable a una amplia gama de analitos comparado con otras
técnicas de separacion analitica, ademas posee facilidad de empleo®®.
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281 COMPONENTES DE UN SISTEMA DE ELECTROFORESIS
CAPILAR

La configuracion instrumental basica de la EC es relativamente simple. Se
requiere de un capilar de silice fundida de diametro interno menor de 200 pym, el
cual posee una ventana visible o celda de deteccion, en éste se lleva a cabo la
separacion electroforética; una fuente de alto voltaje que proporciona de 0 a 60
Kv; dos electrodos de platino conectados a la fuente de voltaje, dos reservas de
buffer donde puedan introducirse tanto los extremos del capilar como los extremos
de los electrodos; un detector que puede ser de luz UV o de fluorescencia, donde
es alineada la celda de deteccion del capilar y un sistema de administracion de
datos [Fig. 10].
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Fig. 10 Componentes basicos del equipo de Electroforesis Capilar
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El capilar es llenado con un electrolito con capacidad amortiguadora al pH
deseado. La muestra que esta constituida por un conjunto de aniones y cationes,
se diluye en el buffer para ser introducida en el capilar, ya sea mediante vacio o
presion, para posteriormente aplicar el voltaje; entonces las especies idnicas de la
muestra migran a través del capilar de acuerdo a su movilidad electroforética,
estableciendo un movimiento de iones, los cationes migran hacia el catodo y los
aniones hacia el anodo, las especies neutras no migran. Eventualmente las
moléculas pasan por el detector (UV, LIF) donde se realiza la lectura de la
absorbancia en la region del UV - Vis. Posteriormente se registra la senal en el
sistema de administracion de datos.
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2.9 FACTORES QUE CAUSAN LA MOVILIDAD DEL ANALITO EN EL
SISTEMA DE ELECTROFORESIS CAPILAR

2.9.1 FLUJO ELECTROOSMOTICO (EOF)

El EOF es el movimiento de todos los solutos presentes en la muestra en direccién
al electrodo negativo (catodo). Este fendmeno surge como consecuencia de
aplicar un campo eléctrico que genera una doble capa eléctrica entre la solucion y
la pared del capilar. La pared interior de un capilar de silice fundida esta recubierta
de grupos silanol (Si-OH) ionizables al contacto con el buffer, presentando una
carga negativa (SiO ) por encima de un pH 2. Los cationes de la solucion forman
una capa inmovil fuertemente adsorbida a las cargas negativas de la pared. Sobre
ésta se forma una segunda capa, denominada capa movil o difusa, constituida
también por cationes aunque unidos de manera mas débil a la superficie del
capilar [fig. 11]. Los iones de la capa difusa experimentan una fuerza paralela a la
superficie y migran hacia el catodo al aplicar una diferencia de potencial entre los
extremos del capilar, generando un movimiento global del fluido, correspondiente
al EOF*.
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Fig. 11 Doble capa eléctrica que genera el EOF.

Como puede observarse, los cationes mantienen el balance de cargas y a este
proceso se le conoce como potencial Z.
La movilidad electroosmética o flujo electroosmético esta definido por:
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UQO = gg E = er E (1)
41N

Donde € es la constante dieléctrica de la solucion, n es la viscosidad del buffer, y ¢
es el potencial zeta.

El EOF esta en funcion del tipo de buffer, asi como de su pH y concentracion. De
esta forma, una variacion del pH del buffer origina un cambio en la ionizacion del
capilar y un aumento de la concentracion del buffer da lugar a una disminucion del
EOF. El EOF hace posible el analisis simultaneo de cationes, aniones y especies
neutras en un solo analisis. Sin éste fendmeno, o sélo aniones, o sélo cationes
migrarian hacia el detector. El i6n de carga opuesta migraria retrocediendo al final
de la inyeccién y los compuestos neutros se quedarian al final y se dispersarian
por difusion. Con el EOF todas las especies pasan por el detector, siendo el orden
de migracion: cationes, especies neutras y aniones [Fig. 12].

2.9.2 MOVILIDAD ELECTROFORETICA

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

V= Hep E (2)

siendo, Hep la movilidad electroforética del ion y E, la intensidad del campo
eléctrico aplicado. La movilidad electroforética, depende a su vez de la carga del
analito (q), de su radio (r) y de la viscosidad de la solucién (n), segun la expresion:

Mep=q/ Bmrm 3)

La movilidad es directamente proporcional a la fuerza eléctrica del i6n e
inversamente proporcional a los factores de retardo por rozamiento. Este ultimo,
se determina en un ién a partir de su tamafno y de la viscosidad del medio en el
que migra. Las separaciones, por tanto, se basan en las diferencias en la relacion
carga/tamano entre los diferentes analitos presentes en la muestra; para iones del
mismo tamano, el de mayor carga eléctrica migrara mas rapidamente. En iones
con la misma carga, migrara mas rapido aquel de menor tamafio ya que tendra
una menor fuerza de retardo por rozamiento. La resistencia del medio al paso de
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ion también influira en su movilidad electroforética, siendo ésta menor cuanto
mayor sea la viscosidad del medio. No obstante, la pep real, no coincide con lo
predicho en la ecuacion (3), debido a la existencia del flujo electroosmético.

2.9.3 MOVILIDAD ELECTROFORETICA APARENTE

Para determinar la movilidad aparente (uap) de un analito se toma en cuenta la pep
del idn y la peo de la solucion:

Map = Mep X Meo (4)

Debido a que las especies catidonicas se mueven en la misma direccién que el
EOF, la pap sera la suma de la pep ¥ 1a Peo, de tal manera que seran éstas las que
alcancen primero la zona del detector. Para aniones la direccién de la pe, €s
contraria a la peo de forma que la pgp sera la resta de las dos movilidades [Fig. 12].

Fig. 12. Movilidad electroforética aparente

La movilidad aparente (uap) puede calcularse a partir de datos experimentales,
segun:
Map = Lo/t (5)
V/L;

Donde L4 es la longitud de la columna desde la inyeccion al detector, L; es la
longitud total de la columna de un extremo a otro, V es el voltaje aplicado entre
los dos extremos y t el tiempo necesario para que un soluto migre desde el
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extremo de inyeccion hasta el detector, a lo que se conoce como tiempo de
migracion (tm).

La movilidad electroforética aparente es dependiente del voltaje y la longitud del
capilar, asi como de la composicion del buffer, su concentracion y pH, ademas de
la temperatura debido a que ésta aumenta la energia cinética de los analitos**®°".

2.10 APLICACIONES GENERALES DE LA EC

El interés por la EC ha ido incrementando a pasos agigantados y prueba de ello es
el desarrollo de nuevos métodos y aplicaciones a una amplia variedad de
problemas analiticos. De esta manera se han realizado estudios en el area
biomédica, en el campo de las proteinas®, DNA®, monitoreo de drogas7 y pericias
forenses®. En el area biofarmacéutica para control de calidad de productos
farmacéuticos y biotecnolégicos'®. Ha sido de enorme utilidad en la determinacién
de contaminantes®, cuantificacién de carbohidratos'?, aminoacidos'™ y acidos
organicos'!, asi como en control ambiental mediante la identificacion de
contaminantes y sus metabolitos en aguas residuales®. Aplicaciones recientes de
la EC es el andlisis de entidades bioldgicas, lo que esta permitiendo desarrollar un
nuevo meétodo para el estudio y caracterizacion tanto de células como de
microorganismos.

2.11 ORIGEN DE LA CARGA DE UN MICROORGANISMO

La EC fue desarrollada inicialmente para el analisis de moléculas, pero sus
ventajas se han extendido a la determinacion de particulas y entidades bioldgicas
como células y microorganismos, logrando la caracterizacion de bacteriasz, virus15,
levaduras™ y hongos'®. El andlisis electroforético de células y microorganismos,
puede llevarse a cabo ya que estos se consideran como particulas coloidales
debido a su tamafio (en el rango de 10 — 102 um) y comportamiento en
suspension acuosa™®. La carga de los coloides puede ser adquirida por adsorcion,
al fijar cargas eléctricas o iones de la solucion; o propia, al ionizarse los grupos
funcionales presentes en su superficie, como resultado de la protonacién y
deprotonacion de moléculas acidas o basicas®’. La carga de la superficie de un
MO se debe también, a la combinacién de estos factores. El tipo y cantidad de
iones adsorbidos depende del tamafo y naturaleza de la célula microbiologica, asi
como de la solucion en la que se encuentra suspendida. Los grupos funcionales
comunmente ionizables sobre la superficie del microorganismo son aminoacidos,
sulfatos, fosfatos, aminas y carboxilos. Factores como el tipo de buffer, pH y
concentracion, afectan la carga de la superficie, siendo estas propiedades las
que permiten analizar al microorganismo por EC?*°°.
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2.12 CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS POR EC

El primer experimento que demostré la posibilidad de mover microorganismos a
través de capilares bajo un campo eléctrico aplicado, consistié en el analisis de
Lactobacillus casei y Virus del Mosaico del Tabaco (VMT). En ambos se
emplearon capilares de silice fundida recubiertos con metilcelulosa para evitar la
adsorcion de los MO en las paredes internas del capilar. La deteccion se realizd
en el intervalo del UV-Vis, el VMT fue detectado a 260 nm, mientras que L. casei
a 220 nm. Los electroferogramas resultantes mostraron picos agudos con un
tiempo de migracidn menor a 4 minutos; sin embargo, no se logré su separacion
en mezcla®®. La primer separacion de bacterias en mezcla consiguio la separacién
total o parcial de Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus; el proceso, sin
embargo, tomé 70 minutos®*. Tiempo después, se reportaron separaciones
analogas de tres diferentes bacterias, Pseudomona putida, Pseudomona sp. y
Alcaligenes euthrohus'?*. La inyeccion individual de cada bacteria permitio la
identificacion de los picos y su correspondiente movilidad y por tanto, su
caracterizacion.

Posterior a esto y a partir de muestras bioldgicas, se logré la separacion e
identificacién de los principales patdogenos responsables de infecciones del tracto
urinario, Escherichia coli y Staphylococcus saprophiticus, inyectando en el capilar
orina sin tratamiento previo, con un tiempo de andlisis menor a 10 minutos®. En
otro estudio, se desarrollé un método de separacion para Salmonella enteritidis y
otros serotipos, mediante EC y Fluorescencia Inducida por Laser (LIF) logrando la
caracterizacion eficiente de cada bacteria®. Por otro lado, se obtuvieron
resultados exitosos en la identificacion de E. coli, Proteus vulgaris, S. aureus y
Helicobacter pylori, obtenidas de muestras de orina y ulceras gastricas. Aunado a
esto, se reportd gran reproducibilidad en los tiempos de migracion en la
separacion de los patdogenos en mezcla demostrando la enorme capacidad que
tiene esta técnica en el diagndstico microbioldgico?. La EC, ademas, mostré ser un
método alternativo en la deteccion de patdgenos de plantas, al lograr la
caracterizacion de 9 bacterias fitopatégenas en tan solo 40 minutos'®.

También se han desarrollado métodos electroforéticos para la identificacion y
cuantificacion de bacterias contaminantes de alimentos, logrando separar 8 tipos
de bacterias de alimentos contaminados, entre las que se encuentran E. coli,
Salmonella enteritidis y S. aureus, con un tiempo de andlisis de 25 minutos®.
Ademas, se desarrolld un método con aplicaciones biomédicas e industriales
capaz de determinar la presencia o ausencia de contaminacidn microbioldgica
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produciendo una sola sefal electroforética, mediante el uso de aditivos al buffer de
corrimiento®®. La EC también ha demostrado su potencial y versatilidad en el
control de calidad de productos de consumo que tienen actividad bacteriana con
efectos benéficos para la salud, mostrando eficacias extremadamente altas en la
separaciéon de Bifidobacteria infantis, Lactobacillus acidophilus y Saccharomyces
cerevisiae en mezcla, ademas emplean poli(etilen-6xido) como aditivo con la
finalidad de mejorar la separacion de las especies en estudio. En este mismo
trabajo, fue posible monitorear el comportamiento de migracion de los MO
mediante el empleo de una camara acoplada al equipo’®°.

Sin embargo y a pasar del éxito obtenido en el analisis de bacterias, virus y
levaduras, son casi nulas las referencias que empleen EC para el analisis de
hongos. No obstante, en un estudio realizado recientemente se logré determinar
de manera exitosa la factibilidad de analizar células fungicas en su forma micelial
mediante EC. Los hongos empleados en el estudio fueron Botryosphaerea rhodina
y Trichoderma sp. logrando obtener un tiempo de migracion caracteristico para
cada hongo, asi como un pico definido y simétrico bajo las condiciones
electroforéticas ensayadas”’. Este estudio demostré que a pesar del tamafo de
las células miceliales y su gran ramificacion, se pueden analizar y caracterizar por
EC.

