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RESUMEN

Los hongos filamentosos y sus conidias se encuentran en todo tipo de ambientes. La
exposicion a sus antigenos se asocia con efectos adversos para la salud: reacciones
alérgicas e infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. Ademas,
pueden producir micotoxinas que contaminan alimentos y tienen efecto carcinogénico.
Debido a esto y a la sensibilidad variable a los antifungicos, la deteccion temprana y la
correcta identificacion de estos microorganismos es importante. La electroforesis capilar
(EC) es una técnica de separacion que se basa en la velocidad de migracion de los
analitos al ser sometidos a un campo eléctrico; en la que se aprovechan las propiedades
de la pared celular fungica, con caracteristicas fisicoquimicas propias de cada especie, y
ante ciertas condiciones, una carga eléctrica diferente. El andlisis de conidias de
Trichoderma spp por EC, modificando la composicién del buffer de corrimiento (BGE),
permite encontrar condiciones adecuadas para la identificacion y cuantificaciéon de
especies fungicas de diversos origenes, con buena sensibilidad, en poco tiempo, y de
forma relativamente econémica. Objetivo. Evaluar el efecto del BGE, en las propiedades
superficiales de conidias de Trichoderma spp por EC. Materiales y Métodos. HEPES,
MOPS vy Tricina. Surfactantes: CTAB y Triton X-100. Recubrimiento del capilar: PEO y
CTAB. Material biolégico: cepa de referencia Trichoderma atroviride IMI-206040 y 4 cepas
silvestres: T. harzianum, T. atroviride, T. viride y T. tomentosum. Resultados. Se
probaron distintos valores de pH en el intervalo de maxima capacidad amortiguadora de
cada buffer, encontrando sefales apropiadas para Tricina 7.8, MOPS 7.5, y HEPES 7.0.
Se realiz6 un disefio experimental para determinar, con un minimo de ensayos, las
condiciones de recubrimiento de capilar y aditivos, que arrojaron sefales estrechas y
definidas. Se probaron las condiciones obtenidas en ensayos individuales con las cepas
silvestres agrupandolas en picos representativos. No fue posible separar adecuadamente
las cepas en mezcla con las condiciones probadas. El volumen de inyeccion fue de 95 nL,
inyectando en promedio 12.8X103 conidias/uL. Dependiendo de la condicion utilizada, las
conidias detectadas por corrimiento fueron entre 9.52X10° y 4.55X10%. Conclusién. El
uso de buffers zwitteridnicos y de aditivos como los empleados en este estudio, asi como
del disefio experimental, contribuye a mejorar el analisis de células fungicas por EC.

Palabras Clave: (Electroforesis capilar, Buffer de corrimiento, Trichoderma spp
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ABSTRAC

Filamentous fungi and their conidia are found in all types of environments. The exposure
to their antigens is associated with adverse health effects: Allergical reactions and
nosocomial infections in inmunocompromised patients. They also can produce mycotoxins
that contaminate food and have carcinogenic effect. Due to this, and to the variable
sensitivity to antifungals, early detection and accurate identification of these organisms is
important. Capillary electrophoresis (CE) is a separation technique based on the rate of
migration of the analytes under an electric field; in which the fungal cell wall properties are
utilized, with physicochemical characteristics of each species, and by certain conditions, a
different electrical charge. The analysis of Trichoderma spp conidia by EC, and the
modification of the background electrolyte (BGE), allow to find suitable conditions for the
identification and quantification of fungal species from diverse backgrounds, with good
sensitivity, in a short time and relatively inexpensively. Objective: To evaluate the effect of
BGE in the surface properties of Trichoderma spp conidia by EC. Materials and Methods:
HEPES, MOPS and Tricine. Surfactants: CTAB and Triton X-100. Capillary coating: PEO
and CTAB. Biological material: reference strain Trichoderma atroviride IMI-206040 and 4
wild strains: T. harzianum, T. atroviride, T. viride and T. tomentosum. Results: Different pH
values were tested in the range of maximum buffer capacity of each buffer, finding
appropriate signals to Tricine 7.8, MOPS 7.5 and HEPES 7.0. An experimental design to
determine, with a minimum of tests, capillary coating and additive conditions, that yielded
narrow and defined signals was performed. The conditions obtained in individual trials
were tested with wild strains grouped in representative peaks. It was not possible to
adequately separate the strains mixture under the conditions tested. The injection volume
was 95 nL injecting average 12.8X10°% conidia / uL. Depending on the condition used,
conidia were detected by shift between 9.52 and 4.55 X 103. Conclusions: The use of
zwitterionic buffers and additives such as those used in this study, as well as the
experimental design, helps to improve the analysis of fungal cells by EC.

