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RESUMEN

Introduccidn: La pared celular representa de 15-30% en peso seco de los hongos, da
forma y protecciéon contra danos fisicos; estd formada por proteinas, glucanas,
melanina y quitina, estos componentes a un pH determinado ocasionan la presencia
de cargas eléctricas en la superficie celular; las células fungicas son anfdteras ya que
a pH alto tienen carga neta negativa, pero en pH bajo tienen carga neta positiva;
para poder estudiar la carga de superficie existen métodos basados en
electroforesis capilar, en donde los analitos migran en un campo eléctrico dentro de
un capilar de silice debido a su movilidad electroforética (pep) y por el flujo
electroosmoético (FEO); la informacién encontrada permitird comprender mas a
detalle las propiedades eléctricas de pared celular que participan en el fendmeno
de atraccion/repulsién, asi como brindar una herramienta analitica mediante
caracteres electroforéticos. Objetivos: analizar y caracterizar las conidias de
diferentes cepas de Trichoderma mediante EC. Materiales y Métodos: se utilizé un
capilar de silice fundida de 50 cm de longitud y 100 um de didmetro interno, las
sefiales fueron leidas a una A de 201 nm; se utilizaron las conidias de la cepa de
referencia Trichoderma atroviride IMI-206040 y de las cepas silvestres Hypocrea lixii
CMU-1, T. gamsii CMU-8, H. rufa CMU-218 y T. tomentosum CMU-221, todas
obtenidas del Cepario Michoacano Universitario perteneciente al Laboratorio de
Conservacion y Biotecnologia de Microorganismos del CMEB; las cepas fueron
sembradas en agar Vogel e incubadas a 28° C durante 120 h, se colectaron las
conidias y fueron lavadas con H,0 destilada estéril para eliminar restos de micelio,
agar y metabolitos; las diferentes condiciones electroforéticas ensayadas incluyeron
el uso de soluciones buffer fosfato de potasio, MOPS, HEPES, MES vy Tricina, en
diferentes concentraciones y valores de pH; también se ensayé el uso de voltajes
positivos y negativos. Resultados: Las 5 cepas utilizadas presentaron una morfologia
y tiempo de conidiacion muy diferentes entre si; las conidias presentaron una carga
eléctrica neta de superficie negativa y migraron del polo positivo al polo negativo
debido al FEO; las mejores condiciones en voltaje positivo fueron fosfato de potasio
10 mM, pH de 8.0 y (+)20 kV, con estas condiciones se encontraron sefiales poco
eficientes pero reproducibles; las mejores condiciones en voltaje negativo fueron
fosfato de potasio 20 mM, con pH de 6.8 y voltaje de (-)17 kV, se obtuvo una sefial
muy eficiente correspondiente a una molécula de pared celular, posiblemente
melanina, esta sefal fue observada en las 5 cepas estudiadas; las conidias de las 5
cepas mantuvieron su viabilidad después del proceso electroforético. Conclusiones:
con estos resultados se propone utilizar a la molécula encontrada en voltaje
negativo para la identificacion de grupos de hongos.
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ANALISIS DE CONIDIAS DE DIFERENTES CEPAS DE Trichoderma spp. POR
ELECTROFORESIS CAPILAR

I. INTRODUCCION

Desde los comienzos de la humanidad, el hombre ha estado estrechamente
relacionado con los hongos tanto macroscdpicos como microscopicos; los hongos
macroscopicos han tenido un importante peso en las diferentes culturas, siendo
algunos de ellos utilizados como sustancias entedgenas en sus ritos, otros usados
como alimento y algunos otros como veneno para causar la muerte a sus rivales,
estos hongos debido a que presentan una morfologia macroscépica han podido ser
faciles de reconocer, en torno a ellos se han creado muchas historias y mitos que
han hecho del reino Fungi, un reino fantastico y misterioso. Por otra parte, los
hongos microscépicos debido a su tamafio han sido mas dificiles de reconocer pero
han acompanado al ser humano a lo largo de su historia, ya sea fermentando sus
cereales y frutos para producir bebidas alcohdlicas empleadas en festejos en las
diferentes culturas; otros ocasionandole diferentes infecciones e intoxicaciones al
ser humano; algunos otros dafiando los cultivos, generando asi cambios en la dieta
alimenticia de algunos pueblos e incluso ocasionando migraciones en masa debido a
las hambrunas (1).

Como consecuencia de la invencién del microscopio por Anton van Leeuwenhoek y
los avances en microbiologia por parte de Luis Pasteur, fue posible conocer mejor a
estos seres; actualmente los hongos microscopicos son conocidos por causar
infecciones de moderadas a graves y conalta tasa de mortalidad, donde un
diagnédstico rapido puede aumentar las posibilidades de supervivencia de los
pacientes afectados; otros llegan a producir toxinas en los alimentos; muchas de las
conidias producidas por hongos microscépicos llegan a producir alergias, siendo los
principales agentes alergénicos presentes en el polvo. Aunque también desde este
mismo punto de vista antropocéntrico, pueden ser vistos de una forma positiva, ya
que de ellos se obtienen muchos antibidticos utilizados para contrarrestar
infecciones bacterianas, también son muy utilizados en la obtencion de aditivos
alimenticios, entre ellos esta el acido citrico, diferentes enzimas, hormonas y
vitaminas; otros usados en la fermentacién de diferentes bebidas alcohdlicas,
ademdas muchos de ellos por sus propiedades micoparasitas, son utilizados como
biocontrol de hongos fitopatdgenos en diferentes cultivos. El papel que tienen los
hongos microscdpicos en los ecosistemas también es muy importante, ya que ellos
participan como degradadores de materia orgdnica muerta, también como
biocontrol evitando la sobrepoblacién de otras especies, tienen una importante
interaccion con las plantas, algunos como mutualistas otros como parasitos,
ademads de muchas otras funciones que aun no se han descubierto (2-4).

Para estudiar a los hongos microscépicos se emplean diferentes técnicas,

tradicionalmente para identificarlos se requiere de estudiar su morfologia tanto
macroscopica como microscopica, actualmente las técnicas moleculares generan
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mas certeza y existen bancos de datos en internet para comparar los resultados
obtenidos mediante secuenciacién; otras técnicas mediante inmunoensayos
permiten conocer mas a detalle la variedad de enzimas con que cuentan los hongos
en estudio; ahora bien, si lo que se quiere son los metabolitos secundarios, hay que
apoyarse de técnicas analiticas como la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) con la que se pueden aislar, identificar y cuantificar estas sustancias; ahora
que si lo que se quiere es conocer propiedades eléctricas de la pared celular, una
técnica prometedora para este estudio es la Electroforesis Capilar (EC), ya que
mediante las movilidades de las células en un campo eléctrico debidas a su relacidn
carga/masa, se pueden obtener diferentes parametros y asi conocer mas a detalle
el comportamiento eléctrico de pared celular de estos seres (4-6).

Los hongos microscépicos son ubicuos, existe una gran variedad de muestras en las
que pueden estar presentes: muestras clinicas, de suelo, de cultivos agricolas, de
alimentos, de biofilms, entre muchos otros; es importante considerar el tipo de
muestra que se quiere estudiar pues de sus propiedades depende el tratamiento
que se le dard para recuperar al analito sin interferencias de los componentes
presentes en la matriz de la muestra (7, 8).

Un hongo microscépico de amplia distribucién es Trichoderma; tipicamente se
encuentra en suelo y madera en descomposicion, es un hongo muy estudiado ya
que tiene una gran capacidad de metabolismo, también presenta una agresividad
competitiva contra otros seres vivos en los diferentes ecosistemas, es un excelente
aliado en los cultivos agricolas pues aporta fitohormonas que ayudan en el
crecimiento de las plantas, las protege contra bacterias al secretar antibidticos
tanto locales como aéreos, las protege de hongos mediante su propiedad
micoparasita; en estudios de biorremediacion de ecosistemas dafiados con
hidrocarburos presenta un bajo nivel de biodegradacion pero suficiente para apoyar
al medio ambiente, posee una importancia econdmica por la obtencion a gran
escala de celulasas utilizadas en procesos industriales. Una desventaja es el
micoparasitismo que producen en hongos de importancia comercial, como lo son
los géneros Pleurotus y Agaricus (3, 9, 10).

Diversos grupos de investigacion multidisciplinaria tienen muy bien estudiado a
Trichoderma; cabe sefialar que en las taxonomias clasicas mediante morfologia
macro y microscopica se habia descrito a Trichoderma como un hongo anamorfo
(que presenta fase asexual), posteriormente se observd que su teleomorfo (que
presenta fase sexual) correspondia con las descripciones del género Hypocrea; en
las clasificaciones taxondmicas actuales en base a caracteres moleculares,
Trichoderma e Hypocrea pertenecen a una misma taxa a nivel de género; existen
bases de datos muy completas con informacién de Trichoderma e Hypocrea, que
incluye secuencias de nucleétidos, lista de enzimas, dendogramas, metaboldmica,
entre otros datos, todos ellos obtenidos mediante diferentes técnicas de estudio.
Siendo mas destacadas las pruebas morfoldgicas y moleculares (11).
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Una cantidad importante de informacién se ha obtenido apoydndose en técnicas
instrumentales, una de ellas el HPLC y en los ultimos afios, el empleo de
Electroforesis Capilar (EC); esta ultima técnica permite conocer la importancia de las
cargas eléctricas de superficie, en este caso de hongos microscdpicos; segun el valor
de la carga neta de superficie, las células pueden adherirse o repelerse de otras
células o de superfices (4, 11, 12).

Las cepas de Trichoderma tienen la ventaja de ser de rdpido crecimiento, abundante
conidiacién y que la composicién quimica de su pared celular es muy parecida a la
de la mayoria de los ascomicetos filamentosos; la utilidad de realizar estos estudios
es para buscar nuevas formas de identificacion, cuantificacién y comprension de sus
propiedades de atraccidon/repulsidon, con esta técnica se obtendran resultados en
cortos tiempos de analisis, de manera econémicay con buena sensibilidad.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 MICOLOGIA

El término micologia es una palabra compuesta por el prefijo mico- (del griego
“mykes” que significa seta) y el sufijo —logia (del griego “logos”, que significa
tratado), es la ciencia que se encarga de estudiar a los hongos, estos organismos
son eucariontes, heterétrofos, se alimentan mediante una digestion externa y
posterior ingestion de nutrientes mediante absorcidn, contienen una pared celular
conformada principalmente por glucanas, glicoproteinas y quitina; este ultimo
polisacarido esta presente en todos los organismos fungicos; en la membrana
celular contienen ergosterol; estos organismos son en su mayoria aerobios, pero
también existen anaerobios facultativos, pueden ser unicelulares (levaduras) o
pluricelulares; el conjunto de células agrupadas de manera lineal forma una hifa,
que puede ser cenocitica cuando el citoplasma se encuentra completamente
comunicado entre célula y célula, o septado cuando existe una separacion entre
células denominada septo, el conjunto de hifas forma un micelio, este micelio es
muy ramificado y gran parte de sus hifas se despliegan dentro y sobre el sustrato
para alimentarse de él, denomindndose esta regidon micelio vegetativo, mientras
que la otra regidon que presenta estructuras diferenciadas para la reproduccion
recibe el nombre de micelio aéreo o reproductivo; la reproduccién en el reino Fungi
se puede efectuar mediante 2 mecanismos, un mecanismo sexual (teleomorfismo)
generando esporas, o por un mecanismo asexual (anamorfismo) generando
conidias (1, 2, 13).

2.1.1 Importancia de los hongos

Los hongos son agentes causantes de gran parte de la desintegracién de la materia
organica, principalmente de los residuos vegetales debido a una importante
actividad de degradacién de celulosa por parte de una gran variedad de especies
fungicas; también afectan directamente a la sociedad al descomponer nuestros
alimentos, prendas, y muchas pertenencias hechas a base de materia prima de
naturaleza organica; causan diversas enfermedades en las plantas y asi como en
animales y en los seres humanos; constituyen la base de varios procesos
industriales, entre ellos: elaboracién de pan, vinos, cerveza, fermentacién del cacao
para producir chocolate, elaboracién de ciertos quesos, etc; también son utilizados
para obtener acidos organicos, farmacos, vitaminas y antibiéticos. Los hongos junto
con las bacterias, a lo largo de su existencia se han encargado del reciclaje de
muchos elementos quimicos de importancia bioldgica, entre ellos estan: el carbono,
hidrogeno, oxigeno, nitrogeno, fosforo y potasio; en los cultivos de hongos
alimenticios es importante conocer su comportamiento y en base a eso mejorar su
rendimiento en la produccion (1).

2.1.2 Objeto de estudio
Los hongos no son solo de interés para los micélogos, también existen trabajos
realizados por citélogos, bidlogos moleculares, bioquimicos, etc; los hongos son
utiles en el estudio de procesos biolégicos debido a la rapidez con que crecen y se
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reproducen, se requiere de un tiempo corto para obtener un numero de
generaciones en comparacién con otros organismos eucariontes como lo son
plantas y animales; ademas de que los hongos pueden cultivarse en tubos de
ensayo y requieren menos espacio, menos cuidados y menos equipo (1).