Por otra parte, la EC ha mostrado capacidad para la evaluacion de la interaccion
microorganismo-molécula®®. Puede usarse para evaluar la conducta de asociacion
entre una amplia gama de ligandos y receptores, por ejemplo, se han estimado las
constantes de asociacion del virus del resfriado comun y rhinovirus humano
serotipo 2 a anticuerpos monoclonales y otras biomoléculas por medio de EC>.
Las constantes de asociacion son utiles para cuantificacidon de toda asociacion
molecular, en estudios de actividad farmacéutica, toxicidad y estudios
microbioldgicos®. La medicion de la movilidad electroforética esta permitiendo el
estudio de propiedades superficiales de las células microbianas, por medio de ésta
ha podido detectarse la sutil, pero importante heterogenicidad que puede existir en
una poblacion monoclonal. Ademas, se han obtenido puntos isoeléctricos e
informacion acerca de propiedades adhesivas y estabilidad en agua de varios
microorganismos, como E. coli, oocitos de Cryptosporidium parvum y varios tipos
de Mycobacterium®>'. La EC se ha empleado, ademas, para la identificacion y
cuantificacion del VIH-1, ayudando a la optimizacién de la terapia antirretroviral,
con lo cual se ha prolongado la supervivencia de pacientes con VIH>.
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3. PLANTEAMIENTO

El analisis, caracterizacién e identificacion de los hongos es crucial en diversas
areas del conocimiento; por ejemplo en la industria alimenticia, farmacéutica, en el
area de la medicina y en el sector publico. Desde el punto de vista médico-clinico,
es imprescindible la busqueda e identificacion del factor etiologico de una
enfermedad infecciosa, lo cual es un paso necesario para el control y tratamiento
de la enfermedad. Asi mismo, en la industria alimenticia la presencia de hongos y
sus metabolitos en los alimentos y granos en almacenamiento pueden traer como
resultado pérdidas econdmicas considerables. Aunado a esto, las enfermedades
producidas por productos contaminados son el resultado directo de graves
problemas en la salud. El analisis de los hongos puede llevar al desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de dichas enfermedades. En el area de la
biotecnologia, ha incrementado el uso de los hongos en la obtencion de alimentos
y bebidas. Ademas, los hongos filamentosos producen el 25% de los antibioticos
conocidos hasta el momento.
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4. JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tienen las esporas fungicas, como elementos de
diseminacion y clasificacion de los diferentes géneros y especies, se hace
imprescindible su estudio. Al usar Electroforesis Capilar, se pueden investigar sus
propiedades con el fin de obtener informacién de la forma en que se comportan e
interactuan con el medio que las rodea. Ello proporcionaria informacion sobre la
composiciéon celular, adhesién a diferentes superficies o su aglutinacion. Este tipo
de estudio sentaria las bases para emplear la EC como herramienta de
diagndstico. Por otro lado permitiria conocer mejor las propiedades de los
diversos hongos.....
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5. HIPOTESIS

Las esporas de A. bisporus, T. atroviride y A. rouxii poseen distintas
caracteristicas electroforéticas.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

1 Determinar la movilidad electroforética de esporas de especies
representativas de los principales grupos de hongos.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

B Evaluar la influencia de distintas variables del buffer de corrimiento en la
movilidad electroforética de esporas fungicas.

B Determinar la influencia de las caracteristicas del capilar en la movilidad
electroforética de esporas fungicas.

B Determinar la capacidad de la EC para identificar y separar esporas en
mezcla.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 MATERIALES Y METODOS

7.1.1 REACTIVOS

Tabla 2. Reactivos
REACTIVO
NaH2P04

NaH2PO4'7H20
KH,PO,
Na2B4O7'1 0H20

HOC(COONa)(CH,COONa), 2H,0

NaOH
HCI
EDTA

TRIS

PDA

PDA

Vogel 50X

Liquido refrigerante
Agua destilada
Agua desionizada

NOMBRE
Fosfato de sodio. Monohidrato.
Cristal
Fosfato de sodio. Dibasico.
Heptahidrato. Cristal

Fosfato de potasio. Monobasico.

Monohidrato. Cristal.

Borato de sodio. Decahidrato.
Cristal.

Citrato de sodio. Dihidrato.
Granular

Hidroxido de sodio. Perlas
Acido clorhidrico.

Acido Etilendiaminotetraacético

tris(hidroximetil)Jaminometano
Agar Papa Dextrosa

Agar Papa Dextrosa

Medio de cultivo Vogel 50X
Fluorinert F77

MARCA
JT Baker ®

JT Baker ®
JT Baker ®
JT Baker ®
JT Baker ®

JT Baker ®
JT Baker ®
JT SIGMA-
ALDRICH ®
Baker ®
Invitrogen ®
BD Bioxon
BD Difco

3M

GRADO
ACS

ACS
ACS
ACS
ACS
ACS

ACS
ACS

ACS
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7.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

7.1.2.a AGAR PAPA DEXTROSA (PDA) BD Bioxon ®

Se resuspenden 19.5 g de polvo Agar en ' litro de agua destilada. Se mezcla
perfectamente y se procede a calentar con agitacion frecuente hasta disolucion
completa. Se coloca en matraces Erlenmeyer y se esteriliza a 121° C por 15
minutos. Posteriormente se deja enfriar y se vacia en placas Petri y en matraces
Erlenmeyer de 50 ml. Tanto las placas como los matraces, se conservan en
refrigeracion hasta su uso.

7.1.2.b AGAR PAPA DEXTROSA (PDA) BD Difco ®

Se resuspenden 19.5 g de Agar en ' litro de agua destilada. Se mezcla
perfectamente y se procede a calentar con agitacion frecuente hasta disolucion
completa y se esteriliza a 121° C durante 15 minutos. Posteriormente se deja
enfriar y se vacia en placas Petri, las cuales se mantienen refrigeracion hasta su
uso.

7.2 CEPAS ESTUDIADAS

En la tabla 3, se enlistan las cepas empleadas en el estudio y se describen las
condiciones de cultivo.

Tabla 3. Cepas estudiadas y condiciones de cultivo.

Hongo Filo Medio de cultivo Temperatura
Trichoderma atroviride IMI 206040* Ascomycota PDA BD Difco ® 28° C / Ambiente
Amylomyses rouxii 24905** Zygomycota PDA BD Bioxon ® 28°C

Agaricus bisporus var. Portobello***  Basidiomycota
*Adquirido del Cepario del Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia de Microorganismos del
Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB), de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia. UMSNH.
**De American Type Culture Collection (ATCC).

***Obtenido comercialmente.
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7.3 PREPARACION DEL BUFFER

Las soluciones buffer empleadas en este trabajo se enlistan en la tabla 4.

Tabla 4. Soluciones buffer.

BUFFER CONCENTRACION pH

Fosfato de Sodio 10 mM 7.0
20 mM 70,72,74,7.6,7.8,8.0
30 mM 7.0

Fosfato de Potasio 10 mM 70,72,74,76,7.8,8.0
20 mM 70,72,74,7.6,7.8,8.0
30 mM 7.0

Borato de Sodio 10 mM 8.0,8.2,84,8.6,8.8,9.0
20 mM 8.0,8.2,84,8.6,8.8,9.0
30 mM 8.0,8.2,84,8.6,8.8,9.0

Citrato de Sodio 20 mM 5.0
50 mM 5.0

EDTA 15 mM 8.0
20 mM 8.0
25 mM 8.0

TBE 15 mM 8.5
20 mM 8.5
25 mM 8.5

TRIS*** 15 mM 8.0
20 mM 8.0
25 mM 8.0

* Acido Etilendiaminotetraacético
** Tris — Acido Boérico - EDTA
*** Tris(hidroximetil)aminometano

Todas las soluciones buffer se preparan diariamente mediante disolucion de las
cantidades apropiadas de cada reactivo. Para fosfato de potasio, fosfato de sodio,
borato de sodio y citrato de sodio se utiliza H,O destilada, y para EDTA, TBE y
TRIS se usa H,0 desionizada. El pH del buffer se ajusta con NaOH 1N o HCI 1M,
con la ayuda de un potenciometro (Accumen Basic, Fisher Scientific ®). Todas las
soluciones buffer se filtran con papel filtro y se sonican (Branson 1510) durante 15
min para eliminar burbujas que pudieran interferir con los resultados.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

7.4 OBSERVACION MICROSCOPICA

El andlisis microscépico de las esporas fungicas se realiza con un microscopio
LEICA CME con objetivo de 40 X. Las imagenes son capturadas con una camara
SONY CYBER-SHOT DSC-S80. Adicionalmente y para obtener mayor detalle de
la superficie de las esporas se usa el microscopio LEICA DMLB con camara
integrada LEICA DC200.

7.5 OBTENCION DE ESPORAS

7.5.1 Trichoderma atroviride y Amylomyses rouxii

Para la obtencion de esporas de Trichoderma atroviride y Amylomyses rouxii se
coloca la placa Petri en un tornamesa y se adiciona 10 mL de H,O destilada
estéril, posteriormente con una espatula se frota la superficie del micelio con la
finalidad de desprender las esporas. La solucién obtenida se filtra usando papel
filtro estéril (Whatman Chromatography paper. 1Chr). Esta ultima se coloca en
tubos Eppendorf de 1.5 mL con la ayuda de una micropipeta y se procede a
centrifugar durante 8 min a 12,000 rpm (Eppendorf 5415D). El sobrenadante se
decanta y se adiciona 1 mL de H,O destilada estéril y se centrifuga nuevamente.
El lavado se realiza tres veces para obtener esporas libres de restos de micelio y
de medio de cultivo.

7.5.2 Agaricus bisporus var. Portobello

Para la obtencion de las esporas de Agaricus bisporus se adiciona a las laminillas
del basidiocarpo aproximadamente 15 mL de H,O destilada estéril y se frotan
suavemente con un agitador estéril. La solucién se filtra para eliminar trozos de las
laminillas u otras particulas que puedan interferir con el analisis. En seguida se
coloca en tubos Eppendorf y se realiza el mismo proceso que para la obtencién de
las esporas de los hongos anteriores.
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7.6 PREPARACION DE LA MUESTRA

Las esporas de los diferentes hongos se resuspenden en el buffer de corrimiento
con una dilucién 1:10, bajo condiciones estériles. Todas las diluciones se colocan
en vortex (IKA MS1 Minishaker ®) por 15 min para dispersar las células y evitar
agregados; posteriormente se sonican (Branson 1510) durante 10 min para
eliminar las burbujas presentes en la suspensioén. En seguida se colocan 400 pL
de la muestra en viales para llevar a cabo el analisis electroforético.

7.7 INSTRUMENTACION

Se utiliza el equipo: P/ ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman

Coulter ®, para el analisis electroforético de las esporas de los diferentes thyla [Fig
13].

@ BECKMAN

COULTER

Fig. 13. Sistema de Electroforesis Capilar
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7.8 CONDICIONES ELECTROFORETICAS

Se probaron capilares de silice fundida con recubrimiento de poliamida de 75 y
100 uym de d.i.,, con 20 y 38 cm de Ly En todas las corridas se mantiene una
temperatura de 25° C, permitiendo buena estabilidad del proceso. La inyeccién de
la muestra en el capilar fue a 0.5 psi, y para el lavado y la separacién se utilizaron
20 psi. El equipo permite aplicar un voltaje de 0 hasta 30 Kv, por lo que se
probaron 10, 15, 17 y 20 kV, variando el tiempo de inyecciéon de muestraen 5, 7, 9
y 11 segundos. La longitud de onda fue de 201 nm en todas las corridas. Los
capilares nuevos se acondicionan como se indica a continuacion: 5 min con HCI
1M, seguido de 10 min de NaOH 1N, 5 min de H,O destilada y nuevamente NaOH
1N por 2 min, por ultimo se inyecta BGE durante 10 min. Cada tres corridas el
capilar se lava con NaOH 1N durante 2 min y H,O destilada por 1 min. Se cambia
el BGE cada tres corridas. Después de la ultima corrida del dia el capilar se lava
con NaOH 1N por 2 min, H2O por 1 min y finalmente 2 min con aire. De esta
manera, el capilar se mantiene con aire durante toda la noche.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

8. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se llevé a cabo el analisis de esporas de Amylomyses rouxii
(Zygomycota), Trichoderma atroviride IMI (Ascomycota) y Agaricus bisporus var.
Portobello (Basidiomycota) mediante Electroforesis Capilar.

8.1 CULTIVO Y OBTENCION DE ESPORAS

Inicialmente, las cepas se cultivaron en diferentes medios debido a que cada
hongo requiere nutrientes especificos para la produccién de esporas in vitro. El
seguimiento de las placas permitié observar el crecimiento de los hongos y el
tiempo que cada uno de ellos requirié para la produccién de esporas. En el caso
de A. rouxii se obtuvo un mayor crecimiento en PDA Bioxdn ®, el desarrollo de las
esporas se observé de 3 a 4 dias después de su cultivo®®; T. atroviride tuvo un
mejor desarrollo en PDA Difco ®. Conforme el hongo invadié la placa se
produjeron anillos concéntricos de esporas, caracteristica del crecimiento de este
hongo®2. El hongo A. bisporus se obtuvo comercialmente [Fig. 14].