Keywords: (capillary electrophoresis, background electrolyte, Trichoderma spp)
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1. INTRODUCCION

Los hongos filamentosos y sus conidias se encuentran en todo tipo de ambientes,
tanto al aire libre como en interiores. La exposicién a sus antigenos se asocia con
una amplia gama de efectos adversos para la salud, desde la génesis de
reacciones alérgicas hasta infecciones nosocomiales con una alta tasa de
mortalidad, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Ademas, los
hongos filamentosos microscopicos son capaces de producir micotoxinas que
contaminan alimentos y representan un grave riesgo para los seres humanos,
principalmente por su efecto carcinogénico. Debido a esto y a la sensibilidad
variable a los agentes antifungicos de estos patégenos, su deteccién temprana y

correcta identificacion es importante”.

Los hongos también repercuten de manera negativa en la agricultura, puesto que
suelen causar serias devastaciones en distintos tipos de cultivos. Un ejemplo de
ello es la enfermedad del moho verde causada por Trichoderma, la cual ha
afectado gravemente la produccion de los hongos comestibles Agaricus bisporus y

de Pleurotus ostreatus?.

La industria alimenticia y farmacéutica, por ejemplo, requieren determinar si en
una muestra existe la presencia de contaminacién microbiana. De los humerosos
meétodos para detectar la presencia de microorganismos potencialmente dafinos
se tiene el método de inoculacion directa, asi como adaptaciones de esta técnica,
Estos son procedimientos universalmente aceptados para la determinaciéon de
contaminacion microbiana. Sin embargo, dichos métodos implican el crecimiento
del agente contaminante en un medio de cultivo, por lo que involucran largos
tiempos de analisis. Otros enfoques, como la hibridacion, amplificacién, y el
inmunoensayo, requieren tiempos de analisis cortos, aunque son técnicas
complejas que requieren de personal altamente capacitado. En los ultimos afios,

las técnicas instrumentales utilizadas para el analisis y caracterizacion de
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microorganismos, se han convertido en las mas comunes. En particular, los
métodos basados en Electroforesis Capilar (EC) son prometedores al ser
conocidos por sus analisis rapidos, de alto rendimiento y bajo consumo de la

muestras.

El método estandar para la identificacion y clasificacion de los hongos
filamentosos se basa en la morfologia colonial y celular (cuerpo fructifero, forma
de las esporas, color, medidas, disposicion de hifas, etc.), ya que los hongos
filamentosos tienen morfologias mas distintivas que, por ejemplo, las bacterias
unicelulares y levaduras. En contraste con las bacterias, las paredes celulares de
los hongos y las esporas se componen principalmente de polisacaridos (80-90%),
incluyendo la quitina que mantiene la rigidez y la estabilidad estructural de las
células y de B-a-glucanos; aunque también estan presentes péptidos, proteinas,
lipidos, polifosfatos e iones inorganicos. Dichos compuestos le confieren
propiedades fisicoquimicas a cada tipo de especie, y ante determinadas

condiciones, una carga eléctrica diferente?.

Ademas, la superficie celular de las conidias de hongos filamentosos, también esta
constituida por hidrofobinas que se encuentran generalmente en la superficie
exterior de las conidias y de la pared de las hifas. Las hidrofobinas son una clase
de proteinas pequefias, ricas en cisteina que solo son expresadas por hongos
filamentosos. Son conocidas por su capacidad de formar un recubrimiento
hidréfobo en la superficie de un objeto y pueden estar implicados en la mediacion

de contacto y la comunicacion entre el hongo y su entorno”.