2.1.3 Trichoderma

Este grupo de hongos es de rdpido crecimiento, presenta pigmentos conidiales de
color verde brillante o blanco; las cepas de Trichoderma raramente estan asociadas
a enfermedades de las plantas, en cambio interactian con ellas de manera
mutualista protegiéndolas de microorganismos fitopatdgenos, este tipo de hongos
son muy agresivos en sus nichos ecoldgicos compitiendo contra los demas
microorganismos; son necrofitos, se consideran descomponedores secundarios de
biomasa (8, 9).

2.1.3.1 Taxonomia de Trichoderma

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794, mientras que el género
Hypocrea fue descrito por Fries en 1825; Trichoderma e Hypocrea son
manifestaciones de un mismo organismo que histéricamente han sido clasificados
como géneros diferentes ya que las técnicas de identificacién tradicionales estdn
basadas en caracteristicas morfolégicas. Recientemente con técnicas moleculares se
ha observado que corresponden a un mismo género: Trichoderma representa el
estado anamorfo o estado asexual, mientras que Hypocrea representa el estado
teleomorfo o estado sexual (11).

En el XVIII Congreso Internacional Botdnico (IBC) realizado en julio de 2011 por
parte del Cédigo Internacional de Nomenclatura Botdnica (ICBN), se establecié que
a mas tardar el primero de enero de 2013 se deberia asignar un nombre oficial al
holomorfo de organismos que presenten nombre diferente para su estado anaforfo
y estado teleomorfo; en el caso del género Hypocrea/Trichoderma este asunto
hasta el momento no se ha podido resolver y es que a pesar de existir un
reglamento sobre la prioridad de género, existen algunos criterios que hacen que se
incline mas el nombre hacia Hypocrea, y otros criterios hacia Trichoderma;
Hypocrea tiene la ventaja de ser el organismo que presenta la fase sexual ademas
de tener una mayor diversidad de especies en comparacién con el anamorfo
Trichoderma; por otra parte, existe un gran numero de citas en biotecnologia y
microbiologia aplicada de Trichoderma debido a su gran uso en aplicaciones de
importancia econdmica y otros aspectos. Comunmente se utiliza el nombre de la
primera descripcidon en los organismos, pero una nueva aprobacién en el articulo
57.2 del ICBN menciona que el nombre del anamorfo (ej. Trichoderma) no es
tomado en cuenta cuando se conoce al estado teleomorfo (ej. Hypocrea), una
modificacién en el articulo 14 menciona que se puede presentar una lista de los
nombres preferidos ante el comité general del ICBN para su revisidén y en base a eso
decidir qué nombre utilizar (11, 14).
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La Subcomisidn Internacional sobre Taxonomia de Trichoderma e Hypocrea (ISTH)
qgue forma parte del ICBN, es la encargada de establecer el nombre oficial para el
género Trichoderma/Hypocrea; al momento reporta 104 especies entre
Trichoderma e Hypocrea, mientras que MycoBank reporta 210 cepas de
Trichoderma y 464 cepas de Hypocrea, Catalogue of Life reporta 54 especies de
Trichoderma y 70 de Hypocrea; en la Tabla 1 se muestra la taxonomia reciente de
Trichoderma/Hypocrea (11, 15, 16).

Tabla 1. Taxonomia de Trichoderma (17).

Reino Fungi

Division Ascomycota

Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Trichoderma/Hypocrea

2.1.3.2 Morfologia

En su morfologia macroscépica (Fig 1A), el micelio inicialmente se encuentra
sumergido en el sustrato, para posteriormente desarrollarse a un micelio aéreo de
lanoso a algodonoso; su conidiacién tipicamente es verde, pero en algunas
ocasiones es blanca, grisacea o café; su reverso puede no presentar alguna
tonalidad, ser amarillento, ambar o rojo opaco. En cuanto a su morfologia
microscopica (Fig 1B), las hifas vegetativas son usualmente hialinas, septadas, de
pared lisa de 2-10 um de ancho, las hifas del micelio sumergido pueden presentar
un tono amarillento y engrosamiento irregular de la pared de hasta 16 um de
ancho; los conidiéforos en la mayoria de las especies estan a intervalos regulares en
ramificacién de las hifas; las fidlides estan tipicamente dispuestas en verticilos
divergentes terminales o ramificados del conidiéforo con terminacion en punta; las
conidias son unicelulares, tipicamente verdes pero puede haber de colores
grisaceos o cafés, son de lisas a rugosas; su forma puede ser subglobosa, ovoide,
elipsoidal o cilindrica; las clamidoconidias usualmente estan presentes y en
abundancia, especialmente en el micelio sumergido, pueden ser intercalares o
terminales, con forma globosas a elipsoidal, de color amarillo palido o gris, son lisas
y algunas veces con pared muy gruesa de hasta 4 um (9).
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Fig 1. Morfologia de Trichoderma atroviride (9)

2.1.3.3 Nutricién

Trichoderma crece en una gran variedad de fuentes de carbono, siendo la glucosa la
mejor fuente, seguido de fructosa, manosa, celobiosa, trealosa, galactosa y xilosa; la
utilizacién de algunas fuentes de carbono, por ejemplo, inulina, almiddn, xilano,
pectina, lactosa, sacarosa, maltosa, algunos polioles, azlcares dacidos, algunos
aminodcidos y algunas pentosas, pueden ser usados para propdsitos
quimiotaxondémicos; también degradan una gran variedad de polisacaridos y otros
biopolimeros, las enzimas involucradas en los procesos de degradaciéon de estos
compuestos tienen una importancia comercial considerable, principalmente las
celulasas. Como fuente de nitrégeno pueden aprovechar diferentes aminoacidos,
principalmente alanina, acido aspartico y dacido glutdmico; existen cepas que
también obtienen nitréogeno de bases nitrogenadas. Las fuentes de azufre y fésforo
principalmente las obtienen de fosfatos inorganicos y sulfatos. Los minerales son
encontrados en pequefias cantidades en la mayoria de los sustratos (ej. Hierro y
calcio) y seran importantes para el crecimiento y la conidiacion (18).

Ademas de sustratos ordinarios, hay cepas de Trichoderma que presentan una gran
habilidad para transformar una amplia variedad de moléculas organicas, incluyendo
varios xenobidticos peligrosos como Araclor, Malatidon, Dalapdn, DDT, dieldrin,
endosulfan, pentacloronitrobenceno y pentaclorofenol; se ha reportado
biotransformacion de L-tirosina y aflatoxina, compuestos que son tdxicos para otros
microorganismos. Algunas cepas degradan hidrocarburos, esta habilidad puede ser
la principal causa de que estos hongos sean mayoria en la poblacién fungica de
suelos contaminados con aceite (8, 18).

2.1.3.4. Ecologia de Trichoderma
Trichoderma comprende un grupo de hongos de rapido crecimiento tipicamente
encontrados en suelo y madera en descomposicion, son muy comunes en tierras de
cultivo agricola, praderas, bosques, pantanos y desiertos; son sapréfitos en la
mayoria de los organismos, pero también tienen una propiedad parasitica hacia
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algunos hongos, cumplen un importante rol en el mantenimiento del suelo y la
salud de las plantas; ellos representan el mayor componente de biodiversidad de
los suelos y particularmente integran el 3% de propdagulos fungicos aislados en suelo
forestal y el 1.5% de hongos en suelo de pastizales; son aerobios obligados, su pH
Optimo para el crecimiento es de 4.0-6.5, la temperatura dptima de crecimiento es
de 25-30°C; son facilmente aislados por métodos convencionales de muestras de
suelo, producen un olor a coco debido a la formacion del compuesto volatil 6-metil-
a-pirona (7, 8).

Para sobrevivir en su nicho ecolédgico poseen una agresividad competitiva basada en
la utilizacion de un arsenal de sustancias, entre ellas destacan las enzimas
degradativas y mas de 100 metabolitos con actividad antibiética, incluyendo
policétidos, polipéptidos, pironas, terpenos y metabolitos derivados de
aminodcidos; el grupo de Klein (2003) han sugerido realizar una quimiotaxonomia
en base a los metabolitos mencionados; también estan asociados a deterioro de
pintura, caucho, plastificantes y trabajos de mamposteria. Algunas cepas de
Trichoderma forman asociaciones endofiticas con la planta hospedera, actuando
como agentes de biocontrol en la rizosfera contra otros hongos, produciendo
antibidticos y estimulando los mecanismos de defensa de la planta; también
estimulan el crecimiento de la planta aportando nutrientes y hormonas (7, 8).

2.1.3.5 Ciclo de vida de Trichoderma

La mayoria de las cepas de Trichoderma no estan asociadas a estados sexuales, y se
consideran hongos mitdticos estrictos; el ciclo inicia con la germinacién de la
espora, conidia o clamidoconidia; la germinacién involucra la iniciacién de
actividades bioquimicas, mismas que estuvieron ausentes en la fase de dormancia,
es llevada a cabo con un incremento gradual en la velocidad de metabolismo hasta
llegar a su nivel normal; los requerimientos para la germinacién son: agua vy
humedad relativa suficientes, presencia de oxigeno, bidéxido de carbono, una
temperatura muy semejante a la ideal para el crecimiento vegetativo, nutrientes de
bajo peso molecular como el azucar y aminoacidos como fuentes de carbono y
nitrégeno respectivamente; inmediatamente a la germinaciéon se forma la primer
hifa que recibe el nombre de tubo germinativo; este tubo germinativo se expande y
forma hifas ramificadas, generando una colonia micelial que crece comunmente de
manera radial, aunque ciertos estimulos externos pueden dictar una alteracion en
esa forma de crecimiento; cuando las condiciones son ideales para el hongo, su
micelio crece de manera continua; cuando los nutrientes comienzan a disminuir, el
crecimiento del micelio vegetativo deja de crecer y comienza la conidiacion, esto
también depende de la competencia con otros microorganismos y factores como
luz y temperatura; la conidiacion es llevada a cabo en micelio aéreo a manera de
conidias y en micelio vegetativo a manera de clamidoconidias; a nivel de
laboratorio, esta fase asexual es la Unica que se presenta en los cultivos (19, 20).

El ciclo de vida completo anamorfo-teleomorfo tiene lugar bajo dptimas
condiciones y tiene la caracteristica de que los organismos que presentan ambos
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estados sexuales comienzan a desarrollar al mismos tiempo estructuras
reproductivas asexuales y sexuales, apareciendo primeros conidias vy
posteriormente ascas con ascosporas dentro de un ascoma (14).

2.1.3.6 Conidias de Trichoderma
La palabra conidia proviene del griego konis (polvo) e idion (pequefio), es una
estructura formada mediante mitosis por una célula conididgena o mediante la
modificacidon de una célula hifal ya existente, los individuos que emergen de estas
conidias son genéticamente idénticos al individuo que las produjo. Son las
principales estructuras utilizadas para la identificacion de especies fungicas (1, 13).

Cada conidia (Fig 2), contiene nutrientes de reserva, que se encuentran localizados
en vacuolas, o como gotas o granulos; estas reservas pueden incluir polioles,
trealosa y lipidos; durante el periodo de dormancia algunos de los nutrientes de
reserva también cumplen el rol de proteger a la célula de estrés ambiental, entre
ellos la radiacion y la desecacidon; poseen en su parte mas externa y al igual que el
micelio fungico, una pared celular (20).

Fig 2. Micrografia electronica de conidia de T. saturnisporus. N: nucleo, M:
mitocondrias, L: reserva de lipidos, W: pared celular (1).

a. Moléculas de pared celular
La pared celular es un organelo formado por una red tridimensional de
polisacaridos, anteriormente fue considerada como un exoesqueleto inerte, ahora
se sabe que es una estructura dindmica que protege a la célula de cambios en la
presién osmodtica y otros tipos de estrés ambiental, permite que la conidia
interactle con el medio ambiente, da forma, ayuda en la adhesividad y protege
contra la desecacién. Se ha demostrado que los factores externos como la
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composicion de los medios de cultivo, el pH y la temperatura influyen
profundamente en la composicién de la pared celular. Mediante microscopia
electrénica de pared celular en Saccharomyces cerevisiae se observaron 2 zonas,
una interna cuyo aspecto es oscuro y esta relacionada con una gran proporcién de
polisacaridos y una capa externa clara, donde las proteinas son las que se
encuentran en mayor proporcién, este resultado también es observable en las
conidias. La pared celular de conidias de Trichoderma viride contienen moléculas
similares a las de pared celular del micelio, como B-1,3-glucana, B-1,6-glucana y
proteinas, sin embargo carece de quitina; la pared celular tiene un comportamiento
anionico (1, 18, 21).

Las glucanas son el componente mayoritario de pared celular, la B-1,3-glucana
forma una continua cadena hidrogenada que funciona como una red eldstica bajo
condiciones osmoticas normales, actia como andamio protector para la capa
externa de manoproteinas, posee una terminacién no reductora que puede actuar
como aceptora de uniones B-1,6-glucana; Trichoderma carece de a-1,3-glucana y B-
1,4-glucana (2, 21).