Fig. 14. Desarrollo caracteristico en PDA de las cepas de A) Amylomyses rouxii; y B)
Trichoderma atroviride IMI. C) Basidiocarpo de Agaricus bisporus var. Portobello.

Una vez que se observo el desarrollo de las esporas en el medio de cultivo, se
procedié a cosecharlas y a realizar el analisis microscépico. Las esporas fungicas
poseen una gran heterogeneidad morfolégica presente entre células de una
misma poblacién, que incluye diferencias en el tamano, forma, coloracion,
superficie y caracteristicas quimicas. Estas diferencias estan determinadas por los
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factores microambientales que actuan sobre las células, ya que se localizan en
diferentes estructuras del micelio que las produce® [Fig. 15].

Cc

Fig. 15. Esporas de A) Amylomyses rouxii; B) Trichoderma atroviridae IMI; C) Agaricus bisporus.

El analisis microscopico mostré que en Agaricus bisporus var. Portobello el
tamafo de las esporas se encuentra entre 5 y 8 um, presentando una coloracion
marrén y con forma eliptica; para Amylomyses rouxii el tamano de las esporas va
de 4.5 a 6 um, son translucidas y de forma eliptica; y Trichoderma atroviride
desarrolla esporas que van de los 3 a los 4 uym, su color oscila de amarillo, en el
caso de esporas jovenes, a verde para esporas maduras, y presentan forma
globosa.

8.2 ESPORAS FUNGICAS COMO ANALITOS ELECTROFORETICOS

El analisis y caracterizacion de las esporas fungicas mediante EC pudo llevarse a
cabo gracias a su tamafo, el cual, como ya se menciono esta en el orden de los
pMm. Las esporas fungicas, ademas, adquieren una carga neta al contacto con una
solucion acuosa. Esta carga es debida a la ionizacién de los grupos funcionales
presentes en la pared celular y a la adsorcion de iones de la solucion. El tipo y
cantidad de iones presentes depende del tamafio y naturaleza (composicion
quimica) de la superficie de las células fungicas, asi como también de las
propiedades (composicion, fuerza iénica y pH) de la solucion en la que se
encuentran suspendidas®. Por lo tanto, bajo la aplicacién de un campo eléctrico,
los hongos presentan una movilidad electroforética caracteristica, la cual esta en
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funcidn del tamafio de las esporas, la carga de la superficie y el tipo de buffer que
se emplea en el analisis’’.

Dado que el proceso electroforético separa los analitos en relacién a su tamafio y
su carga, es posible la obtencién de mas de un pico electroforético para un solo
hongo, debido a la presencia de subpoblaciones dentro de la propia cepa®'. Es por
ello que se realizaron diferentes experiencias con el objetivo de lograr una sola
sefal electroforética con buena definicibn y tamafo que permitiera la
caracterizacion del hongo mediante su tiempo de migracion. Todos los andlisis se
realizaron por triplicado, cuando se obtuvieron picos electroforéticos sus tiempos
de migracién fueron reproducibles con desviacion estandar relativa (DER) menor a
1.5% (n = 3).

8.3 EFECTO DEL TIPO DE BUFFER EN EL ANALISIS
ELECTROFORETICO DE LAS ESPORAS FUNGICAS.

Dado que el buffer juega un papel muy importante en el analisis de las esporas
fungicas debido a que su naturaleza, pH y concentracion, afectan
considerablemente la selectividad y eficacia del proceso electroforético, se
procedié a elegir los buffer para realizar el estudio. Un buffer debe elegirse dentro
de un intervalo de dos unidades de pH alrededor del valor del pK,de la sustancia,
puesto que es dentro de estos valores donde tienen su mayor capacidad
amortiguadora [Tabla 5].

Tabla 5. Valores de pKa de algunas soluciones buffer empleadas en EC.

Buffer pKa Intervalos de pH practicos
Fosfato 2.12pKa;, 7.21pKa,, 12.32pKa; 1.14 -3.14//6.20 - 8.20
Citrato 3.06pKay, 4.74pKa,, 5.40pKa; 2.08-5.74
Borato 9.24 8.14-10.14
TRIS 8.30 7.30-9.30
EDTA 6.16pKas, 10.24pKag 5.16-7.16//9.24 - 11.24

Ademas de elegir el buffer con mejor capacidad tamponante al pH de trabajo, se
deben de considerar otras cualidades como son baja absorbancia a la longitud de
onda de la deteccion y baja conductividad eléctrica, factor indispensable para
controlar el paso de la corriente*. Tanto la velocidad del EOF como la Mep de las
esporas fungicas varian en funciéon de los cambios que se produzcan en el
tampdn; por ejemplo, una variacion del pH origina un cambio en la ionizacion de la
pared interna del capilar y en la superficie de las esporas; y un aumento en la
concentracion del tampon da lugar a una disminucién del EOF, que repercute en la
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velocidad de migracién de las esporas fingicas'®. Por lo tanto, la composicién del
buffer determina la migracion de las especies en la muestra, asi como su
comportamiento estable y reproducible®’.

Una amplia variedad de buffers son utilizados para el analisis electroforético de
células y microorganismos. Los llamados tampones bioldgicos (TRIS, TBE, borato,
etc.) son los mas empleados, debido a que ofrecen valores de pK, que permiten el
uso de valores pH (proximos a la neutralidad) que mantienen el funcionamiento y
supervivencia de las entidades biolégicas7°. Por otro lado, estos buffers poseen
una baja conductividad eléctrica, por lo que pueden ser utilizados en alta
concentracion, sin que ello implique un aumento significativo en la corriente®”. Se
tiene en cuenta que elevadas concentraciones puede ocasionar rompimiento de
las células como resultado de un desequilibrio en la presién osmética®®.

Los buffers empleados en el analisis electroforético de las esporas fungicas se
describen en la tabla 4.

8.3.1 Amylomyses rouxii

La constitucion quimica general de la pared celular de las esporas de A. rouxii
presenta, ademas de quitina y glucanas, componentes tales como 4&acido
poliglucurénico y glucuronomanoproteinas. La protonacién o deprotonacion de
tales componentes esta dictado por el pH de la solucién buffer y proporciona a la
célula una carga electronica neta'’. Estas cargas estan apantalladas en cierta
medida por el microambiente que se genera alrededor de la célula por asociacion
con contraiones de la solucion. De tal manera que la carga neta de las esporas de
A. rouxii en un tampodn particular a un pH determinado, esta definida tanto por la
protonaciéon de los grupos funcionales de los componentes de la pared, como por
el tipo de contraiones procedentes de la solucion”®. Alterando el tipo de buffer y
su pH se altera la carga neta de las esporas fungicas proporcionando diferentes
resultados en cuanto a eficiencia de la senal electroforética.

En el andlisis del tipo de buffer en A. rouxii, se observo que la forma de la senal
electroforética varié significativamente con cada buffer, debido a que con cada uno
de ellos estan presentes diferentes iones que van a interactuar de diversas
maneras tanto con la pared celular como con la pared interna del capilar,
ofreciendo una mayor o menor sensibilidad al analisis.

En general, para A. rouxii no se logré obtener un pico totalmente definido. Con los
BGE fosfato de potasio, borato y fosfato de sodio la sefial se presento ligeramente
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mas aguda, permitiendo la caracterizacién del hongo mediante su tiempo de
migracion [Fig. 16].
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Fig.16. Efecto del tipo de BGE sobre la forma y tamafio de la sefial electroforética
en A. rouxii. A) TBE; B) EDTA; C) fosfato de sodio; D) borato de sodio; E) fosfato
de potasio; F) TRIS. 20 mM; 17 Kv. Capilar 100 pum d.i., 48 cm L+

Con TRIS se observaron dos sefiales electroforéticas. En este caso TRIS permite
la ionizacién diferencial de las esporas, agrupandolas en dos poblaciones,
presentando cada una de ellas diferentes movilidades electroforéticas. Con los
BGE EDTA y TBE, resulté en sefiales pequefias y distorsionadas. No se obtuvo
senal electroforética con citrato de sodio.

Puesto que no con todos los buffers probados se obtuvo un solo pico, se
determind el tiempo de migracion bajo las condiciones que permitieron la
agrupacion de las esporas fungicas en una misma banda electroforética [Tabla 6].

Tabla 6. Influencia del tipo de buffer sobre el tiempo de
migracién en A. rouxii.

Buffer pH tm (minutos)
Citrato de sodio 5
Fosfato de sodio 7 4.63
Fosfato de potasio 7 6.7
Borato de sodio 8 4.58
TRIS 8
EDTA 8 4.47
TBE 85

BGE 20 mM; 17 Kv; capilar 100 ym d.i., 48 cm L;.
Los datos son el resultado de la media de tres analisis.
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Pocos son los estudios que hacen referencia a las caracteristicas heterogéneas de
los MO al analizarlos mediante EC. Algunos de los cuales reportan que el
ensanchamiento de las bandas electroforéticas se debe a las diferencias en el
tamafo y composicidn quimica de las células dentro de una misma cepa,
descartando agregacion celular, contaminacién de la muestra o presencia de
artefactos’®. Tales diferencias en las caracteristicas de las células se observan
también en el analisis electroforético de las esporas fungicas. Mostrando, ademas,
un comportamiento bimodal bajo ciertas condiciones, por ejemplo, TRIS en A.
rouxii.

Para tener la certeza de que las esporas migraron a través del capilar, se
recuperaron en el vial de salida y se realizé analisis microscopico. La inspeccion
visual confirmé que efectivamente las esporas estaban presentes y no
presentaban cambios morfolégicos apreciables al microscopio de luz. Por otro
lado, las células estaban monodispersas, descartando que la obtencion de mas de
un pico fuera consecuencia de la agregacion celular. También se descarta la
presencia de artefactos macroscopicos puesto que tanto las soluciones buffer
como la muestra se filtraron a través de papel filtro estéril [Fig. 17].

Fig.17. Analisis microscopico de A. rouxii. A) esporas antes del analisis
electroforético. B) esporas recolectadas después del analisis, observandose la
integridad de la pared celular. 40X

8.3.2 Agaricus bisporus var. Portobello

Segun la organizacién de la pared celular de A. bisporus, en su parte mas externa
se encuentra una regidbn muy electrodensa de aspecto fibrilar, rica en
xilomanoproteinas, glucanos e iones organicos e inorganicos®. Tales
componentes les confieren diversas propiedades &acido-base a las esporas
fungicas permitiendo la obtencién de una carga neta al contacto con la solucién?.
El uso de diferentes buffer en el analisis electroforético de este hongo permitié
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emplear varios pH y observar cambios netos en la carga de la pared celular. Lo
anterior se relaciona con el menor o mayor tiempo de migracion observado en la
sefal electroforética, de tal forma que a mayor carga positiva la movilidad
electroforética aumenta y por tanto el tiempo de migracion disminuye®®

En el estudio del tipo de buffer sobre la forma de la sehal de A. bisporus, se
obtuvo un pico bien definido bajo las condiciones probadas. Esto se debe a que la
mayoria de las soluciones buffers ofrecieron un microambiente adecuado para que
las esporas migraran a través del capilar y formaran una sola banda
electroforética. Los mejores picos se produjeron con los buffers fosfato de sodio,
TRIS, TBE y EDTA. Sin embargo, no se logré el mismo resultado con fosfato de
potasio y borato de sodio, dando sefales ligeramente mas pequeias; no obstante
modificando la concentracion en ambos casos, se logré6 mejorar el tamafno del
pico. Con citrato de sodio, no se obtuvo senal electroforética [Fig. 18].
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Fig. 18. Efecto del tipo de BGE sobre la forma y tamafio de la sefial electroforética
de A. bisporus. A) fosfato de sodio; B) borato de sodio; C) TBE; D) EDTA; E) TRIS;
F) fosfato de potasio. 20 mM; 17 Kv. Capilar 100 um d.i., 48 cm L+

Se han reportado eficiencias extremadamente altas en el analisis electroforético
de bacterias® y esporas fungicas’’ con el empleo de capilares derivatizados y el
uso de diferentes aditivos al buffer. Sin embargo, en el presente trabajo, no se
utilizé ningun tipo de aditivo, siendo la polaridad del analisis positiva (del anodo,
hacia el catodo). Obteniéndose senales con buena definicion y tamafo bajo las
condiciones electroforéticas ensayadas. Ademas, los tiempos de migracion fueron
reproducibles y menores a 10 min.
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El tiempo de migracion de A. bisporus es caracteristico del hongo, y esta en
funcion del tipo de buffer que se emplea en el estudio. El mejor tiempo de analisis
se obtuvo con el BGE borato de sodio, sacrificando la forma de la sefal analitica
[Tabla 7].

Tabla 7. Influencia del tipo de buffer sobre el tiempo de
migracioén en A. bisporus.