Es por ello que la EC surge como una técnica de separacién, que puede
aprovechar las propiedades de la pared celular para el analisis de diferentes
microorganismos; que se basa en la velocidad de migracidon de los analitos al ser
sometidos a la accion de un campo eléctrico. La migracion esta en funcion de la

relacion masa/carga de las particulas al fluir a través de un capilar. El uso
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adecuado de técnicas de electromigracién para la distincién de diferentes especies
de hongos se propone como una herramienta apropiada para la caracterizacion,
identificacion y cuantificacion de dichas células debido a sus ventajas y
propiedades como alta eficiencia, selectividad y rapidez de los tiempos de

analisis®43.

Sin embargo, en el analisis de conidias hidréfobas por EC, se pueden esperar
algunas dificultades tales como, la agregacion entre las conidias y los aditivos en
la solucién buffer, su adsorcion en la pared del capilar y la sensibilidad de la
deteccion. El estudiar las caracteristicas de las conidias nos permite entender
como es que se agrupan entre ellas y se adhieren a diferentes superficies,

permitiendo aprovechar eventualmente dichas propiedades en su analisis’.
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2. MARCO TEORICO

2.1.- HONGOS FILAMENTOSOS

2.1.1.- Generalidades

Los hongos son organismos eucaridticos complejos. Estos son aerobios,
heterotrofos y pueden reproducirse sexual y/o asexualmente formando esporas o
conidias respectivamente. La unidad fundamental de los hongos filamentosos es la
hifa, filamento microscépico que se ramifica en diferentes direcciones y que esta
constituida por una sucesién de células intercomunicadas. Las hifas, en conjunto,
forman el micelio y pueden ser cenociticas o septadas. Las formas de
reproduccion sexual se conocen como teleomorfos y las asexuales como
anamorfos. El organismo en conjunto se conoce como holomorfo. La mayoria de

hongos patdgenos pertenecen a la division Ascomycota®’.

2.1.2.- Pared celular fungica

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad, que da
forma a la célula y la protege de los cambios osmaticos, controla la permeabilidad
celular, y participa en la reproduccion fungica, asi como en la formacion esporas.
Ademas de estas importantes funciones, la pared celular constituye el lugar de
interaccidn con el medio externo, localizandose en ella las adhesinas y un gran
numero de receptores que, tras su activacion, desencadenan una compleja

cascada de sefalizaciones en el interior de la célula®®.

La pared es el primer lugar de interaccion con el hospedero, jugando un papel
importante en el desarrollo de la accidon patégena fungica. Algunos componentes
de la pared son fuertemente inmunogénicos y estimulan un gran numero de

respuestas celulares y humorales durante una infeccion®.
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La pared es una estructura especifica de la célula fungica y es muy diferente de la
pared de las células vegetales, compuesta fundamentalmente de celulosa. La
pared celular fungica basicamente estd compuesta de polisacaridos y proteinas, y
puede ser organizada esquematicamente en dos capas: Una capa interna
estructural y una capa externa cuya composicion varia en relacion al morfotipo, la
etapa de crecimiento y la especie fungica. Entre los polisacaridos que la
componen destacan la quitina y el glucano, mientras que las proteinas

generalmente estan asociadas a polisacaridos formando glicoproteinas 810,

e Quitina. La quitina se sintetiza a partir de N-acetil-D-glucosamina por la
enzima quitin sintetasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio
extracelular préximo a la membrana citoplasmica. El contenido en quitina de
la pared fungica varia segun la fase morfolégica del hongo. La quitina
representa del 10 al 20% del peso seco de la pared celular de los hongos
filamentosos. 810, Se considera que la mayoria de la quitina se localiza

cerca de la membrana plasmatica’®.

e Glucano. Es el polisacarido estructural mas importante de la pared celular
fungica y representa del 50 al 60% del peso seco de esta estructura. La
mayoria de los polimeros de glucano estan compuestos de unidades de
glucosa con uniones R-1,3 (65-90%), aunque también hay glucanos con
enlaces -1,6, 3-1,4, a-1,3 y a-1,4. El 3-1,3-D-glucano es el componente
estructural mas importante de la pared, al que se unen covalentemente
otros componentes de esta estructura (Figura 1). El 3-1,3-D-glucano se
sintetiza por un complejo de enzimas situado en la membrana plasmatica,
denominadas glucano sintetasas. Estas enzimas catalizan la formacién de
cadenas lineales de glucano compuestas por aproximadamente 1.500
residuos de glucosa unidos por enlaces 3-1,3. En estas cadenas, cada 40-
50 residuos de glucosa se unen nuevas unidades de glucosa por enlaces [3-