Las melaninas son pigmentos coloidales de elevado peso molecular, formadas a
partir de precursores fendlicos, inddlicos o del naftaleno, al estar presentes en
pared celular dan la coloracidn al micelio y/o conidias, protegen a la célula del
estrés oxidativo, dafio por luz UV y de electricidad al convertir estas energias en
actividad vibracional y rotacional dentro su estructura para después liberarlas en
forma de calor, también sirven de proteccidn hacia algunos antimicdticos, las
melaninas también estan asociadas a virulencia en hongos causantes de infecciones
en plantas o animales; existen melaninas flingicas que forman parte de la
arquitectura de la pared celular, mientras que hay otras que se encuentran en
forma libre a manera de grédnulos en el exterior de la pared celular (22-25).

La mayor parte de proteinas de pared celular (CWP) son glicosilfosfatidil inositol
(GPl)-dependientes, son solubles en agua o detergentes, estan enlazadas entre
cadenas de B-1,6-glucana altamente ramificadas y B-1,3-glucana, formando el
complejo CWP-B-1,6-glucana-B-1,3-glucana, se encuentran N- y O-glicosiladas, y su
cadena lateral de carbohidratos participa significativamente en la masa total de la
glicoproteina; aun se desconoce la funciéon individual de la mayoria de las
glicoproteinas presentes en pared celular. Las hidrofobinas son pequefias proteinas
secretadas con interesantes propiedades fisicoquimicas, se encuentran solamente
en hongos filamentosos, son ricas en cisteina y residuos de aminoacidos alifaticos
hidrofdbicos; a nivel de pared celular de micelio tienen un rol en el crecimiento
como componente estructural y en la interaccién del hongo con el ambiente
disminuyendo la tensién superficial del agua para asi permitir el crecimiento hifal
aéreo, lo protegen de la desecacién, permiten la dispersidn de conidias y median la
fijacién de estructuras de infeccion fungica a sus blancos (4, 18, 21, 26-28).
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b. Origen de carga de superficie celular

Las conidias poseen una carga neta negativa debido a la ionizacién de grupos de
superficie, por ejemplo, glicolipidos, grupos carboxilos y aminoacidos, asi como por
adsorcién de iones presentes en la solucidén; esto permite que existan fuerzas
fisicoquimicas de atraccion/repulsién derivadas de fuerzas electrostaticas y fuerzas
de van der Waals entre la carga de superficie de la conidia y el sustrato, la magnitud
de estas cargas varia durante el dia; la adhesién de conidias es el resultado de la
interaccidon entre la naturaleza fisicoquimica de la superficie celular y de una
superficie o tejido celular, es el primer paso antes de la germinacién. La interaccion
entre conidias cargadas y el sustrato es tal, que a una baja concentracion de
electrolitos, una barrera significativa de energia debe ser superada para que la
conidia se ponga en contacto con la otra superficie, cuando la concentracion del
analito aumenta, la barrera de energia disminuye y se produce una fuerte atraccion
entre la conidia y el sustrato (20, 29, 30).

2.1.3.7 Importancia del estudio de Trichoderma

A nivel industrial, las celulasas producidas por Trichoderma son utilizadas en la
elaboraciéon de bioetanol a partir de restos de materia vegetal, reduciendo los
costos de produccién de manera importante; también las enzimas son utilizadas en
la industria del papel y la industria textil; se utilizan algunas cepas de este género
para la produccion de aditivos alimenticios, sus B-glucanasas se han empleado para
la mejorar el proceso de elaboracién de la cerveza; las pectinasas, celulasas y
hemicelulasas han funcionado como enzimas de maceracién en la elaboracion de
jugos de frutas; las xilanasas se han usado como aditivos en el alimento de ganado y
de mascotas (3).

En el drea clinica, T. longibraquiatum es la especie mds comun de este género, es un
hongo oportunista que ocasiona infecciones sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos, es resistente a la mayoria de los antimicdticos incluyendo
anfotericina B; hay varios reportes, destacando el de un absceso cerebral debido a
T. longibrachiatum en un paciente leucémico con neutropenia prolongada, también
hay reportes de peritonitis causada por T. viride, T. koningii presente en falla renal
crénica y T. viride causando micoma pulmonar; otras especies reportadas causando
infeccion son T. pseudokoningiiy T. harzianum, todas las especies reportadas fueron
confirmadas mediante pruebas moleculares de regiones ITS (31, 32).

2.1.3.8 Identificacion
La identificacién basada en caracteres morfolégicos es el método primario para
identificacion y verificacion de especies de Trichoderma, la forma del micelio puede
ser distintivo y caracteristico de cada especie, la forma del crecimiento también
puede servir para diferenciar otras especies, asi como los pigmentos; la desventaja
es que se presenta un grado de dificultad debido a sus similitudes morfoldgicas
haciendo esta identificacidn poco certera; ademas de que hay variaciones en
morfologia por las condiciones de sustrato, temperatura, humedad, iluminacién
entre otras condiciones en que sea cultivada la cepa; se estima que la sensibilidad

(=)



de este método es del 50%; con agar extracto de malta al 2% (MEA) se obtiene de
manera satisfactoria la produccion de conidias y se puede apreciar el complejo de
conidiéforos ramificados; mediante agar papa dextrosa (PDA) se puede observar la
produccién de pigmento y se puede cosechar micelio para aislar ADN. La
identificacidn se lleva a cabo observando las caracteristicas morfoldgicas con ayuda
de claves dicotdmicas y literatura taxonémica disponible (7, 9, 10, 28).

Existen varios métodos de andlisis mediante pruebas moleculares que han servido
para identificar con mads precisidon a las diferentes especies fungicas incluyendo
especies cripticas que por métodos tradicionales de identificacién es imposible
determinar, de esas técnicas destacaron inicialmente pruebas mediante regiones de
espaciadores transcritos internos (ITS) de ADN ribosomal, métodos posteriores se
basan en la identificacion mediante andlisis basados en filogenias por multiples
genes; pero recientemente se emplean también métodos complementarios
correlacionando asi a los rasgos morfolégicos, biogeograficos, bioquimicos,
ecolégicos y filogenéticos (7).

Las cepas pueden ser identificadas, diferenciadas y ordenadas por andlisis cladistico
mediante una caracterizacion de isoenzimas, que son enzimas distintas en
estructura pero con la misma actividad, se pueden distinguir a través de sus perfiles
electroforéticos; estos test metabdlicos estdn basados principalmente en perfiles de
clases de enzimas particulares como son las quitinasas y celulasas, a pesar de que
otras técnicas han sido desarrolladas para validar nuevas especies y que permiten
proveer mas datos de los roles ecoldgicos de las especies (7, 8).

Las técnicas instrumentales sofisticadas para el andlisis y caracterizacién de
microorganismos se han hecho comunes en las ultimas 2 décadas, por ejemplo,
citometria de flujo, cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC), dispositivos
de microfluidos y técnicas basadas en electroforesis capilar (EC); esta ultima es una
técnica prometedora para el analisis microbiano, pues tiene la caracteristica de
arrojar datos rapidos y realizar separaciones de alta resolucidon y eficiencia de
moléculas bioldégicamente importantes utilizando una minima cantidad de muestra,
permite la caracterizacidn, separacién, identificacién y cuantificacion mediante la
relacion carga/masa de los diferentes analitos (5, 33).
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2.2 ELECTROFORESIS CAPILAR

2.2.1 Antecedentes

Tabla 2. Antecedentes a la técnica de EC (34).

1809 Reuss reporta el desplazamiento de particulas de silice bajo accién de un
campo eléctrico aplicado en arena.

1816 Porret observa el transporte de agua hacia el polo negativo por accién de
corriente galvanica generada por la polarizacién negativa del capilar que
une los 2 recipientes electrédicos, a este fenédmeno ahora se le conoce
como flujo electroosmético.

1937 Tiselius utiliza electroforesis en medio libre empleando un tubo de vidrio
para separar proteinas en mezcla, se presentaron problemas de difusién
térmica y conveccion, por eso a partir de entonces se optd por realizar
electroforesis en medios anticonvectivos como la agarosa y poliacrilamida.

1963 Se realizan varios trabajos de investigacion empleando capilares y realizan
la medicion por absorcién UV.

1967 Hjerten emplea capilares milimétricos para la separacidon de sustancias
neutras y sustancias cargadas eléctricamente.

1979 Virtaen y Mikkers desarrollan separaciones electroforéticas con capilares
de 200 um de diametro interno en vidrio y teflén respectivamente.

1980 Jorgenson y Lukacs logran elaborar capilares de silice fundida de 75 um de
diametro interno, aplicaron voltajes elevados de 20-30 kV, controlando el
calor con aire frio en el exterior del capilar, fue el inicio de la EC.

2.2.2 Generalidades

La electroforesis es el movimiento o desplazamiento de analitos dentro de un
campo eléctrico; particularmente, en la técnica de EC se emplean capilares de silice
de 10 a 100 um de d.i. para realizar separaciones de alta eficiencia de moléculas
empleando pequefias cantidades de muestra, estas separaciones son facilitadas por
el uso de elevados voltajes en el rango de los 10-30kV; con esta técnica es posible
separar cationes, aniones, y sustancias no cargadas en forma simultdnea. La EC es
una técnica totalmente automatizada, es precisa para el analisis cualitativo y
cuantitativo, consume poca cantidad de reactivos, permite la separacién de
volumenes de muestra de 0.1 a 10 nL, por lo que resulta ser una técnica
relativamente econdmica; es aplicable a una amplia gama de analitos comparado
con otras técnicas de separacion analiticas y es de facil manejo (34-37).

Existen varios tipos de electroforesis capilar: electroforesis capilar de zona (CZE),
enfoque isoeléctrico capilar (CIEF), electroforesis capilar en gel (CGE), isotacoforesis
capilar (CITP), electrocromatografia capilar (ECC) y cromatografia capilar
electrocinética micelar (MECC). Particularmente, la CZE es por mucho la mas
utilizada como modo de separacién, debido a la simplicidad de operacién vy
versatilidad; es la forma mas simple de EC, la composicion del buffer es constante
en toda la zona de separacion; el potencial aplicado hace que los diferentes
componentes idnicos de la muestra migren cada uno segun su propia movilidad y se
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separen en zonas que pueden estar completamente resueltas o parcialmente
solapadas; entre las zonas completamente resueltas hay huecos ocupados por el
buffer; la separacién de analitos catidnicos y anidnicos es posible debido a la
influencia del flujo electroosmético (FEQO). Se pueden separar y analizar por CZE una
gran variedad de moléculas de pequefo tamaiio, tales como herbicidas sintéticos,
pesticidas y farmacos, siempre que sean moléculas cargadas o puedan derivatizarse
para dar un ién; proteinas, aminodcidos y carbohidratos se han separado en
tiempos minimos por CZE (37, 38).

2.2.3 Componentes de un sistema de EC

Un sistema de EC (Fig 3) consiste en un capilar de silice de 10-100 um de d.i. y 300
um de diametro externo, recubierto externamente con una pelicula de poliamida
para protegerlo de daifios mecdnicos, los capilares de d.i. muy reducido producen
mejores separaciones pero con limites pobres de deteccidn puesto que son
propensos a bloquearse; 2 electrodos de platino, uno que funcionard como cdtodo y
otro como anodo, conectados a una fuente de poder que alcanza hasta 30 kV, el
empleo de campos eléctricos muy elevados permite reducir drasticamente el
tiempo de andlisis; un sistema refrigerante que regula la temperatura del capilar y
de las muestras; un detector que puede ser de fluorescencia, electroquimico o de
absorbancia, este ultimo es el mas comun debido a que su campo de aplicacidn es
mayor; viales que funcionan como depésito en donde son colocados los electrodos
y el buffer de corrimiento respectivamente. El capilar y los viales de corrimiento son
rellenados con solucion buffer, la muestra es introducida mediante inyeccién
electrocinética o presion, los extremos del capilar son sumergidos en los 2 viales, se
introducen los 2 electrodos de platino y se aplica un voltaje continuo; los analitos
migran debido al campo eléctrico a través del capilar y se separan en zonas
discretas conforme a su relacién carga/masa; en la parte distal del capilar se
encuentra una ventana por la que el detector capta el momento en el que pasan los
analitos por esa zona del capilar, arrojando los resultados en un grafico denominado
electroferograma en el que cada pico corresponde a una sefial (34, 37-39).

R S WY W
6

Anodo (+) L - Catodo (-)

Al

Fig 3. Componentes de un sistema de EC
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2.2.4 Factores que causan movilidad en los analitos
Estan presentes 2 factores que causan la movilidad del analito dentro del sistema
de EC, la movilidad electroforética (pep) y el flujo electroosmético (FEO).