Buffer pH t., (minutos)
Citrato de sodio 5
Fosfato de sodio 7 4.7
Fosfato de potasio 7 9.0
Borato de sodio 8 4.43
TRIS 8 5.45
EDTA 8 4.46
TBE 8.5 4.98

BGE 20 mM; 17 Kv; capilar 100 ym d.i., 48 cm L.
Los datos son el resultado de la media de tres analisis.

También en este caso, se recuperaron las esporas en el vial de salida y se
observaron al microscopico, corroborando la integridad celular [Fig. 19].

A

Fig. 19. Analisis microscopico de A. bisporus. A) esporas antes del analisis
electroforético. B) esporas recolectadas después del analisis, observandose la
integridad de las células fungicas. 40X.

La importancia de obtener esporas integras, radica en la capacidad que tienen
para resistir el proceso electroforético. Ademas, es importante que no haya lisis
celular, ya que esto ocasionaria picos indeseables correspondientes al contenido
celular y que afectan el analisis®.
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8.3.3 Trichoderma atroviride

En el estudio de T. atroviride se probaron las mismas soluciones buffer que en los
hongos anteriores, obteniéndose resultados muy variables en la forma de la senal
electroforética con cada uno de ellos. En la composicion quimica general de la
pared celular de T. atroviride predominan galactomanoproteinas, quitina, glucanos,
entre otros, que al igual que en A. bisporus y A. rouxii, le proporcionan a la célula
fungica una carga neta variable con los cambios de pH y del tipo de buffer que se
emplea en el analisis.

Los electroferogramas procedentes del analisis electroforético con fosfato de sodio
muestran un pico bien definido, en relacion a su forma y tamafo, ademas permite
la determinacién del tiempo de migracién del hongo, que fue de 7.41 min. Los
resultados obtenidos con fosfato de potasio muestran una sefial pequefia y
separada en dos poblaciones. El mismo fendmeno ocurre con TBE, pero los picos
obtenidos son mas definidos y poseen mayor altura. Con los buffer borato de
sodio y TRIS se agruparon las esporas dentro de una misma banda
electroforética; sin embargo, la sefal es ancha y distorsionada. El analisis con
EDTA vy citrato de sodio no produjo sefial electroforética bajo ninguna condicion
[Fig. 20].
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Fig. 20. Efecto del tipo de BGE sobre la forma y tamafo de la sefal
electroforética en A. rouxii. A) EDTA, B) fosfato de potasio; C) TBE; D) TRIS; E)
borato de sodio; F) fosfato de sodio. 20 mM; 17 Kv. Capilar 100 um d.i., 48 cm Lt
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Las esporas de T. atroviride, como ya se menciond, varian en relacion a su
tamafio que va de los 3 a los 4 um®, aparentemente estas diferencias son
insignificantes, pero, dada la sensibilidad de la electroforesis capilar para
determinar pequefios cambios tanto en la ionizacidn del analito como en el tamafio
de éste, resultd imprescindible encontrar las condiciones adecuadas bajo las
cuales se obtuvo una sola sefal electroforética.

La forma de las sefiales obtenidas no permite determinar el tiempo de migracién
con todas las condiciones probadas, unicamente donde se obtuvo un pico con
buena definicion, que es el caso del analisis de T. atroviride con fosfato de sodio.

También en este caso, se recuperaron las esporas en el vial de salida
comprobando que éstas estaban totalmente integras [Fig. 21].

Fig. 21. Analisis microscopico de T. atroviridae. A) esporas antes del analisis
electroforético. B) esporas recolectadas después del analisis, observandose la
integridad de la pared celular. 40X

A la vista de los resultados ofrecidos por el tipo de solucion electrolitica, se
procedié a variar la concentracién de cada buffer en un intervalo de 10 a 30 mM.
Esto a partir del supuesto que indica que a mayor concentracion, la definicion del
pico aumenta, debido a que una mayor cantidad de iones agrupan mas
eficazmente la banda de las esporas fingicas dentro del capilar®.
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8.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL BUFFER

En cuanto a la concentracion del buffer, se debe tomar en cuenta que el uso de
una determinada concentracidn viene restringida por parametros como la longitud
del capilar y su diametro interno, asi como el campo eléctrico aplicado®.
Generalmente, el uso de tampones con concentracibn moderadamente alta es
deseable ya que aumenta su capacidad buffer®, lo que puede llevar a una
disminucién de los efectos de intercambio idnico entre los iones del analito con los
grupos silanol de la pared del capilar®®; sin embargo el uso de elevadas
concentraciones puede generar un aumento de la corriente y por tanto,
calentamiento por efecto Joule. Un calentamiento excesivo puede traer efectos
indeseables en la eficiencia y estabilidad del analito*®. Los buffers que pueden
provocar efecto Joule son aquellos que poseen una elevada conductividad
eléctrica permitiendo un paso excesivo de la corriente”. Esto puede controlarse
aumentando la longitud del capilar o disminuyendo su d.i., ya que bajo estas
condiciones el calor se disipa mas facilmente o se disminuye el potencial
aplicado®®. Ademas, considerando las células fingicas como particulas coloidales,
se debe tomar en cuenta que éstas se rodean por una capa contraidnica, cuyo
espesor depende de la fuerza idnica del buffer. Por lo tanto, el espesor de dicha
capa también contribuye a la movilidad electroforética de las esporas fungicas®®.

Como puede observarse, la concentracién y fuerza iénica del electrolito es
imprescindible en el sistema electroforético para establecer la corriente y para
reducir la resistencia eléctrica del medio. De esta forma, la concentracion correcta
del BGE proporciona mejores resultados en términos de banda electroforética.

El impacto de la concentracion del BGE sobre la forma del pico y la pep, se
determind en los tres tipos de hongos empleados en el estudio. Esto se llevo a
cabo variando la concentracion de las soluciones buffer de fosfato de sodio, borato
de sodio y fosfato de potasio entre 10 y 30 mM; y de 15 a 25 mM para TRIS, TBE
y EDTA. Todos los analisis se realizaron utilizando diluciones 1:10 del hongo en
cuestion. El efecto de la fuerza ionica tanto en la eficiencia del pico como en la pep
de las distintas cepas varié considerablemente.
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8.4.1 Agaricus bisporus var. Portobello

En el caso de A. bisporus, el estudio de la influencia de la concentracién del buffer
sobre la eficiencia de la sefial electroforética inicié con el BGE fosfato de sodio. Se
logré obtener una sefial electroforética bien definida a 10, 20 y 30 mM. El fosfato
de sodio juega un papel fundamental para el buen funcionamiento de los sistemas
bioldgicos’® y en el caso del analisis electroforético de las células flingicas propicia
un microambiente acido-base estable, que se observa en la altura y area bajo la
curva de la sefal electroforética [Fig. 22].
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Fig. 22. Efecto de la concentracion de fosfato de sodio sobre la resolucién y
tiempo de migracién en esporas de A. bisporus. pH 7; 17 Kv.

La mayoria de los estudios que utilizan EC para el analisis de MO, describen el
empleo de extremadamente bajas concentraciones del buffer (0.5 a 1.0 mM), con
el fin de no dafiar las células. Este fendomeno es mas frecuente en bacterias'>'>
141625 A pesar de esto, una concentracion elevada del buffer a veces es
conveniente para evitar electrodispersion y obtener picos mas definidos?.

Existe ademas, una relacion estrecha con el cation unido al fosfato, ya que al
realizar el analisis con fosfato de potasio, los resultados cambiaron
considerablemente. A concentracion de 10 mM se obtuvo un pico bien definido.
Sin embargo, a concentraciones de 20 y 30 mM se observan picos distorsionados
y pequenos, ademas de que presentan ensanchamiento de banda [Fig. 23].
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Fig. 23. Efecto de la concentracién de fosfato de potasio sobre la forma
de la sefal electroforética de A. bisporus. pH 7; 17 Kv.

El tipo de senales obtenidas bajo estas condiciones, pueden deberse a una
interaccion electrostatica diferencial entre los iones K* de la solucién con los
componentes de la pared celular fungica, provocando dispersién de las células
dentro de la misma banda electroforética. Las atracciones electrostaticas de
cationes sobre la superficie de la célula ya han sido reportadas en algunos
estudios. Tal es el caso del analisis de diferentes cepas de Escherichia coli, donde
el incremento de la fuerza idnica tuvo un fuerte impacto sobre las propiedades
electrostaticas de las células’”.

Por otro lado, el tiempo de migracién obtenido con fosfato de potasio, bajo las tres
concentraciones ensayadas, es mayor en relacion a los tiempos de migracion
observados con fosfato de sodio, debido a que este ultimo tiene un menor peso
molecular.

Al emplear soluciones buffer con concentraciones ligeramente mas elevadas, el
espesor de la capa difusa de la doble capa eléctrica disminuye y el de la zona
compacta aumenta, el potencial Z entonces disminuye y en la misma proporcion
disminuye el EOF, mejorando la eficiencia del pico®. Esto se demostré al realizar
el analisis con borato de sodio, donde la sefial analitica mejora al aumentar la
concentracion de 10 a 30 mM [Fig. 24].
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Fig. 24. Efecto de la concentracion de borato de sodio sobre la
forma y tamafio de la sefial electroforética. pH 8; 17 Kv.

Ademas, al aumentar la concentracion, los iones propician un incremento en la
compactacion de la banda de las esporas fungicas, disminuyendo la difusion de la
muestra a lo largo de la direccion de migracion.

El buffer TRIS es uno de los mas utilizados en EC para el analisis entidades
bioldgicas tales como bacterias? y levaduras'®, obteniendo buenos resultados en
términos de banda; asi como estabilidad del proceso. Sin embargo, las
concentraciones utilizadas oscilan de 1 a 5 mM, para evitar aumento en la
corriente eléctrica®. No obstante, en el caso del andlisis de esporas de A. bisporus
las concentraciones probadas superaron estos valores. Obteniéndose sefiales
electroforéticas bien definidas a 15, 20 y 25 mM, sin observar un incremento
significativo en la corriente eléctrica [Fig. 25].
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Fig. 25. Efecto de la concentracion de TRIS sobre la resolucion y movilidad
electroforética en el estudio de esporas de A. bisporus. pH 8; 17 Kv.
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La mejor concentracion bajo la cual el area bajo la curva fue mayor es a 20 mM,
esto puede deberse a que tal concentracidn favorece una mayor exhibicién de los
grupos mas absorbentes presentes sobre la pared de la célula fungica a la A
establecida. A 25 mM la sensibilidad de la deteccion disminuyd, debido a la mayor
cantidad de iones que se encuentran apantallando a las células fungicas a su paso
por el detector’> 76,

Pocas veces se ha hecho referencia al uso de EDTA como soluciéon tamponante
en EC. Sin embargo, en el estudio de esporas de A. bisporus se logré obtener un
pico electroforético bajo concentraciones de 15y 20 mM [Fig. 26]
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Fig. 26. Efecto de la concentracién de EDTA sobre la forma de
la sefial electroforética de A. bisporus. pH 8; 17 Kv.

Aunque se lograron obtener sefiales analiticas con EDTA bajo dos de las tres
concentraciones probadas, la linea base se presenté muy inestable.

Por ultimo, también se probaron tres diferentes concentraciones con TBE,
observandose el mismo fendbmeno que con TRIS. Con 15, 20 y 25 mM se
obtuvieron sefiales bien definidas, presentando un tiempo de migracion
caracteristico [Fig. 27].
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Fig. 27. Efecto de la concentracion del sobre la resolucién y movilidad
electroforética en el estudio de esporas de A. bisporus. pH 8.5; 17 Kv.

La solucion TBE se ha empleado frecuentemente con aditivos como PEO
(polietilen 6xido)?, surfactantes catidnicos y liquidos iénicos®, para obtener sefiales
con alta eficiencia y resolucion. Esto especialmente con la finalidad de determinar
la presencia o total ausencia de MO dentro de una misma muestra. Tomando en
cuenta las caracteristicas heterogéneas de los MO, el perfil de los picos a partir de
la migracion de cada cepa es apto para obtener sefales anchas. El
ensanchamiento de los picos es un problema critico especialmente cuando la EC
se aplica a mezclas de MO. De esta forma, el aumento de la eficiencia del pico es
necesario®’.

8.4.1.a EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL BUFFER SOBRE LA e,
EN ESPORAS DE A. bisporus.