1,3 para dar lugar a una estructura ramificada. Estas ramificaciones pueden
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unirse a otros glucanos, a la quitina o a las manoproteinas, proporcionando
a la pared una gran resistencia mecanica esencial para mantener la
integridad celular 811, El beta-1.3-glucano se extiende a lo largo de la pared

celular,

e Glicoproteinas. Las proteinas representan del 20 al 30% del peso seco de
la pared celular de los hongos filamentosos. La mayoria de las proteinas
estan asociadas a glucidos por enlaces O-glucosidicos ¢ N-glucosidicos,
formando glicoproteinas, y en muchas instancias, contienen un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Las proteinas de la pared tienen diversas
funciones, al participar en el mantenimiento de la forma celular, en los
procesos de adhesion, protegiendo a la célula de sustancias extranas,
participando en la absorcion de moléculas, transmitiendo senales al
citoplasma y sintetizando y remodelando los componentes de la pared®°,
Algunas de las glicoproteinas tienen anclajes GPIl que las traban a la
membrana plasmatica, mientras que otras glicoproteinas son secretadas

dentro del espacio de la pared celular™®.

Aunque existen variaciones intra e interespecie, se cree que los componentes de

la pared celular se disponen como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Representacion de la pared celular fungica. Tomado de la referencia 10.

Ademas de los componentes ya descritos, se han detectado proteinas
denominadas hidrofobinas en la superficie de las hifas, en esporas o conidias, y en
el cuerpo fructifero. La funcion biolégica de las hidrofobinas es coordinar la
adherencia de la hifa al sustrato soélido y se han relacionado a los procesos de

adsorcion de las conidias a distintas superficies®.

Por otro lado, la pared celular fungica puede estar cubierta con melanina, un
pigmento fendlico negro. Se asume que este pigmento presenta funciones de
proteccion debido a la presencia de electrones desapareados en su molécula y
tiene una actividad antioxidante significativa. La principal funcién es proteger a la
célula de radiacion UV que puede cambiar la permeabilidad i6nica de sus

membranas, resultando en hinchazoén celular y ruptura®.
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Una caracteristica esencial de la pared celular, a menudo poco reconocida, es que
es una estructura en continua evolucion en respuesta al ambiente y durante el
ciclo celular. Las modificaciones estructurales mas importantes observadas
durante los cambios dimoérficos estan principalmente asociadas con la
modificacion de la capa externa. Por ejemplo, las conidias de Aspergillus.
fumigatus estan cubiertas por hidrofobinas y melanina, mientras que las que se
encuentran en germinacion exponen a-1,3-glucanos, galactomanano,
galactosaminogalactano y proteinas N-glicosiladas, como las
galactomanoproteinas. Modificaciones del ambiente nutricional también inducen

cambios en la composicién de la pared celular'.

2.1.3.- Importancia del estudio de los hongos filamentosos

Los hongos son organismos que desarrollan un papel fundamental en términos
ecoldgicos, ya que son los principales descomponedores y transformadores de la
materia organica. De acuerdo al papel que desarrollan en la naturaleza, los

hongos se pueden clasificar en tres grupos principales'®13:

e Simbiontes: Organismos que establecen alguna asociacién bioldgica en la
que cada uno de los asociados cohabita en un equilibrio que ofrece

ventajas para ambos, como la disponibilidad de nutrientes y hormonas'?13.

e Saprobios: Aquellos que se alimentan de materia organica muerta, en

descomposicién o en vias de descomposicion'?13.

e Parasitos: Cuya principal caracteristica es penetrar las células de los
tejidos vegetales o animales y alimentarse de ellos, algunos pueden llegar a
ser tan perjudiciales que sus efectos pueden ser fatales para el

huésped'213,

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 8



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016

electroforética de conidias de Trichoderma spp” Marco Tedrico

Otra caracteristica importante de los hongos es la produccién de metabolitos
secundarios de interés en medicina y en biotecnologia. Los hongos producen una
enorme cantidad de productos que se utilizan en la fabricacién de medicamentos
(vitaminas, anticancerigenos, antivirales, metabolitos secundarios, etc.) y en la
industria de los alimentos (enzimas, polisacaridos, colorantes, acidos organicos,

aromatizantes, levaduras, etc.)'>"3.