La pep €s el movimiento bajo la accion de un campo eléctrico donde un analito
migra en base a su relacidon carga/masa, esta movilidad es discriminatoria y esta
presente en aniones y cationes, pero ausente en especies neutras; la pep, depende
de la carga, forma y tamano del analito, es directamente proporcional a la fuerza
eléctrica del analito e inversamente proporcional a los factores de retardo por
rozamiento; la pep aumenta cuando hay un incremento de la carga del analito,
generalmente la magnitud de la carga depende del pH; entre los electrodos la
corriente en la disolucion es conducida completamente por los iones del buffer y de
la muestra, por lo que la velocidad de migracion es proporcional a la intensidad de
corriente; el voltaje regula la corriente y por lo tanto la velocidad de migraciéon es
proporcional a la diferencia de potencial eléctrico existente dentro del sistema de
EC; la pep de un analito, en cmz/Vmin es igual al cociente de la intensidad de campo
(E), dada en V/cm, sobre la velocidad electroforética aparente (v,,), dada en
cm/min menos el FEO dado en ¢cm?/Vmin (35, 37, 38).
Hep = Vap/E - FEO

El FEO es el movimiento de todos los solutos presentes en el seno del capilar, este
flujo no es discriminatorio ya que desplaza por igual a aniones, cationes y especies
neutras, la direccién de este flujo es hacia el electrodo negativo (catodo); este
fenédmeno que se ilustra en la Fig 4, surge como consecuencia de la ionizacién de los
grupos silanol (Si-OH) presentes en la pared interna del capilar a Si-O" cuando
entran en contacto con el buffer en valores de pH por encima de 2, es entonces que
una porcion de los cationes del buffer es atraida hacia los grupos Si-O" formando
una doble capa, una de ellas llamada capa fija que se encuentra completamente
adsorbida a la pared interna del capilar y una capa difusa compuesta por cationes
atraidos hacia la pared pero no adsorbidos, 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; el FEO es generalmente mayor que la pep de los
analitos, un aumento de la concentracién del buffer da lugar a una disminucién del
FEO; el incremento del voltaje aumenta el FEO, mejora la eficiencia de los analitos,
pero puede aumentar la temperatura; la suma de pe, y FEO da como resultado a la
movilidad electroforética aparente (p,p) (34, 35, 37, 40).

Map = Hep + FEO
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Fig 4. Factores que causan movilidad de los analitos.

2.2.5 Caracteristicas del buffer de corrimiento

Los reactivos que se pueden utilizar incluyen una amplia variedad de sistemas
amortiguadores o buffer y aditivos que pueden ser usados para las separaciones; la
mayoria de ellos son sustancias no téxicas como fosfatos, borato, tris, etc.; ademas
se utilizan HCl, H,PO4, y NaOH, agua destilada y metanol para la limpieza del capilar;
el buffer determina y estabiliza el pH del medio de soporte, afecta a la movilidad
electroforética por sus propiedades fisicoquimicas que son viscosidad, fuerza idnica,
pH y constante dieléctrica; una elevada fuerza idnica del buffer incrementa la
intensidad global de corriente que produce una disminucion en FEO, ademas se
produce calor, la seleccidn de la fuerza idnica es muy importante, generalmente se
elige dentro del intervalo de 0.05-0.10 M; el pH determina el grado de ionizacién
sistema de EC, a mayor pH es mayor el FEO. Existe un fendmeno de adsorcion que
ocasiona una acumulacién de moléculas de la muestra en la pared interna del
capilar, originando sefiales indeseables y poco reproducibles, para esto es
importante el empleo de aditivos que eviten la adsorcion, asi como la eliminacién
del FEO, ademas los aditivos cambian la selectividad de la separacién y modifican la
Hep (37, 38, 41).

2.2.6 Orden de migracién de analitos
Los analitos migran a través de capilar conforme su p,, que es el resultado de la
suma de vectores de la pep ¥ el FEO (Fig 5); los analitos catidnicos tendran una pep
con direccién hacia el catodo, mientras que los analitos anidnicos lo harédn en
sentido contrario, las especies neutras tienen una e, de 0; el FEO que es constante
e igual para todos los analitos, serd el principal factor que ocasionara
desplazamiento de los analitos y su direccién es hacia el catodo; en base a esto,
primeramente migran al aplicar voltaje positivo, analitos catidnicos con una relacién
carga/masa de mayor a menor, posteriormente analitos neutros y finalmente
analitos anidnicos con relacién carga masa de menor a mayor, en el caso de analitos
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aniénicos que presenten una e, superior al FEO no podran migrar a través del
capilar en un voltaje positivo (37).

FEO t  Hep = Hap

Fig 5. Orden de migracion de analitos.

2.2.7 Aplicaciones

El principal uso que se le da a la EC es el andlisis de biomoléculas, apoyando asi a
diversas areas y permitiendo resolver gran variedad de problemas analiticos; en el
area biofarmacéutica se puede utilizar en cada uno de los pasos de produccién de
medicamentos como control de calidad, también en estudios farmacocinéticos y
guimica forense; en la industria alimentaria se pueden realizar andlisis cualitativos y
cuantitativos de carbohidratos, proteinas y aminodcidos, vitaminas, minerales,
acidos organicos, colorantes y pigmentos; en control ambiental se usa para la
identificacion de contaminantes y metabolitos, pesticidas, metales pesados e
hidrocarburos; en area biomédica es empleada para el andlisis de proteinas, ADN,
marcadores genéticos tumorales y neurobioquimicos; particularmente la CZE ha
sido usada para la separacidén de proteinas de suero humano, péptidos como la
insulina, hemoglobinas normales y patolégicas (34, 38).

2.3 ELECTROFORESIS CAPILAR APLICADA A CELULAS INTACTAS

CZE y CIEF son herramientas con un gran potencial para el estudio de células
intactas, el area de cada pico es proporcional al nimero de células detectadas, las
células tienen un comportamiento anfétero ya que en disolucién son capaces tanto
de ceder como de aceptar protones; debido a estas caracteristicas, los
microorganismos pueden ser considerados biocoloides, ya que un coloide es una
particula o agregado de particulas de un tamafio aproximado de nm a pocos um y
gue usualmente estan cargados; la carga eléctrica de superficie es dependiente del
pH, fuerza idnica y composicion iénica de la solucidon en que estan suspendidos
dichos microorganismos, la modificacién de la carga de superficie se da por
ionizacion de los grupos de superficie como resultado de protonacién o
deprotonacién y por adsorcién de iones; los microbios a pH alto tienen carga neta
negativa y en bajo pH tienen carga neta positiva; ademas la carga de superficie
también puede variar con el tiempo; pequefios cambios en la concentracién del pH
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y las condiciones ambientales pueden contribuir a resultados irreproducibles. La
identificacion por CZE se basa usualmente en comparacién de t,, y espectro UV,
puede ser insuficiente si la muestra contiene varios tipos de microorganismos, por
lo mismo no garantiza su identificacion, pero si funciona para propdsitos de
muestreo y determinacidon de familias especificas de microorganismos con similar
comportamiento electroforético (5, 33, 37, 42, 43).

La reproducibilidad en los analisis se ve afectada por varios fendmenos, uno de ellos
es la hidrofobicidad que tiene la tendencia a formar agregados no polares de
células, esta formacion de agregados y con diferentes relaciones carga/masa
dificultaran el andlisis generando electroferogramas poco reproducibles con
multiples picos, esto se puede prevenir utilizando aditivos; Armstrong y col (2000)
evidenciaron la importancia de la sonicacidon para separar a las células de los
agregados y lograr sefales mads eficientes; la reproducibilidad de analisis de
microorganismos también se ve afectada por el fendmeno de adsorcidn, este
fendmeno fue probado por Buszewski y col (2008) al tefiir células de Helicobacter
pylori con naranja de acridina y emplear un sistema de EC acoplado a
estereomicroscopio de fluorescencia, compararon un capilar lavado después del
corrimiento con NaOH 1M en donde observaron que no quedaron células y un
capilar sin lavar donde hay fluorescencia correspondiente a las células bacterianas
adheridas a la pared interna del capilar; hay 3 posibles vias para evitar la adsorcidn
de células, la primera es el uso de aditivos de revestimiento dinamico, otra es el uso
de revestimiento catidnico que invierte la direccién del FEO y otra el uso de
revestimiento covalente de la pared del capilar; de los aditivos, los surfactantes han
sido usados para alterar el FEO y eliminar la adsorcién de moléculas a la pared
capilar, aunque se sabe que son agentes que causan lisis celular (4, 5, 42-47).

2.3.1 Investigacidn en células fungicas intactas

Armstrong y col (2000), lograron observar el comportamiento en la migracién a
través del capilar en una suspensién sin sonicar y otra suspension sonicada de S.
cerevisiae, demostrando la importancia de la sonicacién para romper los
aglomerados celulares que ocasionan multiples sefiales, obteniendo asi sefiales muy
eficientes; emplearon un capilar de silice con 100 um de d.i., 27 cm de L; y 30 cm de
Lg, se aplicd un voltaje de (+)10 kV, la deteccion se realizdé a 214 nm; el buffer fue
TBE (Tris 4.5 mM, acido bérico 4.5 mM y EDTA 0.1 mM) al 0.0125%, PEO 0.5%,
ajustado a pH 8.4 (48).

Posteriormente Moon y Kim (2003), estudiaron mediante ECZ dos cepas de S.
cerevisiae empleadas como probidticos: una obtenida de un medicamento en
presentacion de tableta, la otra fue adquirida de un proveedor de reactivos también
en presentacion tableta; ambas preparadas a una concentracion de 1 mg/mL en
0.5X TBE (Tris 45 mM, 4cido bérico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8.4); en los t, se
observé una ligera variacidn entre ambas cepas, esto fue atribuido al sustrato en
gue se encontraban anteriormente ambas cepas; en corrimientos realizados sin
sonicacidn se observaron sefales multiples debido a la formacién de agregados
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celulares, en cambio en los corrimientos con sonicacién se observd una sola sedal
muy eficiente; ademas hicieron una curva de calibracion a diferentes
concentraciones de muestra, entre 0 y 1 mg/mL, y graficando concentracion contra
area relativa de pico, lograron una linea con coeficiente de correlacion (r) de 0.993,
demostrando una excelente precisidon del aparato en cuantificacion; utilizaron un
capilar de silice de 100 um de d.i., 50 cm de L; y 40 cm de Ly, detector UV a 214 nm;
voltaje de (+)15 kV; el buffer utilizado fue TBE 0.5X con PEO 0.0125% (49).

En el 2008, el equipo de Armstrong utilizé CZE para analizar muestras con células de
S. cerevisiae suspendidas en caldo nutritivo a una concentracién de 1x10® UFC;
encontraron que a 280 nm tiene poca absorbancia el caldo nutritivo y buena
absorbancia las levaduras; a 214 nm hay absorbancia considerable del
microorganismo y del caldo nutritivo; la cantidad minima de células detectadas fue
de 200; se utilizé un capilar de silice de 100 um de d.i., 30 cm de L;, 20 cm de Ly y un
voltaje de ()20 kV; el buffer empleado fue Tris 1 mM y acido citrico 0.33 mM, CTAB
a una concentracién de 6 mg/mLy el pH fue ajustado a 7.0 (50).

En 2009, Horka y col lograron mediante ECZ la separaciéon en mezcla de conidias de
diferentes especies fungicas, con excelente eficiencia y resolucion; emplearon un
capilar de silice de 100 um de d.i., 30 cm de Ly, 15 cm de Ly, detector UV a 280 nm,
un voltaje de (-)20 kV; el buffer de corrimiento fue taurina-Tris 2 mM, a pH 8.4,
etanol 3%, PEG-1000 0.3%, Brij 35 0.1% (4).

En ese mismo afo, Petr y col separaron mediante CZE, células de S. cerevisiae y
Escherichia coli, con buena eficiencia y una excelente resolucién; también se
observa que conforme aumenta la fuerza idnica, disminuye la movilidad
electroforética en E. coli, pero se mantiene en S. cerevisiae, conforme aumenta el
pH, incrementa la movilidad electroforética notablemente en E. coli, y ligeramente
en S. cerevisiae; se emplearon capilares de silice con recubrimiento y sin
recubrimiento, de 50 um de d.i., L; de 33 cm, Ly de 24.5 cm, un detector de arreglo
de diodos y voltajes de separacion de (+)30 kV y (-)30 kV; el buffer empleado fue de
Tris, acido bérico y EDTA en diferentes concentraciones y pH, PEO 0.0125% en el
caso del capilar con recubrimiento (42).

Y consecutivamente en 2011, el equipo de Horkd separé mediante CZE diferentes
cepas de Candida, tanto cepas biofilm(+) como biofilm(-), destacando la separacién
en mezcla de C. metapsilosis (+) y C. metapsilosis (-); utilizaron un capilar de silice
fundida de 100 um de d.i., 35 cm de Ly y 15 a 20 cm de Lg, detector de luz UV a 280
nm y voltaje de (-)20 kV; el buffer de corrimiento fue de fosfatos ajustado a pH 8.4,
etanol, PEG 4000 0.6% o 10,000 0.3% (51).