Puesto que en la mayoria de las condiciones probadas se logré obtener un pico
definido, se puedo determinar el tiempo de migracién y a partir de este la
movilidad electroforética de A. bisporus [Fig. 26 y 27]. Este hongo mostré un
comportamiento concreto con respecto al incremento de la concentracion del
buffer: la movilidad electroforética disminuyo al aumentar la concentracion de las
soluciones electroliticas. Lo anterior se debe a que las esporas fungicas se rodean
de una capa contraidnica proveniente de los iones de la solucién, al incrementar la
concentracion, se incrementa también dicha capa y el efecto neto es una mayor
resistencia de las células al flujo electroforético’. Por otro lado, un aumento en la
fuerza ionica del buffer, produce una disminucion del espesor de la doble capa
eléctrica, con subsiguiente reduccion del EOF*°.
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En la Figura 28, se grafica la movilidad obtenida a partir del analisis realizado con
los BGE fosfato de sodio y borato de sodio, mostrando que a mayor concentracion
disminuye la movilidad de las esporas de A. bisporus. Ademas, la movilidad esta
en funcién del tipo de buffer, presentando una mayor movilidad con borato de
sodio, en relacién a fosfato de sodio.
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Fig. 28. Efecto de la concentracion del BGE sobre la e, en el analisis de esporas de
A. bisporus. A) fosfato de sodio; pH 7; B) borato de sodio; pH 8. Cada punto en la
grafica corresponde a concentraciones 10, 20 y 30 mM. 17 Kv.

Aun cuando al incrementar la concentracion, aumentdé el paso de la corriente
eléctrica, ésta fue mas estable. Adicionalmente, la mejor forma del pico se obtuvo
al utilizar concentraciones ligeramente mayores, asi como también se logré una
mayor reproducibilidad. Aunado a esto, se observo integridad celular tanto en el
examen microscopico, como en el electroferograma correspondiente a cada
analisis (no se presentaron picos indeseables).

En la siguiente grafica se observa el mismo comportamiento. En ésta se determiné
la pep @ partir del analisis realizado con TRIS y TBE. En este caso las diferencias
en las movilidades electroforéticas entre ambos buffer estdn menos marcadas
[Fig. 29].
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Fig. 29. Efecto de la concentracion del BGE sobre la pe, en el analisis de esporas de
A. bisporus. A) TBE, pH 8.5 pH 7; B) TRIS, pH 8. Cada punto en la grafica
corresponde a concentraciones 15, 20 y 25 mM. 17 Kv.

La pep proporciona una estimacion de la carga de la superficie®. Valores positivos
de pep representan el movimiento de los microorganismos hacia el electrodo
negativo y poseen una carga neta positiva’’ "%, Aun cuando la superficie de las
esporas fungicas contiene grupos acidos ionizables al contacto con la solucién,
presentando una carga negativa, estas cargas estan apantalladas por el
microambiente del grupo cargado, por asociacién con contraiones de la solucién.
La carga neta efectiva de la pared celular (que incluye la adquirida por la
ionizacion de los grupos funcionales, asi como la adsorcion de iones de la
solucion), en un tampon particular a un pH determinado, es la que influye en la
migracion de las esporas fuingicas en EC%.

8.4.2 Amylomyses rouxii

En el estudio electroforético de A. rouxii también se evalué el efecto de la
concentracion de la solucién tamponante sobre la eficiencia (forma y tamafo) de la
sefal electroforética. En cada caso, los resultados se mostraron significativamente
diferentes, obteniendo desde un solo pico, hasta la separacion de las esporas
fungicas en dos poblaciones.

La movilidad de los organismos individuales dentro de una misma poblacién
microbioldgica, no es necesariamente la misma y, como ya se menciond, esto se
debe a que existen subpoblaciones dentro de la propia cepa®’. En el estudio
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electroforético de A. rouxii se observan claramente las caracteristicas
heterogéneas de las esporas fungicas al obtener mas de una sefial analitica.

Al realizar el analisis con fosfato de sodio a concentraciones de 10, 20 y 30 mM,
las esporas mostraron dos comportamientos. A 10 mM, las células fungicas se
agruparon en dos sefales electroforéticas, como consecuencia de la variacion en
el tamafo de las esporas y por tanto las diferencias en la ionizacion de la pared
celular [Fig. 30].
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Fig. 30. Efecto de la concentracion del fosfato de sodio sobre
la forma de la sefal electroforética A. rouxii. pH 7; 17 Kv.

Bajo concentraciones de 20 y 30 mM fue posible agrupar las esporas en una sola
sefal. Aun mas, se pudo obtener un pico mas estrecho con 30 mM, permitiendo
una mayor compactacién de las células en la banda electroforética durante la
migracion de éstas a través del capilar.

Durante la corrida, la zona de la muestra cambia constantemente para ser mas
estrecha y viaja como un unico punto hacia el catodo. Los MO, en general, poseen
la tendencia de formar agrupaciones no covalentes. Esto, aunado a bajos
coeficientes de difusion de las particulas grandes, como son los MO, indican la
difusion longitudinal como el contribuyente principal del ensanchamiento de banda
en EC. Varios reportes demuestran que la mejor forma del pico se obtiene al
utilizar soluciones electroliticas con concentraciones ligeramente mayores, lo que
promueve la agrupacion de las esporas dentro de la misma banda
electroforética®.

Con fosfato de potasio, aun cuando se obtuvo una sola sefial bajo las tres
concentraciones probadas, ésta se presentd6 muy amplia, disminuyendo
ligeramente este efecto conforme aumenté la concentracion. Dado que la fuerza
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ionica del buffer aument6 al incrementarse la concentracion, fue posible aumentar
la compactacion de la banda de las esporas fungicas [Fig. 31].

10 mM

20 mM |
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Fig. 31. Efecto de la concentracién de fosfato de potasio sobre la
forma de la sefial electroforética de A. rouxii. pH 7; 17 Kv.

Ya se ha mencionado la baja eficiencia en la forma de la sefial electroforética de
A. rouxii. La anchura de los picos observada se debe a las caracteristicas
heterogéneas del MO, lo que promueve una mayor dispersion dentro de la misma
banda electroforética. Es por esto que es esencial el entendimiento y control de las
fuerzas de dispersién y de adhesidén de las esporas fungicas durante el proceso
electroforético. Lo que puede traer efectos benéficos en la agrupacion de las
células dentro de una misma zona electroforética sin que éstas presenten
agregacion celular™.

Empleando borato de sodio, se observé el mismo comportamiento que con fosfato
de sodio y de potasio en cuanto a la mejora de la forma del pico en relacién a su
tamano y estrechez. Esto se dio al aumentar la concentracion, y se obtuvo un pico
mas definido con fosfato de sodio 30 mM [Fig. 32].
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Fig.32. Efecto de la concentracion de borato de sodio sobre la
forma de la senal electroforética de A. rouxii pH 8; 17 Kv.

Uno de los objetivos de probar diferentes concentraciones con TRIS fue observar
si era factible obtener una sola senal electroforética modificando unicamente la
concentracion de la solucion; sin embargo no fue posible con este buffer. En
general, se observo que al incrementar la concentracion de 15 a 25 mM, la
separacion entre las dos sefales se redujo [Fig. 33].

PDA-20tnm  —— PDA-Z0tnm

M 20 mM

v 15 mM
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Fig. 33. Efecto de la concentracion de TRIS sobre la
forma de la sefal electroforética de A. rouxii. pH 8; 17 Kv.

Dado que a mayor concentracion hay menor separacién de las bandas®,
probablemente si se incrementara aun mas la concentracion de TRIS, se lograria
obtener un solo pico; no obstante se debe tomar en cuenta que al aumentar tanto
la fuerza ibnica como la concentracién puede incrementarse la resistencia al flujo
de las esporas fungicas provocando un aumento considerable en el tiempo de
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migracion’. Sin embargo, A. rouxii presenta un comportamiento contrario, ya que
a mayor concentracion el tiempo de migracion disminuye, pero no se debe dejar
de lado que otro efecto de aumentar excesivamente la concentracién del buffer es
un aumento de la corriente, que trae como consecuencia calentamiento por efecto
Joule, provocando inestabilidad del proceso*® y hasta lisis celular®®.

Algunas teorias han indicado la formacion de agregados celulares luego de la
aplicaciéon del campo eléctrico, debido sobretodo a la polarizacién de los analitos.
Estas observaciones han sido principalmente en bacterias®’* y microesferas de
latex”®, alterando su Mep Y Provocando la aparicién de multiples picos. No obstante,
en el analisis de A. bisporus, A. rouxii y T. atroviride, las suspensiones fueron
sonicadas previo a la inyeccion, garantizando la monodispersion de las esporas
fungicas. Por lo tanto, la diferencia en las movilidades electroforéticas de las
esporas de A. rouxii en buffer TRIS no se debe a la formacion de “clusters” sino a
las variaciones en el tamafo y composicion celular.

Con EDTA no se obtuvieron picos definidos a 15, 20 y 25 mM, solo se logro
obtener sefiales anchas y muy pequefias, ademas la linea base fue muy inestable
[Fig. 34].
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Fig. 34. Efecto de la concentracién de EDTA sobre la
forma de la sefial electroforética de A. rouxii. pH 8; 17

Aunque EDTA se ha utilizado primordialmente en conjunto con TRIS y acido
bérico para constituir el tampon TBE?*, se decidid probar unicamente EDTA en
solucion. Lo anterior debido a que EDTA forma complejos con metales’®, los
cuales pudieran formar parte de enzimas localizadas en la pared celular de las

esporas fungicas (Mg™*, Cu™, Fe™, etc.), proporcionando a la superficie celular
propiedades acido-base que permiten el analisis mediante EC.
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Con TBE tampoco fue posible la obtencion de picos definidos, disminuyendo
notablemente la sensibilidad del analisis [Fig. 35].
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Fig. 35. Efecto de la concentracién de TBE sobre la forma
de la senal electroforética de A. rouxii. pH 8.5; 17 Kv.

Aun cuando TBE no permitié obtener picos estrechos, generé una fuerza iénica
adecuada para la conductancia eléctrica, sin excederse cuando se emplearon
voltajes elevados.

8.4.2.a EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL BUFFER SOBRE LA Mep
DE ESPORAS DE A. rouxii.

Toda vez que fue posible obtener una sefial relativamente definida para A. rouxii,
se determind su pep. En la Figura 36 se presenta la movilidad obtenida a partir del
analisis con fosfato de potasio, fosfato de sodio y borato de sodio. Los resultados
muestran que con fosfato de potasio el tiempo de migracion aument6 al
incrementar la concentracion de la solucion buffer, disminuyendo asi su pep. Este
comportamiento no siempre se cumple; puesto que al variar la concentracién de
borato de sodio, la mayor movilidad se presentdé bajo una concentracion de 20
mM. En tanto que con fosfato de sodio la movilidad se aproximé a un valor
constante con el incremento de la concentracion.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

0.00045
0.0004 | ¢

0.00035 F y
0.0003

0.00025
0.0002

0.00015
0.0001

0.00005
0

uep

10 20 30

CONCENTRACION (mM)

Fig. 36. Efecto de la concentracion del BGE sobre la ue, en el andlisis de esporas de
A. rouxii. A) Fosfato de potasio; pH 7; B) Fosfato de sodio, pH 7; C) Borato de sodio,
pH 8. Cada punto en la grafica corresponde a concentraciones 10, 20 y 30 mM. 17 Kv.

Es evidente que en el estudio de A. rouxii, la pep esta en funcion directa del tipo de
buffer que se utiliza para el analisis, asi como también de su concentracion.

Hipotéticamente, la habilidad de la poblacion celular para expresar multiples
movilidades electroforéticas puede ser practico para que las esporas fungicas se
adhieran a ambientes complejos. Por ejemplo, las vias respiratorias, que estan
conformadas por diferentes tejidos®', logrando de esta forma su supervivencia y
reproducciéon. Por lo que, actualmente, ademas de la hidrofobicidad y el analisis
microscopico, la pep Se usa para describir la superficie y las propiedades de
adhesién de una amplia variedad de MO bajo diferentes condiciones’".

Por otro lado, las caracteristicas de adhesién de las esporas fungicas, pueden
contribuir a la adsorciéon de éstas en la pared interna del capilar, ocasionando
Sesgos en su Hep. Estas interacciones estan bien documentadas en proteinas y
otras especies organicas®’®. En estos casos se emplean aditivos (PEO, CTAB)
disueltos en el buffer que modifican tanto la pe, del analito, como el EOF*. Sin
embargo, en el caso de las células fungicas, tales interacciones no se observaron,
debido ante todo al lavado exhaustivo del capilar anterior y posterior a cada
corrida. Aunado a esto, la reproducibilidad de la pep, fue mayor.
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8.4.3 Trichoderma atroviride

En la actualidad, existen diversos meétodos de preconcentracion de la muestra
dentro del capilar denominados de “stacking”, los cuales, se utilizan para mejorar
la sensibilidad y eficacia de la deteccion. El fendmeno de stacking se basa en la
diferencia en la conductividad entre la muestra y el electrolito de separacion®®. Al
realizar el analisis de T. atroviride con fosfato de sodio 20 mM se obtuvo un pico
bien definido y con gran altura [Fig. 37]. En este caso, aun cuando no es posible
saber la conductividad que present6 la muestra al paso de la corriente, se puede
plantear la hipo6tesis de que bajo esta concentracion la conductividad eléctrica de
la solucion es mayor a la de las esporas, permitiendo que la muestra se concentre
en una sola banda electroforética®>®.
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Fig. 37 Efecto de la concentracion de fosfato de sodio en la
forma de la senal electroforética de T. atroviride. pH7; 17 Kv.