Sin embargo, los hongos también producen sustancias peligrosas conocidas como
micotoxinas, las cuales son toxicas para el hombre, animales y algunas plantas.
Las micotoxinas pueden encontrarse como contaminantes naturales en los
cereales, principalmente en maiz, trigo y arroz, subproductos de cereales y
oleaginosas, frutos secos, embutidos, especias, vinos, leguminosas, frutas, leche y
sus derivados. Otro importante campo de estudio de la micologia comprende los

hongos que atacan a las plantas, la fitopatologia™3.

Por otro lado, en los ultimos afios la incidencia de las infecciones fungicas ha
aumentado considerablemente. Ademas, las caracteristicas epidemiolégicas de
las micosis invasoras estan cambiando, ya que se describen nuevas especies
patdgenas y aparecen con mas frecuencia cepas y especies resistentes a los

antifingicos'?.

El aumento en la incidencia de patologias en donde los hongos aparecen como
microorganismos emergentes, se ha asociado con pacientes que presentan cierto
grado de inmunodeficiencia. Entre los principales factores de riesgo para las
infecciones oportunistas se encuentran: neutropenia, diabetes, tratamientos

extensivos con antibidticos y uso de inmunosupresores, entre otros'.

El espectro de las enfermedades micoticas va desde las micosis superficiales y
enfermedades alérgicas (aspergilosis broncopulmonar), a las micosis profundas

como la meningitis criptococdcica. Las enfermedades micdticas se presentan tanto
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en huéspedes normales como inmunocomprometidos, aunque en estos ultimos se

muestran con mayor incidencia’.

Existen una gran cantidad de géneros fungicos que estan relacionados con
efectos adversos para la salud (Tabla 1). Aspergillus fumigatus es uno de los
principales agentes involucrados en las infecciones fungicas, si bien A. flavus, A
terreus, Scedosporium spp., Fusarium spp. y Mucorales también son patdégenos

frecuentes'3.15,

Tabla 1. Géneros de hongos filamentosos y efectos adversos en la salud'315,

GENERO ' EFECTO NEGATIVO EN LA SALUD ‘

Aspergillus spp 'Alergias e infecciones (aspergilosis invasiva). Produccion de
micotoxinas.

Fusarium spp Frecuente patégeno de plantas e infecciones en humanos.
Produccién de micotoxinas

Scedosporium spp Infecciones cutaneas, subcutaneas y diseminadas.

Penicillium spp Produccién de micotoxinas

Alternaria spp Patégeno de plantas. Enfermedades respiratorias alérgicas e
infecciones oportunistas en humanos

Monilinia spp Patdgeno de plantas y frutas

Trichoderma spp Patégeno oportunista de humanos. Enfermedades respiratorias

e infecciones en Pacientes inmunocomprometidos.

El género Aspergillus incluye mas de 250 especies, a 20 de las cuales se les
atribuyen infecciones oportunistas en el hombre, aunque algunas de ellas solo
ocasionalmente. El género Fusarium agrupa un gran numero de especies, la
mayoria saprobia o parasita de plantas; sin embargo, comprende especies
capaces de infectar humanos y animales, con un aumento significativo en el
numero de fusariosis en pacientes inmunocomprometidos. Por otro lado,
Sporothrix schencki, es un hongo dimdrfico que ha sido considerado como el
agente causal de la esporotricosis, una infeccion subaguda o crénica que afecta a

la dermis y al tejido celular subcutaneo y con una distribucion mundial®'2.
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Especies del género Alternaria se han descrito en piel y en conjuntiva de humanos
y animales, y estd frecuentemente asociado con infecciones oportunistas en

pacientes inmunocomprometidos’®.

Recientemente se han descrito distintas especies fungicas, anteriormente no
consideradas patdgenas, como causantes de micosis oportunistas; tales como
Trichoderma spp., y muchas de ellas presentan multirresistencia frente a los

antifungicos de uso clinico®12.