Después en 2012, el equipo de Horkd separd mediante CZE una mezcla de conidias
de 4 especies de Monilinia previamente identificadas por secuenciacidn,
posteriormente hacen un corrimiento con conidias obtenidas de una manzana con
podredumbre, al comparar los t,, de ambos electroferogramas observan que
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coincide con el t, de M. fructigena, dato confirmado posteriormente mediante
pruebas moleculares; utilizaron un capilar de silice fundida de 100 um de d.i., 30 cm
de Ly 15 cm de Ly, detector de luz UV a 280 nm y un voltaje de (-)20 kV; el buffer
de corrimiento fue de fosfatos 2 mM ajustado a un pH 8.0, con 5% de etanol, 0.3%
de PEG-1000 y 0.3% de Brij 35, tanto la concentracién de conidias de cepas aisladas
como de obtenidas directo de la manzana fue de 1x10® células/ml (6).

2.3.2 Antecedentes en el Laboratorio de Desarrollo Analitico
En 2007, Cazares realizd un estudio mediante EC utilizando Botryosphaerea rhodina
y Trichoderma sp; obtuvo sefales caracteristicas de células fungicas en su forma
micelial con t,, especificos para cada cepa, asi como un pico definido y simétrico
bajo las condiciones electroforéticas ensayadas, demostrando la factibilidad de
estudiar células fungicas mediante esta técnica (41).

Para el 2009, Aguilar buscé controlar la longitud de las células miceliales,
encontrando que se obtenian sefales electroforéticas caracteristicas en tiempos de
migracidon relativamente cortos utilizando germinulas de Trichoderma sp. y
Neurospora crassa; en un afan de obtener células miceliales mas uniformes, se
ensayaron diferentes condiciones para lograr obtener tamafios especificos:
crecimiento en presencia de surfactantes, rompimiento del micelio de manera
mecdnica, etc; sin embargo, se obtuvieron mejores resultados al trabajar con
germinulas (52).

En ese mismo afo, Cazares logrd caracterizar tanto conidias de T. atroviride como
esporas de Amylomyces rouxii y Agaricus bisporus, obteniendo excelentes
resultados en las diferentes condiciones (pH, longitud de capilar, didmetro de
capilar, tipo de buffer, concentracién de buffer y voltaje) y de esta manera
obteniendo las mejores condiciones electroforéticas y sus respectivos tiempos de
migracion, ademds se pudieron separar conidias de T. atroviride y esporas de
Agaricus bisporus en mezcla con una excelente resolucién. Se demostré la viabilidad
de esporas y conidias después de ser sometidas al proceso electroforético; se
usaron capilares de silice fundida de 75 y 100 um de d.i., 20 y 38 cm de Lq, detector
de luz UV a 201 nm y voltajes de (+)10, (+)15, (+)17 y (+)20 kV; el buffer de mejores
resultados fue de fosfatos ajustado a pH 8.4 (35).

Para 2011, Avila estudid el comportamiento electroforético de macroconidias de los
hongos fitopatdgenos Alternaria y Pestalotiopsis, aislados de hojas y frutos
enfermos de guayaba; se logra encontrar sefiales caracteristicas para una de las
cepas de Alternaria pero no para las cepas de Pestalotiopsis, debido a las
diferencias de relacion carga/masa asi como por fendmenos de adsorcion; se
demuestra que no pierden su viabilidad las macroconidias después de migrar a lo
largo del capilar durante el proceso electroforético; se empled un capilar de silice
de 100 um de d.i., 50 cm de L; y 40 cm de L4, detector de luz UV a 201 nm y un
voltaje de (+)17 kV; los buffer de corrimiento fueron de fosfatos a diferentes
concentraciones y pH (53).
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l1l. JUSTIFICACION

Algunos hongos filamentosos son responsables de ocasionar infecciones y alergias,
contaminacién en alimentos y enfermedades en plantas; otros hongos filamentosos
son de interés a nivel industrial, en agricultura, en biorremediaciéon y a nivel de
investigacion sobre ecologia; uno de estos hongos de importancia es Trichoderma,
muy usado como modelo de estudio de hongos filamentosos en trabajos
multidisciplinarios y muy valorado en la industria por la obtencidon de diferentes
enzimas y metabolitos secundarios. Las conidias son el medio de propagacion de los
hongos filamentosos microscopicos, el primer paso antes de la germinacion es la
adhesién de las conidias a una superficie debido a la interaccién de cargas eléctricas
presentes en pared celular, esta propiedad fisicoquimica es muy importante ya que
de ella depende el fendmeno de atraccion/repulsion hacia células o superficies; por
otra parte, las conidias también son la principal estructura para la identificacion
mediante caracteres morfoldgicos.

La EC es una herramienta analitica que proporciona datos muy precisos y en poco
tiempo de moléculas orgdnicas e inorganicas, utiliza poca cantidad de reactivo y
muestra, permite la separacion, identificacién y cuantificaciéon de analitos. Es una
técnica muy prometedora para el estudio de propiedades electroforéticas de células
intactas; caracterizar especies de Trichoderma mediante esta técnica permitird
establecer las condiciones adecuadas para crear un método que servird para
realizar separacion, identificacidn y cuantificacién de especies fungicas a partir de
muestras de diferente origen, con buena precisidon, en poco tiempo de analisis y de
manera econémica; ademas se podran conocer mas a detalle las propiedades de
atraccion/repulsion de células.
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IV. HIPOTESIS

Se pueden separar, identificar y cuantificar cepas flungicas estableciendo las
condiciones adecuadas mediante un método de EC.

V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las conidias de diferentes cepas de Trichoderma mediante EC.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de diferentes tipos de buffer de corrimiento en la movilidad
electroforética de las conidias de diferentes cepas de Trichoderma.

Determinar el efecto de las distintas variables electroforéticas en la movilidad de las
conidias de diferentes cepas de Trichoderma.

Utilizar las condiciones electroforéticas obtenidas para caracterizar las conidias de
las distintas cepas de Trichoderma en forma individual y en mezcla.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIALES

Todas los reactivos empleados para la preparacién de las soluciones buffer son de
grado analitico y se muestran en la Tabla 3. Para el lavado de capilar y ajuste de pH
se utilizd NaOH 1M, HCI 1M y metanol; para los cultivos de las cepas de estudio se
utilizd agar Vogel que fue preparado con 15 g de agar, 15 g de dextrosa, 20 mL de
Stock 50X de Vogel compuesto por vitaminas y minerales traza, en 1 L de agua.

Tabla 3. Reactivos usados en la preparacion de soluciones buffer.

Intervalo pKa
N Fé | M
ombre 6rmula de pH (25 °C) arca
(IJH
Fosfato de potasio K'O-P-OH 6.0-8.0 6.8 JT BAKER
I
H\)?\
N
Tricina HH%?S OH 7.4-88 8.1 SIGMA
HO
\\S//
MES (\N/\/ “OH 5567 6.1 SIGMA
.
MOPS O\) Of?\\o 6.5-7.9 7.2 SIGMA
\\é’/\
HEPES ONT"ToH 6585 75 SIGMA
Ho >

6.2 EQUIPO Y ACONDICIONAMIENTO DE CAPILAR

Para los corrimientos electroforéticos se utilizé un equipo BECKMAN COULTER
P/ACE con un capilar de silice fundida de 100 um de d.i., 50 cm de L; y 40 cm de Lg,
detector de arreglo de diodos con una A de 201 nm y detector UV con una A de 200
nm, una temperatura controlada de 25 °C, antes de iniciar diariamente con el
analisis electroforético se realizé un acondicionamiento inicial de capilar (Tabla 4),
también se realizaron lavados cada 3 corridas para limpiar el capilar antes del
cambio de muestra o condicidn electroforética (Tabla 5), al finalizar cada jornada de
trabajo se realizé un lavado final al capilar (Tabla 6). El método utilizado para los
corrimientos electroforéticos se describe en la Tabla 7.
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Tabla 4. Acondicionamiento inicial del capilar

t (min) Solucién Presion (kg/cm?)
2 H,O destilada 1.4
40 NaOH 1M 1.4
5 H,0 destilada 1.4
10 Buffer de corrimiento 1.4

Tabla 5. Lavado del capilar cada 3 corridas

t (min) Solucién Presion (kg/cmz)
2 NaOH 1M 1.4
2 H,0 destilada 1.4
2 Buffer de corrimiento 1.4

Tabla 6. Lavado final del capilar

t (min) Solucién Presién (kg/cm?)
2 NaOH 1M 1.4
2 H,O destilada 1.4
2 Aire 1.4

Tabla 7. Método utilizado para los corrimientos electroforéticos

t (min) Solucién Presién (kg/cm?) Voltaje
3 Buffer de corrimiento 1.4 -
0.18 Muestra 1.4 -
10-15 Buffer de separacién - 17 kv
Muestras

Para este trabajo se utilizd la cepa de referencia Trichoderma atroviride IMI-206040
y las cepas silvestres aisladas de los alrededores de Morelia Hypocrea lixii CMU-1, T.
gamsii CMU-8, H. rufa CMU-218 y T. tomentosum CMU-221, obtenidas del Cepario
Michoacano Universitario perteneciente al Laboratorio de Conservacidon vy
Biotecnologia del CMEB-UMSNH.

Se realizaron subcultivos de las 5 cepas de Trichoderma en agar Vogel y se
incubaron a 25 °C, a las 72 h se realizé dafio mecanico al micelio de cada cepa para
estimular la germinacién de manera sincronizada, las conidias fueron colectadas a
las 120 h con una espatula de 1 cm estéril y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5
mL estériles, se adiciond 1 mL de H,O destilada estéril a cada tubo y se agitaron en
Vortex (ICA MS1 Minishaker®) durante 5 minutos para que las conidias se
desprendieran del micelio, posteriormente se dejaron reposar 10 min los tubos de
manera vertical para permitir que sedimentaran los restos de micelio y poder
eliminarlos, recuperando Unicamente el sobrenadante que es donde se
encontraban suspendidas las conidias, posteriormente se realizaron 3 lavados a las
conidias, cada lavado consistié en centrifugacion a 12,000 rpm durante 10 min,
recuperaciéon del sedimento vy resuspension en H,O destilada estéril;
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posteriormente a los lavados, mediante diluciones y conteo en camara de Neubauer
se ajusto la suspensién a una concentracion de 1-3x10° conidias/mL, se llend un vial
especial para EC con la suspensién obtenida y se colocé en un Sonicador Branson
1510 durante 10 min para eliminar agregados de conidias.

6.3 MORFOLOGIA'Y CINETICAS DE CRECIMIENTO

Las cepas fueron subcultivadas por triplicado en cajas de Petri de forma individual
en agar Vogel mediante rasgadura en el centro de la caja, se incubaron a 28 °Cy se
les realizaron mediciones en cm con ayuda de un vernier a las 24, 48 y 72 h,
también se registrd el tiempo en el que aparecid la conidiacidn.

6.4 DETERMINACION DE SENALES ELECTROFORETICAS

Se realizaron varias pruebas por triplicado para conocer el comportamiento de las
sefiales correspondientes a las conidias y conocer que tan estable era la linea base,
también se observé el espectro UV de los analitos; se utilizé fosfato de potasio 10
mM y pH de 6.8, voltaje de (+)17 y (-)17 kV, con detector de arreglo de diodos con
una A de 201 nm; las muestras fueron a) buffer, b) agua, ¢) DMSO vy d) conidias
suspendidas en agua de la cepa de referencia T. atroviride IMI-206040.

6.5 MIGRACION DE CONIDIAS

Mediante un equipo de electroforesis capilar acoplado a microscopio 6éptico
montado en el laboratorio, se capturaron videos con ayuda de una camara digital
Celestron 44420 para microscopio con la finalidad de observar el comportamiento
de las conidias al aplicar un campo eléctrico; para este estudio se utilizéd una
suspension de 1-3x10° conidias/mL de la cepa de referencia T. atroviride IMI-206040
tefiidas con azul de metileno, buffer fosfato de potasio 1M con pH de 6.8 y un
voltaje de (+) 0.11 kV.

6.6 TIPO DE BUFFER

Se evalud el efecto que tienen los buffer propuestos para este estudio (fosfato de
potasio, HEPES, MES, MOPS vy tricina) sobre la p,, de las conidias, cada solucion
buffer fue preparada a una concentracién 10 mM vy el pH se ajusté a su pKa
correspondiente; para reducir la cantidad de variables se propuso Unicamente
emplear el buffer con el que se obtuvieran sefiales mas eficientes; se utilizd una
suspension de 1-3x10° conidias/mL de la cepa de referencia T. atroviride IMI-
206040, detector UV con una A de 201 nm, y voltajes de (+)17 y (-)17 kV.