Algunas ocasiones, la diferencia en las conductividades no es suficiente para
agrupar a la poblacion celular. En estos casos se emplean agentes bloqueantes
que invierten el movimiento de los MO hasta que se agrupan dentro de una misma
banda electroforética. Los aditivos usados no interfieren en la deteccion del

analito, unicamente en su agrupacion sin provocar agregacion celular o “clusters”
18

En el analisis realizado con fosfato de potasio se obtuvieron dos sefnales con 10,
20 y 30 mM [Fig. 38]. Se observo que al aumentar la concentracion, la distancia
entre las sefales disminuye, lo que sugiere el empleo de una mayor
concentracion, ya que esto podria dar como resultado una sola banda
electroforética. Sin embargo, una mayor concentracion de fosfato de potasio
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elevaria de manera significativa la corriente eléctrica, ya que este buffer es muy
conductivo y podria ocasionar lisis celular.

MMMMMMM

Fig. 38. Efecto de la concentracion de fosfato de potasio en la
forma de la senal electroforética de T. atroviride. pH 7; 17 Kv.

Al igual que en el analisis de A. bisporus y A. rouxii con el buffer borato de sodio,
en el estudio de T. atroviride, la sefal analitica mejoré considerablemente al
aumentar la concentracion de 10 a 30 mM [Fig. 39]. Bajo concentraciones de 10 y
20 mM se observa una senal ancha y asimétrica, producto de la separacion
ineficaz de las poblaciones celulares en dos bandas electroforéticas. Al
incrementar la concentracion a 30 mM, la integracidon de las esporas fungicas en
un solo pico es mas efectiva, obteniéndose un pico mas estrecho y definido.

ooooo

Fig. 39. Efecto de la concentracion de borato de sodio sobre la
forma de la sefial electroforética de T. atroviride. pH 8; 17 Kv.
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Como se ha venido viendo hasta el momento, cada buffer proporcion6 diferentes
eficiencias en cuanto a la forma y tamafo de la sefial electroforética; ademas, la
Mep €sta en funcion del buffer de separacion. La eleccion de un buffer en particular
es importante desde la perspectiva de la generacion del efecto Joule y del pH que
permite utilizar*®. El buffer borato de sodio, en el analisis de los tres hongos
empleados en este trabajo, mostré gran estabilidad bajo las condiciones probadas,
proporcionando corrientes menores a 150 yA. Asi mismo, conforme incrementé la
concentracion de la solucion, la compactacién de las esporas fungicas fue mas
eficaz, mejorando en los tres casos la forma del pico y permitiendo la
determinacion de la pep. Otra observacion importante en el empleo de este buffer,
es que puede utilizarse para realizar mas de tres corridas sin que haya deplecion
de la solucion. A pesar de esto, todas las soluciones electroliticas incluyendo
borato de sodio, fueron remplazadas después de tres corridas (7-15 min en cada
corrida).

Los resultados obtenidos con TRIS muestran el comportamiento inverso
observado con borato de sodio, puesto que al aumentar la concentracion, la sefal
se tornd mas ancha. Esto se origind por una mayor electrodispersion de las
células dentro del capilar [Fig. 40].
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Fig. 40. Efecto de la concentracion de TRIS sobre la forma
de la sefal electroforética de T. atroviride. pH 8; 17 Kv.

Con TBE la sefial también se separd en dos picos. Sin embargo, con este buffer
se logré observar de manera mas clara del efecto que tiene el incremento de la
concentracion en la agrupacion de la muestra dentro de una sola banda. En la
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Figura 41, bajo concentraciones de 15y 20 mM, se observa la separacion de las
esporas fungicas en dos poblaciones, la primera sefal corresponde a una
poblacion de esporas que presentan un tamafo mas pequefo en relacién a la
segunda sefal que pertenece a una poblacién mayoritaria de células. Ademas,
dada las diferencias de tamano, existe una ionizacion diferencial que aumenta el
efecto de la separacion de las esporas en dos bandas electroforéticas.
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Fig. 41. Efecto de la concentracion de TBE sobre la forma
de la senal electroforética de T. atroviride. pH 8; 17 Kv.

El mismo comportamiento se obtiene con 25 mM; sin embargo, es claro que bajo
estas condiciones la primera sefal posee mayor altura. En este caso, puede estar
sucediendo que al aumentar la concentraciéon del electrolito se hace mas evidente
la diferencia en la conductividad entre la muestra y la solucién buffer. Al aplicar el
voltaje, la fuerza del campo eléctrico a través de la zona donde se encuentran las
esporas sera mayor que en la zona donde se localiza el electrolito, produciéndose
un considerable aumento de la movilidad de las esporas, hasta que alcanzan la
interface con el buffer de separacion. Lo anterior es debido a que la movilidad
electroforética de los solutos aumenta directamente con la fuerza del campo
eléctrico aplicado. Una vez que las esporas llegan a la zona limite, su movimiento
se hace mas lento debido a que experimentan un campo eléctrico menor’>®>%’. De
este modo, las esporas se concentran en una sola banda electroforética [Fig. 42].
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Fig. 42. Representacion del efecto stacking de las esporas de
T. atroviride. TBE. pH 8; 17 Kv.

En la Figura 41, también puede observarse que al lado de la sefial mayoritaria se
encuentra una poblacion, ésta se debe a que no todas las células se concentraron
en la misma zona, pasando por el detector antes de que esto sucediera.

El proceso electroforético es mas complejo en MO en relacién a otros analitos
(proteinas, DNA, etc.), ya que su movilidad algunas veces no puede ser estimada
debido a la variacién en la composicion de la superficie y no poseen una carga
fija>®. Frecuentemente los hongos presentan una distribucion de movilidades
electroforéticas debida a la variacion en el tamafo y en la carga de la superficie.
Esta cualidad se denomina heterogeneidad electroforética. Ademas, algunos
hongos son mas susceptibles a determinados valores de pH, altos campos
eléctricos y diferencias en la osmolaridad®.

En el caso de T. atroviride no fue posible determinar la pe, bajo las diferentes
condiciones ensayadas, puesto que el tipo de sefales obtenidas no permiten la
caracterizacién del hongo mediante su tiempo de migracion.
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8.5  CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE OBTUVO LA MEJOR
SENAL ELECTROFORETICA

En la siguiente tabla, se recopilan las condiciones bajo las cuales se obtuvo la
mejor senal analitica, en relacion a su forma y tamafio, en el estudio electroforético
de A. bisporus, A. rouxiiy T. atroviride [Tabla 8].

Tabla 8. Condiciones para el analisis de células fungicas.
Agaricus bisporus

BGE pH Concentracion tn (minutos)
(mM)
Fosfato de sodio 7 10 5.54
7 20 6.41
7 30 7.56
Fosfato de potasio 7 10 6.80
Borato de sodio 8 30 5.06
TRIS 8 20 4.56
TBE 8.5 20 4.98
Amylomyses rouxii
Fosfato de sodio 7 20 4.63
Fosfato de potasio 7 20 6.70
Borato de sodio 8 20 4.76
Trichoderma atroviride
Fosfato de sodio 7 20 7.41
Borato de sodio 8 30 4.98

El t,, es el resultado de la media de tres analisis.

Es evidente que el tiempo de migracion es propio de cada hongo y depende tanto
del tipo de buffer que se utiliza en el analisis, como de su pH y concentracion.

El principal beneficio de este método es el poco tiempo requerido para el analisis.
En este estudio, después de tan solo 15 a 20 minutos del inicio de la corrida, se
obtuvieron resultados concretos, arrojando picos electroforéticos con tiempos de
migracion menores a 10 minutos. Esta particular cualidad de la EC es una solucién
revolucionaria, especialmente frente a técnicas convencionales usadas en la
detecciéon de diversos MO, las cuales requieren de varios dias o hasta semanas
para proporcionar resultados especificos?.
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A partir de las condiciones electroforéticas presentadas en la tabla 7, se procedié
a modificar el pH de la solucion, con la finalidad de producir un cambio en la
ionizacion de la superficie celular y con esto, determinar el efecto sobre la forma
del pico y la Wep.

8.6 EFECTO DEL pH DEL BUFFER

La velocidad de migracion de los analitos en el interior de la columna capilar
depende, entre otros factores ya mencionados, del pH del tampdn de separacion,
ya que éste influye tanto en la movilidad electroforética de los analitos, como en la
electroosmatica®®.

Al exhibir las células fungicas propiedades acido-base (debidas a la presencia de
grupos funcionales ionizables sobre la pared celular), el pH de la solucién buffer
determina su grado de ionizacion y por tanto su movilidad electroforética, ya que
ésta es proporcional a la carga neta de las especies. Por otro lado, el grado de
ionizacion de los grupos silanol de la pared del capilar también depende del pH,
modificando el EOF. Si el pH del buffer aumenta, la ionizacion de la pared interna
del capilar sera mayor, provocando un incremento en el EOF y por tanto la pe, del
analito. En cambio, si el pH es bajo, el EOF disminuye, induciendo el mismo efecto
en la Uep49-50’65-67-

En el analisis electroforético de los hongos es de gran importancia tener en cuenta
este factor, no solamente por que es el que determina la movilidad, sino también
porque pequefios cambios de acidez o basicidad pueden provocar lisis celular®®7.
Ademas el pH del medio afecta la eficacia, eficiencia y sensibilidad del objeto de
estudio, en este caso, esporas fungicas.

8.6.1 Agaricus bisporus var. Portobello

En el analisis de A. bisporus, la variacion del pH iniciéo determinando el intervalo a
utilizar. Puesto que el pK, de fosfato es 7.21 y la mejor capacidad tamponante se
encuentra alrededor de dos unidades de este valor'*°, se eligi6 modificar el pH
entre 7 y 8. En la Figura 43 se puede observar claramente las enormes diferencias
en el tamafo de la sefial al variar el pH.

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALITICO. DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “Dr. Ignacio Chavez”. UMSNH



MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE CELULAS FUNGICAS

Al aumentar el pH en tan solo 0.2 unidades la ionizacién de la pared celular
aumenta. De esta manera, el pH puede producir cambios conformacionales de las
moléculas, promoviendo una estructura con mayor o menor capacidad de
absorbancia a la longitud de onda del estudio’®. Esto puede explicar por qué a pH
7.4 el pico es mucho mayor en relacién a los otros valores de pH. Ademas, el
aumento en el tamano de la sefial es gradual hasta llegar a 7.4 y a partir de éste
valor, el pico vuelve a decrecer.
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Fig. 43. Influencia del pH sobre la forma de la sefial de
Agatricus bisporus. Fosfato de Sodio, 20 mM; 17 Kv.

En el apartado 7.3.2, en la tabla 6, se indic6 de manera general el pH elegido para
el buffer de corrimiento. Los hongos presentan un mayor crecimiento y desarrollo a
valores pH ligeramente &cidos, entre 6 y 6.5'°; no obstante, la célula debe
mantener el pH dentro del estrecho margen de entre 6.5y 8.0'>’®. Lo anterior se
debe a que los constituyentes de las células, por ejemplo las proteinas, contienen
grupos acidos (carboxilos) y basicos (amino) en sus superficies. La respuesta de
estos grupos a los cambios de pH a menudo tienen una importancia considerable
para su funcion’®.

Para la variacion del pH fue necesario conocer en cierta medida las propiedades
acido base de las esporas fungicas, lo cual se logré realizando experiencias a pHs
acidos y basicos, y comprobar la posicion del pico electroforético respecto al EOF.
Un analito con algun grupo basico estara protonado a pHs bajos y migrara antes
del EOF; mientras que algun analito con grupos acidos se comportara como un
anion y migrara después del EOF en la experiencia a pHs basicos (en polaridad
positiva)’®. A partir de este supuesto, se puede decir que las esporas flngicas
contienen en su superficie una mayor cantidad de grupos acidos, puesto que el
pico electroforético, en todas las experiencias realizadas a valores de pH
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superiores a 7, se presentd después del EOF. Sumado a esto, al realizar el
estudio a pH 5, no se obtuvo sefial electroforética.

El mismo intervalo de pH utilizado con fosfato de sodio, se empleo con fosfato de
potasio 10 mM, observandose la mejor sefal electroforética con un pH de 8 [Fig.
44].
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Fig. 44. Influencia del pH sobre la forma de la sefal de
Agaricus bisporus. Fosfato de potasio, 10 mM; 17 Kv

Con respecto a la pep, €sta incrementd al aumentar el pH. El incremento del pH de
la solucidn buffer trajo efectos benéficos, el primero es un incremento en la
velocidad del EOF, mejorando la eficiencia de la sefal. Adicionalmente, la
definicion del pico indica una mayor uniformidad en la carga de la superficie de las
esporas fungicas, resultando en una disminucion de la relacion carga/masa y una
Hep Mas uniforme®.