Las herramientas disponibles para el diagnéstico de las infecciones fungicas
tienen un bajo rendimiento, por lo que para paliar este déficit, el protocolo de
tratamiento de la enfermedad base incluye la profilaxis con antifungicos. Es
evidente que esta situacién va a facilitar el desarrollo de resistencias secundarias
a los farmacos empleados, por lo que el laboratorio debe implementar técnicas
que ayuden al diagndstico precoz de las micosis, asi como a identificar los hongos
a nivel de especie, ya que en la actualidad muchas especies tienen una

sensibilidad predecible a los antifungicos®'2.

2.2.- Trichoderma spp.

2.2.1.- Caracteristicas

La primera descripcién de un hongo llamado Trichoderma data de 1794, cuando
dicho término fue establecido por Persoon’®. Trichoderma spp., es un colonizador
ubicuo de materiales celuldsicos y por lo tanto, se encuentra sobre material
vegetal en descomposicién. ElI género Trichoderma se caracteriza por un rapido
crecimiento'®, su habilidad para asimilar una gran variedad de sustratos y por su
capacidad para degradar compuestos toxicos'’. Presenta conidias verde brillantes
y una estructura repetitiva conidiéfora ramificada, siendo colonizador de gran éxito
de sus habitats, lo cual se refleja tanto por su utilizacién eficiente del sustrato en
cuestion, como también por la capacidad de algunas especies de secretar
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antibidticos y enzimas'®, con usos industriales’. Responden a su entorno
mediante la regulacién del crecimiento, la formacién de conidias y la produccién de

enzimas, lo que puede ser explotado en beneficio de la humanidad’®.

2.2.2.- Taxonomiay ciclo de vida

Las especies del género Trichoderma se consideran los estados anamorfos del
geénero Hypocrea, la fase sexual que se encuentra dentro del orden Hypocreales y
la familia Hypocraceae'. Asi pues, el género Trichoderma es un ascomiceto del
orden Hypocreales (Tabla 2) que comprende una gran diversidad de especies
saprobias, con un ciclo de vida prioritariamente asexual. En la reproduccion
asexual o vegetativa, las células que se originan por mitosis son las encargadas
de generar a los nuevos individuos, que seran genéticamente idénticos a su
progenitor, ya que en este tipo de reproduccion no existe intercambio de material
genético. Los hongos a través de la reproduccion asexual, generan mitosporas a
partir de células vegetativas. La mayoria de las cepas de Trichoderma no estan

asociadas a estados sexuales, y se consideran hongos mitéticos estrictos?%-22,

Tabla 2. Taxonomia de Trichoderma?3.

Reino Fungi

Division Ascomycota

Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género Trichoderma/Hypocrea

El proceso mediante el cual se da origen a las esporas asexuales denominadas
conidias, es conocido como conidiogénesis. Este tipo de reproduccion se lleva a
cabo a través de un programa de diferenciacion de hifas que culmina con la
formacion de conidias, las cuales tienen funciones de propagacion y reposo. Las
conidias, caracterizadas por su forma ovoide y pigmentacion verde, se originan en

fialides dispuestas en conidioforos ramificados tipicos de la especie?%-22,
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El ciclo inicia con la germinacion de la espora, conidia o clamidoconidia;
inmediatamente a la germinacién 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. Las hifas vegetativas o micelio producen aparatos reproductivos
asexuales llamados conidiéforos que generan conidias cuando los factores

ambientales limitan la fase vegetativa?224.

Cuando las condiciones son ideales para el hongo, el micelio crece de manera
continua; cuando los nutrientes comienzan a disminuir, el crecimiento del micelio
vegetativo disminuye dando lugar a la conidiacion. El ambiente representa un
conjunto de estimulos que no llegan de manera individual. Estos son detectados
por los microorganismos emitiendo una respuesta a cada uno de ellos de forma
integral para sobrevivir y proliferar. La conidiacion en Trichoderma puede ser
estimulada por factores que propician un ambiente de estrés, como son:
exposicidon a la luz, elestrés nutricional, cambios en el pH del medio, y/o dafio o

herida micelial 2021,

La produccién de conidias es un factor critico en el ciclo de vida de los hongos
filamentosos, ya que las esporas asexuales contribuyen a sobrevivir bajo
condiciones ambientales desfavorables, al ser un medio de dispersién hacia sitios
potencialmente viables. Las conidias permanecen latentes hasta que dichas
condiciones se tornan favorables. Este tipo de reproduccion se realiza en
repetidas ocasiones dentro del ciclo de vida fungico, por lo que se genera una
gran cantidad de propagulos, permitiendo la dispersion hacia nuevos sustratos,

asegurando de esta manera su supervivencia?*.
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2.2.3.- Importancia de estudiar el género Trichoderma