6.7 EFECTO DE LA CONCENTRACION Y pH

Con el buffer seleccionado se probd el efecto de diferentes concentraciones (1, 5,
10, 20 y 30 mM) sobre la p,p de las conidias; se utilizaron suspensiones a una
concentracién de 1-3x10° conidias/mL de cada una de las cepas de estudio, cada
una en su respectivo vial, el pH se ajustd al respectivo pKa del buffer, se utilizd
detector UV con una A de 200 nm y voltajes de (+)17 y (-)17 kV.
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Después de conocer la mejor concentracién con el buffer seleccionado, se procedid
a realizar corrimientos electroforéticos con 5 diferentes valores de pH, dejando
como valor central el correspondiente al pKa y evitando que los valores quedaran
fuera del intervalo de amortiguamiento del buffer. Se buscé observar el efecto del
pH sobre la p,, de las conidias para lo cual se utilizaron suspensiones a una
concentracion de 1-3x10° conidias/mL de cada una de las cepas de estudio, se
empleo la concentracion de buffer que dio mejores seiales, detector UV con una A
de 200 nm y voltajes de (+)17 y (-)17 kV.

6.8 EFECTO DEL VOLTAIJE

Se probd el efecto del voltaje sobre la p,, de las conidias, para este estudio se
utilizaron voltajes de (+)10, (+)17, (+)20 y (+)25 kV; se utilizaron conidias
suspendidas en H,0 destilada estéril a una concentracion de 1x10%-3x10°
conidias/mL de la cepa de referencia T. atroviride IMI-206040, el buffer de
corrimiento fue preparado de acuerdo a las mejores condiciones experimentales
encontradas en este trabajo, se utilizé detector UV con una A de 200 nm.

6.9 PRUEBAS DE VIABILIDAD

Conforme a los resultados obtenidos de Cazares 2009 y Avila 2011 en donde se
demostré la viabilidad de esporas y conidias de diferentes géneros fungicos luego
de migrar a través del capilar durante el proceso electroforético, se realizaron
pruebas de viabilidad por triplicado para verificar si se mantiene la viabilidad
después del proceso electroforético de conidias de Trichoderma; para ello se
recuperaron los viales de entrada y salida que contenian el buffer de corrimiento
después de realizar el proceso electroforético, se resuspendieron las conidias
colocando los viales en vortex por 2 min, el buffer se recuperé en tubos Eppendorfy
se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 min, el sedimento obtenido fue cultivado
en agar Vogel e incubado a 28 °C durante 120 h, para reportar finalmente desarrollo
positivo o negativo de micelio. Se utilizé buffer fosfato de potasio 10 mM con pH de
6.8, se aplicaron voltajes de (+)17 y (-)17 kV, se utilizé detector de arreglo de diodos
con una A de 201 nm.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 MORFOLOGIA Y CINETICAS DE CRECIMIENTO

La 5 cepas utilizadas presentaron una morfologia tanto macroscépica como
microscopica muy diferentes entre si (Fig. 6), al igual que su velocidad de
crecimiento, tiempo y forma de conidiacién; en general presentaron un micelio
algodonoso blanco, con conidiacion color verde y verde amarillenta, esto se debid a
diferentes concentraciones de melanina en la pared celular, no se observd
pigmento en el medio de cultivo, al microscopio se observaron hifas septadas y
hialinas; particularmente, T. atroviride IMI-206040 presentd conidiacion a manera
de anillos concéntricos, los anillos de conidiacidon centrales fueron de una tonalidad
verde, mientras que los anillos mas externos presentaron una tonalidad verde
amarillento, al microscopio se observaron conidiéforos alargados y con muchas
ramificaciones, fialides cortas y conidias esféricas verdes; H. lixii CMU-1 mostré una
conidiacién muy difusa de tonalidad verde, al microscopio se observaron
conidiéforos cortos y con pocas ramificaciones, fidlides cortas y conidias esféricas
verdes; T. gamsii CMU-8 presentd una morfologia macroscépica parecida a T.
atroviride 1IMI-206040, los primeros anillos de conidiacion formados fueron de una
tonalidad verde oscuro mientras que los anillos producidos al final y mas externos
mostraron una tonalidad verde amarillento, al microscopio presentd conidiéforos
muy alargados y con muchas ramificaciones, fidlides alargadas y conidias ovoides
verdes; H. rufa CMU-218 fue de crecimiento lento, su conidiacion fue verde y solo
apareci6 en regiones del micelio donde se realizdé dafio mecanico, al microscopio se
observaron conidiéforos muy alargados con pocas ramificaciones, fidlides delgadas
y conidias ovoides verdes; T. tomentosum CMU-221 presentd una conidiacion muy
difusa con tonalidad verde, al microscopio se observaron conidiéforos muy
alargados y con pocas ramificaciones, fidlides alargadas y conidias ovoides verdes.

T. atroviride H. lixii T. gamsii H. rufa T. tomentosum
IMI-206040 CMu-1 CcMU-8 CMU-218 cMuU-221

Y \ ;‘:/ ’\ y
SN b !
. AN —
v e "\Q q o 3 (3

Fig 6. Morfologia macroscdpica y microscépica de las cepas de estudio. Microcultivos realizados
en agar Vogel, incubacién 28 °C/120 h.
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Las cinéticas de crecimiento mostraron una velocidad de desarrollo muy diferente
para cada cepa (Tabla 8), T. tomentosum presentd la mayor velocidad de
crecimiento con 8.46 cm en 72 horas, seguida por H. lixii con 7.23 cm,
posteriormente T. atroviride y T. gamsii con 5.76 y 5.56 cm respectivamente y al
final H. rufa con 1.26 cm; al parecer las condiciones de sustrato y temperatura no
fueron las 6ptimas para el desarrollo de H. rufa ya que son totalmente diferentes a
las encontradas en su nicho ecolégico, en cambio T. tomentosum mostrd su
potencial de adaptabilidad a las condiciones establecidas In vitro ya que su
velocidad de crecimiento fue mayor que el resto de las cepas.

Por otra parte, un estudio clave para la estandarizacidon en la preparacion de
muestra fue el tiempo de conidiacion, en este estudio se pudo apreciar que los
tiempos de conidiacién fueron muy diferentes en cada cepa; la cepa de T. gamsii
fue la que presentd mas tempranamente su conidiacion en 72 h, le siguié T.
atroviride a las 96 h y posteriomente T. tomentosum a las 120 h, la cepa de H. lixii
conidié hasta las 192 h, mientras que H. rufa no presentd conidiacion; se pudo
comprobar que las cepas de Trichoderma tienden a conidiar entre las 72 y 120 h ya
gue son especies que en la naturaleza presentan un estado asexual, esto les
permite adaptarse rdpidamente a condiciones tanto ambientales como de
laboratorio, mientras que en las cepas de Hypocrea la conidiacién fue muy
retrasada o nula, esto posiblemente fue debido a que el estado asexual no es
comun en estas especies y estando /n vitro solo pueden presentar este modo de
reproduccién. Para poder sincronizar el tiempo de conidiacién se buscaron varias
formas, hasta que se encontré que la manera ideal era realizando dafio mecanico
en el micelio a las 48 h de incubacidén, esto estimuld que las 5 cepas de estudio
presentaran su conidiacion a las 96 h. En un estudio realizado en 2003 por Chaverry
y col, utilizaron como medios de cultivo PDA y agar sintético deficiente en
nutrientes (SNA) para realizar cinéticas de crecimiento a diferentes temperaturas
utilizando 20 cepas de Trichoderma y de Hypocrea; encontrando que la mayoria de
las cepas presentaban un mayor desarrollo de micelio entre los 25 y 30 °C, no se
observé un patrén de crecimiento especifico para cepas de Trichoderma como de
Hypocrea; de las especies utilizadas en ese estudio, solamente una coincide con el
presente trabajo, esta fue T. tomentosum, que en PDA a 28 °C crecidé 3.5 cm aprox.
en 72 h, mientras que en SNA crecié 4.5 cm aprox., siendo resultados muy
diferentes comparados con los 8.46 cm que crecid en agar Vogel (54).

Tabla 8. Cinéticas de crecimiento y tiempo de conidiacion.

Cepa Velocidad de Tiempo de
crecimiento (cm/72 h) conidiacion (h)
T. atroviride IMI-206040 5.76 £ 0.20 96
H. lixii CMU-1 7.23+£0.28 192
T. gamsii CMU-8 5.56 +0.05 72
H. rufa CMU-218 1.26£0.28 Sin conidiacién
T. tomentosum CMU-221 8.46 £ 0.05 120
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7.2 DETERMINACION DE SENALES ELECTROFORETICAS

Se identificaron las diferentes sefiales observadas en los electroferogramas. Se
utilizé buffer de fosfatos en una concentracién 10 mM y pH de 6.8 y se aplicé un
voltaje de (+)17kV; al realizar corrimientos Unicamente con buffer se encontré una
linea base estable que sirvid para comprobar el correcto acondicionamiento del
capilar asi como un buen comportamiento del buffer durante el proceso
electroforético (Fig 7A); la sefal correspondiente al H,O destilada fue de valor
inferior al de la linea base ya que el agua destilada no absorbe luz pero si diluye en
ese punto al buffer de corrimiento (Fig 7B); después se analizé una muestra diluida
de DMSO, que tiene la caracteristica de ser una sustancia neutra, y por ende
Unicamente migra dentro del capilar por la fuerza del FEO (Fig 7C), se pudo verificar
que el H,O destilada y el DMSO presentan el mismo t, la sefial del H,0 destilada
sirvid para detectar la zona de los analitos neutros en el resto de los corrimientos
electroforéticos; posteriormente se inyecté una suspension de 1-3x10° conidias/mL
de T. atroviride IMI-206040, observando sefales muy dispersas correspondientes a
las conidias después de la sefial del H,O destilada, por lo que se comprueba que
poseen carga eléctrica negativa tal y como lo reportd Klis y col en 2007 (Fig. 7D).
Después se realizaron corrimientos electroforéticos cambiando el voltaje a (-)17 kV,
en donde se procesaron las mismas muestras, nuevamente se observd una linea
base estable del buffer (Fig 7E); las sefiales del agua (Fig 7F) y del DMSO (Fig 7G) no
se observaron pues el FEO con este voltaje viaja en sentido contrario, regresando
consigo al vial de entrada a estos analitos; en cambio si se observd una sefial al
inyectar las conidias y que se trata de un analito con una gran relacién carga/masa
negativa que logro superar el arrastre del FEO (Fig. 7H) (21).

]

Buffer Buffer

ﬂ H,0 ﬂ H,0
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DMSO DMSO
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conidias conidias fL
b/ *

Fig 7. Corrimientos electroforéticos de diferentes muestras. Aplicando voltaje
de (+)17 kV en los corrimientos de los paneles A-D, mientras que se aplico un
voltaje de (-)17 kV en los corrimientos de los paneles E-H; se utiliz6 buffer
fosfato de potasio 10mM, pH 6.8.

Se revisé el espectro de luz UV de la sefial encontrada con voltaje de (-)17 kV de las
conidias de T. atroviride y se observé que su mayor absorbancia la presenté entre
los 190 y 210 nm (Fig 8). En los trabajos de Cazares (2007 y 2009), Aguilar (2009) y
Avila (2011), se demostré que las esporas y conidias migran a través del capilar en
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voltajes positivos y sin uso de aditivos en una direccién que va del catodo al anodo
apoyados por el FEO, las efales fueron leidas a 201 nm; mientras que en los
trabajos de Horkd y col (2009, 2011 y 2012), se encontraron las sefales de las
conidias en voltaje negativo debido al efecto de los aditivos, entre ellos PEG-1000
que recubre la pared interna del capilar y de esta manera elimina el FEO,
permitiendo que las conidias migraran Unicamente por su e, en direccion del
anodo al catodo, las sefiales fueron leidas a 280 nm; en este estudio se observo que
las multiples senales obtenidas en voltaje positivo de muestra de conidias de T.
atroviride pueden ser leidas tanto en 201 como en 280 nm, mientras que la sefal
muy eficiente obtenida en voltaje negativo no puede ser leida a 280 nm, por lo que
se descarta que esta sefial corresponda a las conidias. De acuerdo a Szpoganicz y col
(2002), que reportan que las melaninas segun su estructura quimica presentan
regiones de mayor absorbancia en 210-250 nm y en 380-420 nm a un pH de 6.7, y
de acuerdo con Butler y Day (1998), que describen 2 tipos de melanina, la que
forma parte de la estructura de pared celular y la que se encuentra libre dentro de
depdsitos ubicados en la superficie de la pared celular, se sugiere que el analito
encontrado en voltaje negativo corresponde a melanina libre que se desprende al
aplicar un campo eléctrico (24, 25).

4 8.12 Min -
] —— IMI 206040 fosfato de potasio 10 mM pH 6.8 -
1 3
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Fig 8. Espectro de luz UV de analitos. La sefial corresponde posiblemente a una molécula de pared

celular presente en las conidias de T. atroviride IMI-206040 aplicando un voltaje de (-)17 kV,
encontrado en el min 8.12, fosfato de potasio 10 mM, pH 6.8.