8.6.2 Amylomyses rouxii

De igual manera que en el analisis del efecto del pH de la solucién buffer sobre la
eficiencia del pico electroforético y la pep de A. bisporus, para A. rouxii se tomo el
buffer con el cual se obtuvo la mejor sefal y a partir de esto se varié el pH. Siendo
fosfato de sodio y borato de sodio a concentracion 20 mM.

En el caso del analisis con fosfato de sodio, el pH vario en un intervalo de 7 a 8.
La forma de la sefal se modificé en cada caso, observandose que a mayor pH la
banda electroforética se compacta dando como resultado un pico mas estrecho y
definido; no obstante se observa que conforme aumenta el pH del buffer,
disminuye el tamafo de la sefnal [Fig. 45]. Por otro lado, la pep, aumenta en
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proporcion al incremento del valor de pH; sin embargo la mayor pep, Se presentd
conunpHde?7.
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Fig. 45. Influencia del pH en la forma de la sefal
electroforética de A. rouxii. Fosfato de Sodio 20 mM; 17 Kv

El estudio de la influencia del pH en el analisis de otros MO ha revelado el fuerte
impacto que tiene sobre la superficie y por tanto, en la pep. En algunos casos se
reporta que al decrecer el pH, la pe, aumenta’’?, corroborando la enorme
variabilidad en la composicion quimica de los MO’ lo que conlleva diversos

comportamientos, propiedades, mecanismos de accion y patogenicidad.

El pH del tampon de borato de sodio se modificd en un intervalo entre 8 y 9. Esto
debido a que el pK, de la solucion es 9.24. En este caso, no se logré aumentar la
eficiencia de la senal electroforética, puesto que a mayor pH la sensibilidad del
analisis disminuyo considerablemente. Siendo 8 el pH bajo el cual se obtiene un
pico mas defino [Fig. 46].
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Fig. 46. Influencia del pH en la forma de la sefal
electroforética de A. rouxii. Borato de sodio. 20 mM; 17 Kv

Con fosfato de potasio, la eficiencia (tamafio y forma) de las sefales obtenidas
disminuyé a partir de pH 7.2. A pHs mas alcalinos, la cantidad de grupos
funcionales presentes en la superficie de la célula tales como carboxilos, fosfatos,
hidroxilos, etc., se encuentran ionizados en una mayor proporcion?. Esto deberia
de proporcionar una mayor estabilidad a las células fungicas®; sin embargo, al
incrementar el pH la sensibilidad del analisis fue menor [Fig. 47].
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Fig. 47. Influencia del pH sobre la forma de la sefial
electroforética de A. rouxii. Fosfato de potasio. 20 mM; 17 Kv
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8.6.3 Trichoderma atroviride

En el caso de T. atroviride, la mejor sefial electroforética se obtuvo con fosfato de
sodio 20 mM a un pH de 7; no obstante, se modificé el pH en el intervalo de 7 a 8
para determinar el efecto de éste sobre la pep. Al variar el pH se obtuvieron efectos
indeseables en la forma de la sefal, por lo que no fue posible determinar la pep. El
incremento del pH del BGE produjo una ionizacion diferencial de la pared celular
de las esporas de T. atroviride ocasionando un incremento en la relacion
carga/tamaﬁ025, produciendo la separacion de las células en dos bandas
electroforéticas [Fig. 48].

Mnutes.

Fig. 48. Influencia del pH sobre la forma de la sefal
electroforética de T. atroviride. Fosfato de sodio. 20 mM; 17 Kv

Como ya se menciono, con fosfato de potasio bajo las tres concentraciones
probadas se obtuvieron dos sefiales correspondientes a la separacién de las
esporas en poblaciones. Sin embargo, al aumentar el pH del BGE fue posible
obtener una mejora considerable en la forma de la banda electroforética [Fig. 49].
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Fig. 49. Influencia del pH sobre la forma de la sefial electroforética
de T. atroviridae. Fosfato de potasio. 10 mM; 17 Kv

A valores pH de 7.6 y 7.8 las esporas de T. atroviride se agruparon en una sola
banda electroforética; sin embargo, la definicion del pico es pobre.

Es claro entonces, que la superficie de los MO, ya sean, bacterias’?, virus®*,
levaduras™ u hongos'®’’, es altamente sensible al pH del medio.

Una vez que se encontraron y se optimizaron las condiciones del analisis en
cuanto a tipo de buffer, concentracién y pH, se determind el efecto del voltaje
sobre la pep.

8.7 EFECTO DEL VOLTAJE APLICADO

En EC, el voltaje de separacion afecta en gran medida el tiempo y la eficacia del
analisis. El incremento del voltaje de separacion aumenta la velocidad del flujo
electroosmdtico, reduciendo por tanto los tiempos de analisis a la vez que mejora
la eficacia del sistema. Este hecho, sugiere trabajar siempre a voltajes altos. Sin
embargo y dado que el calor producido es proporcional al potencial aplicado, al
aumentar el voltaje, se incrementa la corriente eléctrica y por tanto, la produccion
de calor. Si el calor no es disipado rapidamente, la temperatura en el interior del
capilar aumenta dando lugar a una disminucion de la viscosidad del buffer, lo que
permitira que la corriente fluya mas facilmente®. El aumento excesivo de calor da
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lugar a ensanchamiento de los picos, tiempos de migracion no reproducibles vy
posible lisis celular®.

Es conveniente emplear voltajes en un nivel intermedio, 10 a 20 Kv, para el
analisis de las esporas fungicas, debido a que propician un tiempo de analisis
corto. Aparentemente estos valores de voltajes son elevados para células, puesto
que puede ocurrir rompimiento celular debido al paso de la corriente eléctrica. Sin
embargo, las esporas fungicas de los tres hongos analizados mostraron gran
resistencia al potencial aplicado. Esto se comprobé mediante analisis
microscopico de las esporas fungicas luego del analisis electroforético.

8.7.1 Agaricus bisporus var. Portobello

La modificacién del voltaje en el estudio de A. bisporus se llevé a cabo aun cuando
los andlisis se produjeron con tiempos menores a 10 min. Sin embargo, con la
finalidad de determinar el voltaje 6ptimo para el analisis, se probaron 10, 15, 17 y
20 Kv.

La ley de Ohm indica que la representacion grafica de la intensidad de corriente
frente al voltaje aplicado debe ser lineal, segun la expresion:

V=IR (6)

donde, V es el voltaje, / la intensidad de la corriente y R la resistencia ofrecida por
el conductor al paso de la corriente. Cuando hay una produccion excesiva de
calor, la resistencia disminuye, dando lugar a un aumento de la corriente,
produciéndose una desviacion de esta linealidad. El voltaje maximo permitido que
se puede utilizar coincide con el punto en el cual se produce esta desviacion y va
a depender de la naturaleza, pH y concentracion del buffer®®’®.

El efecto que tuvo el voltaje sobre la pe, de las esporas de A. bisporus con los
buffer TBE, EDTA y TRIS, se observa en la Figura 50. El incremento del voltaje
con los buffers TBE y EDTA mostr6 un comportamiento lineal hasta 17 Kv,
presentando una disminucion drastica de la pep a partir de este valor. Esto puede
explicarse mediante la ley de Ohm, siendo 17 Kv el voltaje maximo permitido para
realizar el andlisis electroforético, sin presentar inestabilidad del proceso. Con
TRIS el incremento de la movilidad de las esporas fue constante con el aumento
del voltaje.
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Fig. 50. Efecto del voltaje aplicado sobre ¢, de A. bisporus. A) TBE; B) EDTA; C) TRIS
15 mM; Los puntos en la grafica corresponden al voltaje aplicado (10, 15, 17 y 20 Kv)

Los electroferogramas obtenidos no mostraron variabilidad en la eficiencia
(tamano y forma) de la senal electroforética, presentando buena definicion bajo los
cuatro voltajes aplicados [Fig. 51].
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Fig. 51. Efecto del voltaje aplicado sobre la forma de la sefial
electroforética de A. bisporus. TRIS; 15 mM; pH 8.
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8.7.2 Amylomyses rouxii

El comportamiento electroforético de A. rouxii con cada condicién ensayada fue
totalmente diferente, sin presentar una conducta especifica. Ejemplo de ello, son
los resultados obtenidos con la variacion del voltaje, donde A. rouxii presentd una
mayor Wep bajo un voltaje de 15 kV [Fig. 52].
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Fig. 52. Efecto del voltaje aplicado sobre pe, de A. rouxii. Buffer TRIS 15 mM; pH 8.
Los puntos en la grafica corresponden al voltaje aplicado (10, 15, 17 y 20 Kv)

En los primeros andlisis realizados a MO (bacterias y virus) mediante EC, se
reportan voltajes de 10 hasta 30 Kv, utilizando polaridad positiva, dando elevadas
resoluciones y eficiencias en las separaciones’’. No obstante, con el desarrollo de
nuevos equipos se ha podido invertir la polaridad (polaridad negativa), permitiendo
disponer de mas recursos para optimizar las separaciones, asi como el uso de
voltajes que van desde los -2 Kv°.

En A. rouxii no fue posible mejorar la forma de las senales con el cambio de
voltaje, aunque la teoria predice que voltajes elevados daran eficacias mas altas,
puesto que la difusion es la caracteristica mas importante que contribuye al
ensanchamiento de banda. El factor limitante aqui es el efecto Joule™. La Mep Y €l
EOF contienen un término de viscosidad en el denominador (ecuaciones 1y 3). La
viscosidad esta en funcién de la temperatura; por lo tanto, el control preciso de la
temperatura, es también un punto importante al incrementar el voltaje. Cuando la
temperatura tiene un incremento moderado, la viscosidad disminuye ligeramente,
asi se tiene un aumento estable de la e, .
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En este trabajo todos los analisis se realizaron a una temperatura de 25° C (cerca
de la temperatura ambiente) con el capilar termostatado para evitar gradientes de
temperatura y obtener resultados reproducibles y con buena definicion.

8.7.3 Trichoderma atroviride

También en T. atroviride se probaron voltajes de 10 a 20 Kv con los buffers TRIS y
TBE. En el caso del analisis realizado con TRIS, si fue posible mejorar la
definicion del pico con el incremento del voltaje, presentando las esporas fungicas
una mayor compactacion con 20 Kv [Fig. 53].
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Fig. 53. Efecto del voltaje aplicado sobre la forma de la sefal
electroforética en T. atroviride. Buffer TRIS 20 mM; pH 8.

Con TBE las esporas de T. atroviride se separaron en dos poblaciones luego de la

aplicacién de los diferentes voltajes, sin presentar mejora en la definicion de los
picos [Fig. 54].
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10 Kv

Fig. 54. Efecto del voltaje aplicado sobre la forma de la sefial
electroforética en T. atroviride. Buffer TBE 20 mM; pH 8.5

En un estudio electroforético donde se analizé el VTM, se encontr6 que la
orientacion del MO afecta su pep. La del VTM, un virus con forma eliptica,
incrementa al aplicar altos voltajes. Entonces se pens6 que la orientacion de los
MO dentro del campo eléctrico, también es responsable de las diferencias
observadas en las movilidades al probar diferentes voltajes. En este caso, se
reportd que el incremento en la movilidad fue el resultado del alineamiento de los
virus con el campo eléctrico®. Un factor mas a tomar en cuenta en el analisis de
esporas fungicas, ya que éstas, presentan una enorme variedad de formas?’.

Hasta este punto, se ha cumplido con el primer objetivo de este trabajo. No
obstante, existen otros factores que son importantes tener en cuenta en el analisis
electroforético de los hongos. Estos factores incluyen el efecto que tiene el tiempo
de suspension de las células, por lo que el siguiente apartado muestra la
modificacion de la pep luego de la suspension de las esporas fungicas durante 24
horas en el buffer de corrimiento.
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8.8 EFECTO DE LA SUSPENSION DE ESPORAS FUNGICAS

Es claro que las esporas fungicas son anfotéricas, presentando una carga
caracteristica bajo determinadas condiciones. Las suspensiones de las esporas
pueden cambiar con el tiempo, dependiendo de la edad de la poblacion
microbioldgica, del medio en el que se encuentran, asi como el pH y la
concentracion de iones que las rodea. También pueden agregarse para formar
clusters o cambiar su carga neta y durante el proceso electroforético, adherirse a
las paredes internas del capilar. Todos estos factores alteran drasticamente los
resultados®*.

En la Figura 55, se presenta una comparacién del efecto que tuvo el tiempo de
suspension de las esporas de A. bisporus. A una concentracion de 10 mM la ep,
con un tiempo en suspension de 30 min y 24 hr, fue muy similar. Conforme
incrementd la concentracion, la diferencia en las movilidades aumenté. Siendo la
Mep de las esporas de A. bisporus mayor, cuando éstas estuvieron en suspension
durante 24 hr.
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Fig. 55. Efecto del tiempo de suspension sobre la pe, de A. bisporus A)
dia de la suspension; B) luego de 24 hr. Fosfato de sodio pH 7; 17 Kv.