Trichoderma spp., ha tenido un alto impacto en el bienestar humano, puesto que
algunas de sus especies se han utilizado como biofungicidas y modificadores del
crecimiento en plantas, mientras que otras son fuente importante de enzimas de
utilidad industrial como celulasas y xilanasas. Ademas, especies del género son
prolificas productoras de metabolitos secundarios, algunos de los cuales tienen
importancia clinica, mientras que otras especies se han utilizado en la produccion
heterdloga de proteinas recombinantes. En el suelo, las especies de Trichoderma
se utilizan en la biorremediacion de residuos organicos e inorganicos, incluyendo

metales pesados?®.

La accion benéfica de Trichoderma spp., no se limita unicamente a la lucha contra
los agentes patdégenos; también ha demostrado ser simbionte oportunista de
plantas, mejorando la resistencia sistémica de las mismas. Cepas adecuadamente
seleccionadas interactuan con la planta mediante la colonizacidn de las raices,
estableciendo comunicacién quimica y sistémicamente modificando la expresion
de numerosos genes de la planta. Estos cambios alteran la fisiologia vegetal y
puede resultar en la mejora de la resistencia al estrés abidtico, la absorcion de
fertilizantes nitrogenados, la resistencia a los patéogenos y la eficiencia
fotosintética?®. Sin embargo, también ha impactado negativamente en la
agricultura, con varios informes sobre epidemias que causaron estragos en

cultivos de setas?®.

Los crecientes costos de la energia y el cambio climatico inminente han llevado a
una creciente atencién a la producciéon de biocombustibles. Debido a su capacidad
para producir altos niveles de celulasas, hoy en dia, la investigacion sobre T.
reesei., se ha enfocado en mejorar la eficiencia de la mezcla de enzimas
secretadas, con el fin de disminuir los costos globales de produccion de bioetanol
a partir de material de desecho celuldsico, aunque las aplicaciones en la industria

de la pulpa y papel, y de la industria textil también son importantes’®.
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Trichoderma spp., también se ha utilizado en la produccién de aditivos
alimentarios y productos relacionados. Actualmente, diversas enzimas de
Trichoderma se aplican para mejorar el proceso de elaboracién de la cerveza (B-
glucanasas), en la maceraciéon de enzimas en la produccién de jugo de fruta
(pectinasas, celulasas, hemicelulasas), como aditivo en el alimento del ganado
(xilanasas) y para alimentos de mascotas. Las celulasas se aplican principalmente
en la coccion, el malteado y la produccion de alcohol de grano Sin embargo, no
s6lo enzimas, sino también metabolitos de Trichoderma spp., se utilizan como
aditivos'. El uso regular de Trichoderma spp., puede ayudar a mejorar la
seguridad alimentaria debido a que posibilita la disminucidn en el uso de

pesticidas y puede proporcionar una ventaja econémica para los agricultores?.

Trichoderma spp., también es importante desde el punto de vista del medio
ambiente. Estos hongos juegan un papel importante en la biodegradacion y el
reciclaje de polimeros complejos, como los desechos lignoceluldsicos. También
son capaces de reducir metales pesados, toxinas (tales como cianuros) y

compuestos xenobidticos, disminuyendo las cargas de residuos en el ambiente?.

Ademas de las especies altamente beneficiosas y de uso frecuente, el género
Trichoderma también comprende especies patdgenas oportunistas de humanos
que muestran un crecimiento eficiente a temperatura corporal. Se han reportado
especies de Trichoderma que causan problemas respiratorios debido a los
compuestos organicos volatiles que producen, pero lo mas importante es que
pueden infectar a pacientes inmunocomprometidos (Trichoderma citrinoviride, T.
harzianum, Trichoderma longibrachiatum e Hypocrea orientalis). EI mal prondstico
de estas infecciones es debido a la baja susceptibilidad de estos microorganismos
a los agentes antimicoticos comunmente usados (anfotericina B), ademas de un