7.3 MIGRACION DE CONIDIAS

Se logré hacer migrar conidias a través de un dispositivo de electroforesis acoplado
a microscopio montado en el laboratorio. Se capturd la migracidon de conidias en
video y de este video se realizaron los fotogramas en 0, 3, 6 y 9 s. Se analizaron
conidias de T. atroviride IMI-206040 (Fig 9) utilizando fosfato de potasio 1M, pH 6.8
y voltaje de (+)0.11 kV; se observé de forma visual el comportamiento de las
conidias dentro del capilar, destacando que con la sonicacién se lograron eliminar
los agregados celulares y que las conidias migran hacia el polo negativo tal y como
se describié en los trabajos de Cazares (2007 y 2009), Aguilar (2009) y Avila (2011).
La conidia encerrada en circulo verde no presentd una p,, observable,
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posiblemente debido al fendmeno de adsorcion a la pared interna del capilar,
mientras que las conidias encerradas en circulo amarillo y rojo mostraron un
desplazamiento constante hacia el polo negativo, la conidia encerrada dentro del
circulo amarillo mostré una velocidad electroforética menor en comparacién con la
conidia encerrada en circulo rojo; esta diferencia de velocidades es la que ocasiona
una dispersién de seiiales en el electroferograma o una seiial con poca eficiencia;
Armstrong y col (2003), justifica que este fendmeno es debido a la adsorcién de
iones y deformacion al considerar a las células como particulas coloidales; debido a
esta caracteristica, no tendrdn la misma forma, ni tamafio ni distribucién de cargas
las conidias a pesar de que sean producidas por el mismo microorganismo, y por
consiguiente, no tendran la misma relacion carga/masa. La composicion de pared
celular es también variada. Uno de los componentes que es observable a simple
vista es la melanina ya que las conidias de una misma cepa presentan una
coloraciéon que va del amarillo al verde.

Se propone realizar la caracterizacién electroforética de conidias mediante este
dispositivo utilizando un objetivo micrométrico para medir el desplazamiento de las
conidias. Este valor seria el equivalente a la Ly del equipo de EC Beckman Coulter, el
tiempo del corrimiento que en este estudio fue de 9 s (0.15 min) seria el
equivalente al t,,, la L; fue de 10 cm vy el voltaje 0.11 kV, con estos valores se puede
obtener la p,p de varias conidias y reportar como resultado final el promedio de
movilidades.

.

.

Fig 9. Electroforesis capilar acoplada a microscopio. Conidias de T.
atroviride IMI1-206040, fosfato de potasio 1 M, pH 6.8, voltaje de (+)0.11 kV.
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7.4 TIPO DE BUFFER

Se probd el efecto de los diferentes buffer propuestos para este trabajo, estos
fueron fosfato de potasio, y los buffer switteridonicos HEPES (acido N-(2-hidroxietil)-
piperazin-N-etanosulfénico), MES (acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico), MOPS
(acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico), y tricina; cada uno de ellos a una
concentracion 10 mM, se les ajustd el pH a su respectivo pKa y se utilizd una
suspension de 1-3x10° conidias/mL de la cepa de referencia T. atroviride IMI-
206040. Al aplicar voltaje de (+)17 kV (Fig 10), el valor del FEO fue muy parecido en
los diferentes buffer utilizados, las sefiales de las conidias aparecieron después de
las sefiales de analitos neutros, el comportamiento de la pep de las conidias fue muy
diferente en cada solucidn buffer; particularmente, en HEPES se observd una gran
dispersién de sefales en un intervalo de 3.7-7.5 min; mientras que con MOPS y MES
se encontré una dispersién de sefiales un poco menor que en HEPES, con un
intervalo de 3.7-6.5 y 3.7-6.2 respectivamente, el comportamiento de las conidias
fue muy similar con estos 2 buffer debido a que MOPS y MES presentan una
estructura similar, ambos tienen un anillo de morfolina y un radical que contiene
acido sulfénico, con la diferencia que el radical de MOPS tiene 3 carbonos mientras
que el radical de MES tiene solo 2 carbonos; el buffer de tricina no dio los
resultados esperados porque sus caracteristicas fisicoquimicas no interactuaron
adecuadamente con la superficie de las conidias, ya que se formd una linea base
inestable en el momento que pasaron las conidias por el detector, esto fue
posiblemente debido a la diferencia en la fuerza i6nica de estos 2 componentes;
fosfato de potasio fue el buffer que interactué de mejor manera con la pared
celular, permitiendo un mejor agrupamiento de sefales con un intervalo de 4-5
min.

HEPES, pH 7.5

MES, pH 6.1
e e o

MOPS, pH 7.2
WM‘-""’“‘"’\__,_,__—_”____

,JJA Tricina pH 8.1

}M Fosfato de potasio, pH 6.8
AN I

Fig 10. Efecto del tipo de buffer en voltaje positivo sobre las sefiales de conidias. Se utilizo
una concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040, voltaje de
(+)17 kV, buffer de corrimiento 10 mM y pH ajustado a su pKa.
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Al aplicar voltaje de (-)17 kV (Fig 11); en HEPES se observé una sefial con asimetria
negativa y un t,, de 15.5 min; mientras que con MES se observaron 2 sefiales no
resueltas con t,, de 11.2 y 12.1 min respectivamente; en MOPS se encontrd una
sefial con asimetria negativa y un t,, de 12.5 min; mientras que con tricina se
encontrd una seial poco eficiente con asimetria positiva y un t,, de 12 min, ademas
de una linea base muy inestable del electroferograma; con fosfato de potasio se
encontrd una sefial muy eficiente y simétrica, con un t,, de 10.6 min; de acuerdo
con Revilla y col (2005), la asimetria se forma en las sefales de los
electroferogramas como resultado de diferencias en la conductividad de los analitos
con respecto al buffer, por eso los buffer recomendados para el analisis son los que
tengan una conductividad cercana a la del analito, la simetria que se observé en la
sefial obtenida en fosfato de potasio demostré que el analito y el buffer tienen una
conductividad parecida.

HEPES, pH 7.5

_WMMES, pH 6.1

MOPS, pH 7.2

Tricina, pkt 8.1

Fosfato de potasio, pH 6.8

|1_‘*"’“

Fig 11. Efecto del tipo de buffer en voltaje negativo sobre las sefiales de conidias. Se
utilizé una concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040, voltaje
de (-)17 kV, buffer de corrimiento 10 mM y pH ajustado a su pKa.

Los buffer switteridnicos fueron propuestos en un inicio debido a que son inertes en
la interaccion con las moléculas de pared celular asi como de aditivos; ademas, de
gue se han utilizado mucho para la separacién de proteinas por electroforesis y
estudios metabdlicos en cultivos celulares sin ocasionar interferencia en el estudio,
tal y como lo describe Good e lzawa (1972). En este caso con los buffer
switteriénicos no se lograron buenos resultados posiblemente debido a la
diferencia en la fuerza idnica y en la conductividad en comparacion con el analito,
ocasionando una linea base inestable, gran dispersion de sefiales asi como
asimetria; todo esto puede deberse a que su fuerza amortiguante es reducida en
comparacion con otras sales como es el caso de fosfato de potasio. Las conidias
intactas pudieron ser analizadas por EC utilizando éste ultimo buffer con el que se
obtiene una linea base estable y seiales simétricas; para mejorar la eficiencia de las
sefiales con voltaje positivo se requirié posteriormente de probar diferentes
condiciones en cuanto a concentracién, pH y voltaje (55).
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7.5 EFECTO DE LA CONCENTRACION Y pH
Se utilizé fosfato de potasio a un pH de 6.8 y aplicando un voltaje de (+)17 kV,

inicialmente se midid el efecto que tiene la concentracién de buffer sobre la
corriente, considerando concentraciones que no produjeran una corriente mayor a
200 pA, en la Fig 12 se encontré que concentraciones 40 mM o mayores
sobrepasan este valor; en base a este resultado obtenido se utilizaron
concentraciones inferiores a dicha concentracién; estas fueron 1, 5, 10, 20 y 30 mM.
Exceder los 200 pA produce una cantidad de calor que ya no puede ser controlada
con el refrigerante contenido en el sistema de EC, este calor altera el sistema y
produce sefales irreproducibles.

Corriente (pA)
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Fig 12. Efecto de la concentracion sobre la corriente. Fosfato de potasio, pH 6.8, (+)17
kV. La linea punteada roja horizontal indica el limite recomendado de corriente.

Al aplicar voltaje de (+)17 kV utilizando fosfato de potasio con un pH de 6.8 (Fig 13);
con una concentracion de 1 mM, se obtuvieron sefiales muy dispersas con un
intervalo de 6.0-10.0 min; mientras que con una concentracién 5 mM se logré una
dispersion menor a la anterior, con un intervalo de 9.0-10.5 min. En cambio, con
una concentracion 10 mM se encontré una menor dispersién, que fue de un
intervalo de 7.7-9.2 mientras que con una concentracion 20 mM aumentd la
dispersidon a un intervalo de 9.0-11.0; con una concentracion 30 mM, se observd
una mayor dispersion de sefiales con intervalo de 8.7-11 min. Debido a la dispersién
de estas sefiales encontradas, no fue posible determinar la p,,, se encontré que la
concentracion de fosfato de potasio que interactia de mejor manera con las
conidias de T. atroviride IMI-206040 para permitir una migracién mas homogénea
es de 10 mM, posiblemente esta concentracion logra un equilibrio en las
caracteristicas fisicoquimicas de los componentes de pared celular de las conidias,
logrando casi igualar la relacién carga/masa de las conidias.
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Fig 13. Efecto de la concentracién de buffer en voltaje positivo sobre las sefiales. Se utilizd
una concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040, fosfato de
potasio, pH 6.8, voltaje de (+)17 kV.

Se analizaron la conidias de las 5 cepas en buffer fosfato de potasio con un pH de
6.8 y voltaje de (-)17 kV (Fig 14); se observo que la pap €s directamente proporcional
a la concentracidn, y que no existe una diferencia significativa entre las movilidades
de cada una de las cepas de estudio; entre las diferentes concentraciones, se
encontraron sefiales mas eficientes a una concentracion de buffer de 20 mM.
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Fig 14. Efecto de la concentracion de buffer en voltaje negativo sobre las sefiales. Se utilizd una
concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040, fosfato de potasio, pH 6.8,
voltaje de (-)17 kV.

Posteriormente se probd el efecto del pH sobre el comportamiento de la migracién
de conidias, se utilizé a la cepa de referencia T. atroviride IMI-206040 con buffer
fosfato de potasio con una concentracién 10 mM y un voltaje de (+)17 kV (Fig 15);
se observaron sefiales dispersas en los diferentes valores de pH, destacando que a
mayor valor de pH existia menor dispersién; en pH de 6.4 se observé un intervalo
de dispersion de 6.0-8.0 min, en pH 6.8 fue de 6.5-8.5 min, en pH 7.2 fue de 7.0-8.7
min, en pH de 7.6 fue de 6.5-8.2 min, mientras que en pH 8.0 presenté una mejor
eficiencia con un intervalo de 6.0-7.0 min; el valor del pH participa en la ionizacién
tanto del capilar como de los analitos, en esta prueba se observd que un pH de 8.0

(=)



logrd una ionizacién mas homogénea de las conidias, permitiendo que migraran con
una menor dispersion.
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Fig 15. Efecto del pH del buffer en voltaje positivo sobre las sefiales de conidias. Se
utilizé una concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040,
fosfato de potasio 10 mM, voltaje de (+)17 kV.

Al aplicar voltaje de (-)17 kV con las condiciones electroforéticas anteriormente
citadas, se pudo caracterizar a la molécula encontrada en voltaje negativo (Fig 16);
se observé que la pp es inversamente proporcional al valor del pH; esto es debido a
qgue el FEO en voltaje negativo viaja en sentido contrario a la migracién de las
sefales. En la evaluacion del efecto del pH se encontré que las mejores condiciones
electroforéticas en voltaje positivo se encuentran en un valor de 8.0, pues
permitieron una menor dispersion de las sefiales. En voltaje negativo no se vio
afectada la eficiencia de la seial encontrada, pero si se encontrdé que a mayor pH,
Menor Wap.

pH
Fig 16. Efecto del pH de buffer en voltaje negativo sobre las sefiales de conidias. Se
utilizé una concentraciéon de 1x10°-3x10° conidias/mL de T. atroviride IMI-206040,
fosfato de potasio 10 mM, voltaje de (-)17 kV.
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7.6 EFECTO DEL VOLTAIJE

Se buscé mejorar la eficiencia de las sefales con voltaje positivo, ya que en los
resultados anteriores mostraban una gran dispersion, se aplicaron voltajes de (+)10,
(+)17, (+)20 y (+)25 kV, se utilizaron conidias de T. atroviride IMI-206040, buffer
fosfato de potasio 10 mM y pH de 8.0 (Fig 17); se observé que la pap es
directamente proporcional al voltaje, ya que se encontraron seiales dispersas en
(+)10, (+)17, (+)20 y (+)25 kV con intervalos de 11.7-14.3 min, 6.1-7.1 min, 5.9-6.6
min y 4.6-5.2 min respectivamente, si bien, en (+)25 kV se encontré mejor
eficiencia, existié mayor reproducibilidad y estabilidad con (+)20 kV.
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Fig 17. Efecto del voltaje sobre las sefiales de conidias. 1x10°3x10° conidias/mL de T.
atroviride IMI-206040, fosfato de potasio 10 mM, pH 8.0.