Este comportamiento puede deberse a que conforme paso el tiempo, la ionizacion
de las paredes celulares de las esporas incrementd, promovida por la adsorcion
de una mayor cantidad de iones provenientes de la solucién.
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El comportamiento electroforético de A. rouxii fue contrario al observado en A.
bisporus, puesto que la e, disminuyo al incrementar el tiempo de suspension de
las esporas fungicas [Fig. 56]
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Fig. 56. Efecto del tiempo de suspension sobre la pg, de A. rouxii.
A) dia de la suspensién; B) luego de 24 hr. Fosfato de sodio pH 7;
17 Kv.

Tales diferencias en las movilidades se pueden explicar tomando en cuenta que,
al estar las células fungicas cargadas en suspension acuosa desarrollan una
esfera de solvatacion, en la cual, las moléculas dipolares de agua e iones con
cargas opuestas se acumulan, formando una doble capa eléctrica. De tal forma
que el diametro total de las esporas fungicas incluye el diametro de la célula en si
misma junto con el espesor de la capa de solvatacidn. Asi, el espesor de la doble
capa contribuye a un incremento en el tamafo neto de las células, disminuyendo
SU Pept.

Todos los analisis anteriores, se llevaron a cabo con capilares de 100 ym de d.i. y
48 cm de L; Debido a que tanto el d.i. como la longitud del capilar afectan
considerablemente el proceso electroforético y por tanto los tiempos de migracion,
se probaron también capilares de 75 ym de d.i. y 30 cm de L.
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8.9 EFECTO DE LA LONGITUD DEL CAPILAR

Es recomendable comenzar los analisis con capilares cortos (20 a 50 cm al
detector) para obtener tiempos breves de analisis. La longitud del capilar puede
incrementarse para mejorar la resolucién sobre todo en la separacion de mezclas
de analitos que tienen diferencias muy sutiles en sus pep. Aumentar la longitud del
capilar permite que dichas especies se puedan separar. Otra consecuencia que se
desprende del alargamiento, es la posibilidad de utilizacién de voltajes mayores,
ya que la fuerza del campo eléctrico a un voltaje constante se ve disminuida. El
limite practico en la longitud de los capilares esta en los 100 cm*%*,

A partir de esto, se puede decir que la pep de las esporas fungicas esta en funcion
de la longitud del capilar. Puesto que el tiempo de migracion se modifica en
relacion a la distancia que hay desde el punto de inyeccion de la muestra hasta el
detector. A mayor longitud efectiva (Ly) del capilar, el tiempo necesario para que el
analito sea detectado es mayor, por lo tanto el tiempo de migracion aumenta,
disminuyendo asi la pe,***".

Aun cuando el tiempo total de analisis no sobrepaso los 20 min con el empleo de
un capilar de 48 cm de L;, se realizaron algunas experiencias para determinar la
influencia de la longitud sobre el tiempo de analisis. De tal manera, que se
disminuy6 a 30 cm (20 cm de Ly). Los electroferogramas resultantes muestran que
las senales correspondientes a cada hongo presentan tiempos de migracion
menores a 3 minutos [Fig.57].
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Fig. 57. Efecto de la L; del capilar sobre el tiempo de migracién de las
esporas fungicas; A) Amylomyses rouxii; B) Trichoderma atroviride; y
C) Agaricus bisporus. Fosfato de sodio; 20 mM; pH 7. 17 Kv.
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También se observd que bajo estas condiciones no es posible emplear voltajes
elevados debido al calentamiento por efecto Joule, produciendo la caida de la
corriente al final de la corrida.

La mayoria de los estudios reportan el empleo de capilares de 25 a 50 cm de Ly
con buenos resultados en cuanto a la forma y resolucién de los picos. Con
respecto al d.i., éste oscila entre 25y 100 pm, dependiendo del tamafio del MO a
analizar"’.

8.10 EFECTO DEL DIAMETRO INTERNO DEL CAPILAR

También se determind la factibilidad de emplear capilares con menor d.i. El capilar
de 75 pym de d.i. permiti6 unicamente obtener un pico bien definido para A.
bisporus. Esto no fue posible para A. rouxii y T. atroviride, disminuyendo
considerablemente la sensibilidad [Fig. 58].

Esto se explica teniendo en cuenta la ecuacion de Lambert-Beer:
A=¢bC (7)

donde A es la absorbancia a una longitud de onda fija, b (cm) la longitud del paso
optico, € (L mol' cm™) es la absortividad del analito y C (mol L") es la
concentracion del analito.

La absorbancia del analito, a una concentracion determinada y una longitud de
onda fija es directamente proporcional a la longitud del paso oOptico, que se
corresponde con el ancho de la celda de deteccion®’®.

En EC, la celda de deteccion es el propio capilar, con un paso 6ptico igual al d.i.
del mismo. Este hecho, unido a los pequenos volumenes de muestra introducidos
(nL), compromete la sensibilidad que puede alcanzarse en la deteccion de las
esporas fl’Jngicas%. En el andlisis de hongos, el capilar de 100 um de d.i. ofrecio
una mayor sensibilidad, debido a que con este diametro, la longitud del paso
Optico es mayor, observandose ademas, una mayor eficiencia de las senales
electroforéticas.
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Fig. 58 Efecto del d.i. del capilar sobre la forma la sefial electroforética;
A) Trichoderma atroviride. B) Agaricus bisporus. C) Amylomyses rouxii.
Fosfato de sodio; 20 mM; pH 7. 17 Kv. Capilar 75 um d.i., 48 cm L.

Por otro lado, el capilar de 75 um de d.i. fue mas propenso a bloquearse, debido
sobre todo al tamafio de las células fingicas que oscila entre 3y 10 um®?°%2y g
agrupamiento de estas en bandas analiticas durante el proceso electroforético. Es
bien sabido que capilares con menor d.i. disipan mas facilmente el calor generado
por el paso de la corriente eléctrica, permitiendo la utilizaciéon de voltajes mas
elevados. Sin embargo, el capilar de 100 uym disipo de forma eficaz el calor
generado por el voltaje aplicado, observandose corrientes estables inferiores a
200 pA.

8.11 EFECTO DEL TIEMPO DE INYECCION DE LA MUESTRA

Las cantidades de muestra inyectadas en EC son muy pequenas (del orden de los
nanolitros) y mantienen una alta eficiencia del analisis. Las pequefias cantidades
inyectadas, al igual que el poco volumen de tampon consumido, son una ventaja
de la técnica cuando se dispone de poca muestra o se utiliza un tampén caro. A la
vez, resulta un inconveniente en cuanto al aspecto de la sensibilidad. Una
sobrecarga de la muestra causa ensanchamiento de banda y por tanto, pérdida de
la eficiencia, con consecuente distorsién de la forma del pico**®'. De tal manera, la
cantidad de muestra inyectada esta en funcion del tiempo. A mayor tiempo de
inyeccion, la cantidad de muestra dentro del capilar es mayor?®. Por este motivo,
se probaron diferentes tiempos de inyeccion de la muestra para determinar el mas
adecuado. Siendo 5, 7, 9 y 11 segundos, los tiempos analizados. Los resultados
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mostraron pequefias diferencias en el area bajo los picos en los respectivos
electroferogramas, lo que indica que el numero de esporas inyectadas fue muy
similar. Por este motivo, se trabajé en todas las corridas con un tiempo de
inyeccion de muestra de 11 seg [Fig. 59].
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Fig. 59. Efecto del tiempo de inyecciéon de la muestra en Agaricus
bisporus. TRIS; 20 mM; pH 8. 17 Kv. Capilar 100 um d.i., 48 cm L.

Habiendo probado una gran variedad de condiciones electroforéticas y hallado el
ambiente adecuado donde las esporas fungicas migran a través del capilar de una
forma estable, proporcionando picos electroforéticos bien definidos, se planteé la
posibilidad de separar las esporas fungicas en mezcla mediante EC.
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8.12 SEPARACION DE ESPORAS EN MEZCLA

Uno de los mayores logros obtenidos en este trabajo, es la separacion de T.
atroviride y A. bisporus en mezcla. Esto fue posible con fosfato de potasio 10 mM
a pH 8. T. atroviride presentd una sefal electroforética que va de los 4.2 a los 6
min. En tanto que A. bisporus tuvo un tiempo de migracion de 7.46 min [Fig. 60].

A. bisporus
Jﬂ \ -0.010
T. atroviride / “
| i
2 0005 Al | 0005 2
j/ \\ NN"\% \‘ I
A~ / (R LU VUSRI A U
J’/ ‘ M//‘/W " -
0.000 L - 0.000
T T T T ]
0 2 4 6 8

Minutes

Fig. 60. Separacion electroforética de T. atroviride y Agaricus bisporus en
mezcla. Fosfato de potasio; 10 mM; pH 8. 17 Kv. Capilar 100 um d.i., 48 cm L;.

Los picos correspondientes a cada hongo presentaron la forma caracteristica de la
inyeccion individual de cada uno de ellos. Los tiempos de migracion variaron
debido a la influencia entre ambos tipos de células®>. Ademas la resolucion entre
las dos sefales es muy alta, observandose aproximadamente 1.5 min de
diferencia en el tiempo de migracion.

Para obtener la separacién de la mezcla de esporas, el parametro clave fue el pH.
Modificandolo, se obtuvieron diferentes relaciones carga/radio y por tanto distintas
pep78. Otros investigadores han logrado la separacién de mezclas de conidios
provenientes de hongos filamentosos con eficacias extremadamente altas,
mediante CIEF y EC. Los hongos separados fueron Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Penicillium chrysogenum, Fusarium solany y Aspergillus flavus
presentando tiempos de migracién menores a 15 min”’.

Para comprobar que los picos obtenidos en el electroferograma corresponden a
los hongos en cuestion, se realizd lo siguiente: 1) el experimento se repitié varias
ocasiones, interdia e intradia; 2) recuperando las esporas en el vial de salida; 3)
verificando la presencia de las esporas fungicas mediante un microscopio de luz a
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400X [Fig. 60], asi como también; 4) cultivando las esporas fungicas obtenidas del
vial de salida [Fig. 61].

8.13 VIABILIDAD DE LAS ESPORAS FUNGICAS

Los electroferogramas generados usando deteccion UV, permiten la identificacion
del MO vy la cuantificacién del numero total de células. Sin embargo, no se obtiene
informacion de la viabilidad celular. No obstante, la viabilidad celular puede ser
determinada en EC mediante tratamiento de las células con diferentes
colorantes®.

En este trabajo, la viabilidad de las esporas fungicas luego del proceso
electroforético, se constatdé mediante la recuperacion de las esporas del vial de
salida, su analisis microscopico y posterior cultivo en PDA. El seguimiento del
medio de cultivo permitié observar el crecimiento y desarrollo caracteristico de T.
atroviride [Fig. 61].

,//\/

Fig. 61. Viabilidad de las esporas de T. atroviride
luego del analisis electroforético. Cultivo en PDA.

En trabajos realizados en bacterias se encontré que mas del 90% de los MO que
fueron analizadas permanecian viables después del proceso electroforético’.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

En el presente trabajo se evaluaron diferentes condiciones electroforéticas para el
analisis de esporas fungicas de tres tipos de hongos, que representan tres phyla
del reino Fungi. La variacion de las condiciones permitié agrupar a las poblaciones
celulares en bandas electroforéticas, logrando la caracterizacién de cada uno de
los hongos. El tipo de buffer, su concentracion y pH determinan la forma del pico
electroforético. A pesar de la heterogeneidad en el tamano de las esporas fue
posible agruparlas en una sola banda electroforética, modificando uUnicamente la
concentracion del buffer. Respecto a la pep, €sta se determiné para A. bisporus 'y
A. rouxii. En el caso de T. atroviride no fue posible debido a la forma de las
sefales obtenidas. En general, con los buffer fosfato de sodio, fosfato de potasio y
borato de sodio se obtiene mayor eficiencia en la forma del pico electroforético.
Por otro lado, se recomienda emplear capilares de 100 ym de d.i. y 48 cm de L,
ya que garantizan una mayor sensibilidad a la deteccion, asi como una corriente
mas estable. Ademas, la EC mostr6 gran capacidad para identificar y separar
esporas en mezcla, siendo A. bisporus y T. atroviride los hongos separados. Las
esporas fungicas mantienen su viabilidad luego de ser sometidas al proceso
electroforético.
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10. CONCLUSION

Las esporas de T. atroviride, A. rouxii y A. bisporus, mostraron un comportamiento
electroforético caracteristico, el cual esta en funcion del tipo de buffer, su pH y
concentracion, asi como también de la longitud y diametro interno del capilar. Al
presentar cada hongo una pep propia, es posible diferenciarlos y separarlos en
mezcla. Esto permite utilizar la EC para la identificacion y caracterizacion de
esporas fungicas.
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11. PERSPECTIVAS

Aplicar CIEF para determinar el p/ de las esporas fungicas.

Utilizar reguladores con diferentes aditivos.

Aislar paredes celulares con la finalidad de determinar su composicion

quimica.
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