Teniendo las mejores condiciones electroforéticas con respecto a la cepa de
referencia, se procedidé a estudiar las 4 cepas restantes realizando corrimientos
individuales y en mezcla. Siendo las condiciones ideales en voltaje positivo con
buffer fosfato de potasio 10 mM, pH 8.0 y voltaje de (+)20 kV. Las muestras fueron
las 5 cepas de Trichoderma mediante corrimientos individuales y un corrimiento en
mezcla conidias de las 5 cepas, todas ellas a una concentracién de 1-3x10°
conidias/mL; se obtuvieron sefiales poco eficientes en los corrimientos individuales,
destacando T. atroviride, T. gamsii y T. tomentosum como los analitos con menor
dispersidon, mientras que las sefiales en los corrimientos de H. lixii e H. rufa
presentaron una gran dispersion; en el caso de la separacién en mezcla, debido a la
baja concentracion resultante de cada cepa, el electroferograma no mostrod senales
caracteristicas de ninguna de las cepas (Fig 18); las conidias de cada cepa
presentaron caracteristicas totalmente diferentes dentro del sistema de EC, esto
fue resultado de un estudio sin aditivos que tuvo como fin encontrar caracteristicas
de pared celular de células intactas y sin alterar sus propiedades mediante el uso de
aditivos, las condiciones mas apropiadas en cuanto a voltaje, concentracion, tipo de
buffer y pH encontradas correspondieron uUnicamente a la cepa de referencia T.
atroviride IMI-206040, y se pudo encontrar que a pesar de tener caracteristicas
diferentes, las cepas T. gamsii y T. tomentosum, respondieron adecuadamente a
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esas condiciones electroforéticas, mientras que las cepas de H. lixii e H. rufa
presentaron un comportamiento totalmente diferente; con estos resultados
encontrados se sugiere que las conidias de Trichoderma e Hypocrea tienen
componentes de pared celular diferentes en cuanto a porcentaje, ademas de que se
debe recordar que en su nicho ecoldgico las cepas de Trichoderma presentan una
reproduccién asexual, mientras que las cepas de Hypocrea presentan una
reproduccién sexual, y en medios sintéticos se adapta mas facil el género
Trichoderma. Otro factor importante fue la manera de inducir la conidiacién en las
cepas mediante dafio mecanico al micelio, la cepa con mayor dispersion en las
sefiales fue precisamente la cepa de Hypocrea que no presentaba conidiacion In
vitro sin realizar dafio mecdnico; serd importante la utilizacion de aditivos para
mejorar la eficiencia en las sefiales y asi poder encontrar mds informacion acerca de
las propiedades de superficie de las conidias de estas cepas.
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Fig 18. Separacién individual y en mezcla con voltaje positivo. Se utilizd una
concentracién de 1x10°-3x10° conidias/mL, fosfato de potasio 10 mM, pH 8.0, (+)20 kV.

Para la prueba de separacién con voltaje negativo, debido a la buena eficiencia en
las seiales en las diferentes condiciones electroforéticas, se utilizé un buffer que no
produjera una elevada corriente, se determind emplear el buffer fosfato de potasio
20 mM, con pH de 6.8 y voltaje de (-)17 kV; en los electroferogramas individuales
dio la impresion de existir selectividad, pero al realizar la separacién en mezcla, se
observé una sola sefial (Fig 19); se pudo confirmar que la molécula de pared celular
presente en las 5 cepas es la misma, se sugiere que esta sefal que posiblemente es
melanina, puede funcionar para una identificacion rapida mediante EC de grupos de
hongos, permitiendo realizar un analisis presuntivo rapido y econédmico a partir de
muestras ambientales, clinicas, de alimentos, entre otras.

(=)



T DL UV - N O - Tenm UV -10enm
$O0IM PX BEMITVrA 0 Bt 00 Emul BRI VAR 02 SM T 40D cmad pb 20mm ieverss & oot 05 STuINE o 20mm Ieverva 67 cat *obcmuIll praemm-ra

|
'| IMI-206040

_
_Jemu

W/ - 200nen
b mezcis pkimm-npt

o e ——

— = -

i
R 'L(_ZVM U-8

CMU-218
5 “/‘
' CMU-221

Mezcla de las 5 cepas

e ——p——————— S—— S—— -

e

Fig 19. Separacion individual y en mezcla en voltaje negativo. Se utiliz6 una concentracién
de 1x10°-3x10° conidias/mL, fosfato de potasio 20 mM, pH 6.8, (-)17 kV.

7.7 PRUEBAS DE VIABILIDAD

Se verificd que las conidias de T. atroviride IMI-206040 mantienen su viabilidad
después del proceso electroforético; se observé un desarrollo positivo de micelio en
los cultivos de sedimento de los viales tanto de entrada como de salida recuperados
luego de los corrimientos electroforéticos realizados con un voltaje de (+)17 kV,
demostrando que las conidias migran a lo largo del capilar; mientras que solo se
observé desarrollo positivo de micelio en el cultivo de sedimento del vial de entrada
recuperado de corrimientos electroforéticos realizados con voltaje de (-)17 kV,
siendo desarrollo negativo del vial de salida (Fig 20); con lo que se pudo demostrar
que las conidias no pasaron a través del capilar en voltaje negativo, pero lo
sobresaliente del estudio es la resistencia que presentan las conidias a elevados
voltajes, consideramos que la corriente no atraviesa la conidia, sino que la rodea,
ademas conforme a Butler y col (1998), la melanina ademas de proteger contra
radiacion, también protege contra descargas eléctricas al convertir la energia
eléctrica en calor, calor que es rapidamente disipado dentro del equipo de EC con
ayuda del refrigerante; las conidias obtenidas tanto en viales de entrada como en
viales de salida estuvieron expuestas al elevado voltaje durante todo el proceso
electroforético, razén por la cual al germinar desarrollaron un micelio con
crecimiento irregular y abundante conidiacidon debida al estrés producido en el
hongo (24).
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Fig 20. Pruebas de viabilidad
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VIIl. RESUMEN DE RESULTADOS

» Morfologia y cinéticas de crecimiento
Las 5 cepas utilizadas presentaron una morfologia tanto macroscépica como
microscopica muy diferente entre si. Cada cepa tuvo tanto una velocidad de
crecimiento diferente como su tiempo de conidiacidn; el tiempo de conidiacién se
logré sincronizar mediante dafio mecdnico en el micelio a las 48 h de incubacién,
esto estimuld que las 5 cepas de estudio presentaran su conidiacion a las 96 h.

» Determinacion de sefiales electroforéticas

Se encontrod una linea base estable con el buffer de fosfatos con una concentracion
10 mM vy pH de 6.8, se comprobd mediante voltaje positivo que DMSO y agua
destilada tienen un comportamiento electroforético neutro, mientras que las
conidias se comportaron como bioanalitos anidnicos; mediante voltaje negativo se
verificd que soélo migran analitos anidnicos con una relacion carga/masa que
permite que la pe, Sea mayor que el FEO, en este voltaje se encontré una sefial muy
eficiente y simétrica que en su espectro UV presentd un maximo de absorbancia de
190-210 nm, se sugiere que esta sefial corresponde a melanina que se desprende
de pared celular.

» Migracion de conidias
Mediante EC acoplada a microscopio dptico se analizaron conidias de Trichoderma
atroviride IMI-206040, utilizando fosfato de potasio 1 M, a un pH de 6.8, se observd
qgue las conidias se desplazaron hacia el electrodo negativo a diferente velocidad
electroforética, debido a este fendmeno es que se apreciaron multiples sefiales en
los electroferogramas obtenidos en el equipo de EC.

» Tipo de buffer

Se probaron los 5 buffer propuestos (HEPES, MOPS, MES, tricina y fosfato de
potasio) a una concentracién 10 mM y pH correspondiente al pKa de cada buffer, se
utilizaron conidias de Trichoderma atroviride IMI-206040; se observd que el FEO es
parecido en los 5 buffer empleados; en voltaje positivo se encontraron sefiales
menos dispersas de las conidias con fosfato de potasio; en voltaje negativo se
encontré una sefial muy eficiente pero asimétrica con los buffer switteridnicos,
mientras que con fosfato de potasio se encontré una sefial tanto eficiente como
simétrica; se utilizd buffer de fosfatos en el resto del estudio debido a la excelente
interaccidn con las conidias de Trichoderma.

» Efecto de la concentracion y pH
Se demostré que concentraciones mayores de 40 mM elevan la corriente por

encima de 200 pA, esta corriente elevada puede ocasionar aumento en la
temperatura, por consiguiente se estudiaron concentraciones 1, 5, 10, 20 y 30 mM
de fosfato de potasio a un pH de 6.8, se utilizaron conidias de Trichoderma
atroviride IMI-206040; en voltaje de (+)17 kV se obtuvieron senales poco eficientes
debido a la alta dispersién de conidias, no se pudo determinar la p,p, las sefiales se
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agruparon de mejor manera con la concentracién 10 mM; con voltaje de (-)17 kV se
obtuvieron sefiales muy eficientes de la molécula de pared celular, se encontré que
la Hap ¥ la eficiencia son directamente proporcionales a la concentracion; las sefiales
de las 5 cepas tuvieron un comportamiento muy semejante, esto nos indicé que se
trataba de la misma molécula; se establecié que la concentracion 20 mM fue la mds
adecuada. El intervalo de amortiguamiento de fosfato de potasio es de 6.0-8.0, por
eso mismo se utilizaron los valores de pH 6.4, 6.8, 7.2, 7.6 y 8.0; en voltaje positivo
se observd menos dispersion de las sefales al utilizar pH de 8.0; con voltaje
negativo se observé que la pap €s inversamente proporcional al pH.

» Efecto del voltaje
Al utilizar fosfato de potasio 10 mM con pH de 8.0 y voltajes de (+)10, (+)17, (+)20y
(+)25 kV, utilizando conidias de Trichoderma atroviride IMI-206040; se observd que
la pap es directamente proporcional al voltaje, encontrando que el voltaje de (+)20
kV mostré mejor eficiencia y estabilidad.

Las mejores condiciones en voltaje positivo fueron fosfato de potasio 10 mM, pH de
8.0y (+)20 kV, no se logro separar las sefiales de las 5 cepas en mezcla debido a la
gran dispersiéon de sefiales de las conidias; las mejores condiciones en voltaje
negativo fueron fosfato de potasio 20 mM, con pH de 6.8 y voltaje de (-)17 kV, se
encontrd que la molécula de pared celular es la misma en las 5 cepas, y podria ser
utilizada para identificacidon de poblaciones fungicas.

» Pruebas de viabilidad
Las conidias de las 5 cepas mantuvieron su viabilidad después del proceso
electroforético, el desarrollo del micelio fue irregular debido al estrés producido
durante la aplicacién de voltaje.
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IX. CONCLUSIONES

Al establecer las mejores condiciones en cuanto a tipo de buffer, concentracion y
pH, estudiando a la cepa de referencia Trichoderma atroviride IMI-206040 tanto en
voltaje positivo como en voltaje negativo; no fue posible realizar una separacién de
conidias en mezcla de diferentes cepas debido a la heterogeneidad que presentan
en su tamafio, forma y carga eléctrica cada conidia, sin embargo se encontré que al
aplicar voltaje negativo existe una sefial muy eficiente y simétrica presente en las 5
cepas, sugerimos que se trata de melanina, esta seiial es muy importante porque
puede servir para determinar la micobiota presente en muestras clinicas, de
alimentos, ambientales, entre otras, de acuerdo a su tipo de melanina. Se propone
mejorar las condiciones electroforéticas en polaridad positiva con la utilizacién de
aditivos y llevar a cabo el analisis en ambas polaridades; de esta manera, en
polaridad inversa se podran separar e identificar los grupos de hongos presentes en
una muestra y con la polaridad normal se podran cuantificar.

Al caracterizar las conidias mediante EC, se observé que todas las conidias de las
cepas de Trichoderma presentan un patrén semejante en su dispersion, al igual que
todas las cepas de Hypocrea que también presentan un patrén de dispersion
caracteristico. Las caracteristicas fisicoquimicas de los buffer switteridnicos no
tuvieron la interaccién esperada con las conidias, factor que si tuvo el buffer de
fosfatos, logrando una linea base mas estable y mejores sefales, pero se debe tener
cuidado al agregar aditivos a este buffer pues es reactivo a varias sales.

Con la técnica de electroforesis capilar acoplada a microscopio se logré observar en
tiempo real la migracién de las conidias a través del capilar, observando
directamente que el desplazamiento no es uniforme. Se sugiere incluir un objetivo
micrométrico a esta técnica para medir el desplazamiento de las conidias en un
tiempo determinado asi como buscar alguna particula neutra visible al microscopio
para medir el FEO, asi se podran realizar estudios de potencial zeta de una manera
econdmica y precisa.
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