diagnostico tardio'647,
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Entre los reportes de infecciones relacionadas al género Trichoderma destaca el
de un acceso cerebral atribuido al desarrollo de T. longibrachiatum en un paciente
leucémico con neutropenia prolongada?®. Ademas, se han reportado infecciones
invasivas por Trichoderma pseudokoningii en un paciente sometido a trasplante de
higado, y por Trichoderma konigii en un paciente con fibrosis quistica sometido a
trasplante pulmonar. De igual manera se mencionan casos de peritonitis causada
por Trichoderma spp., en dialisis peritoneal continua ambulatoria e infecciones
invasivas en pacientes inmunocomprometidos con neoplasia hematolégica o
trasplante de organo solido?’. En 2008 se reportd por primera vez la infeccion por
la especie sapréfita T. atroviride en un paciente receptor de trasplante de higado,
lo que sugiere que las infecciones invasivas por Trichoderma spp., continuaran
desarrollandose, por lo que las especies de dicho género pueden sumarse a la

lista en crecimiento de patdgenos humanos emergentes?®.

2.3.- ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica que permite la separacion y
cuantificacion de una amplia gama de analitos (iones, péptidos, proteinas,
carbohidratos, esteroides, acidos nucleicos, vitaminas, farmacos, células, etc.),
que se basa en la migracién diferencial de las particulas cargadas, es decir, en el
movimiento o desplazamiento que las particulas presentan al ser sometidas a la
accion de un campo eléctrico3%-32. La EC consiste en un capilar de silice con un
diametro interno de <200 ym donde se introduce la muestra previamente tratada
con una solucion buffer de corrimiento (BGE), y posteriormente se aplica un
campo eléctrico utilizando electrodos en ambos lados del capilar que a su vez
tendra acoplado un detector. El interior del capilar esta formado por grupos silanol
(Si-OH), los cuales al ser desprotonados (Si-O), elevan considerablemente el
potencial de hidrogeno (pH). Los cationes fluyen hacia la terminal negativa,
mientras que los aniones fluyen hacia la positiva, pero la inducciéon del alto
potencial eléctrico permite que la separaciéon sea mas sensible entre las diferentes

moléculas (resolucion) y que el tiempo de analisis sea bastante corto Ademas, la
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EC consume cantidades limitadas de reactivos por lo que resulta ser relativamente

econdmicas3-3,

2.3.1.- Componentes de un sistema de electroforesis capilar

La configuracidon del instrumento de EC es relativamente simple (Figura 2). Los
componentes basicos incluyen una fuente de alimentacién de alto voltaje (0 a 60
kV), un capilar de silice fundida recubierto con poliamida con un diametro interno
menor o igual a 200 um, dos depdsitos de solucién buffer donde se pueden
acomodar tanto el capilar como los electrodos conectados a la fuente de poder, y
un detector. La termorregulacién del capilar es un factor critico para llevar a cabo
separaciones eficientes y reproducibles, por lo tanto, debe utilizarse un sistema de

termorregulacion®®.

Fuente de alto voltaje

-+

Anodo

Catodo

Capilar con control
de temperatura

o |

Electrodo Electrodo

Muestra
Amortiguador Amortiguador

Entrada Salida

Figura 2. Representacién de los elementos del sistema de EC. Tomado de la referencia 37.

Para realizar una separacion por Electroforesis Capilar de Zona (ECZ),
inicialmente el capilar se llena mediante presion con una solucién buffer apropiada
(fosfatos, boratos, citratos, tris, etc) al pH deseado. Cuando el capilar se encuentra
lleno y acondicionado con la solucién amortiguadora, se inyecta la muestra de

forma hidrodinamica (aplicando presion) o electrocinética (aplicando un campo
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eléctrico). Ambos extremos del capilar y los electrodos conectados a la fuente de
alimentacién de alta tensién se colocan en los depésitos del buffer. Posterior a la
inyeccion de la muestra se aplica al sistema un voltaje de hasta 30 KV,
permitiendo asi que se realice la migracion y la separacion de los analitos dentro
del capilar por la accion del campo eléctrico. La separacion de los analitos se basa
en la diferencia de relacion carga/masa y por la afinidad a los diferentes aditivos
(surfactantes, ciclodextrinas, aminas, solventes organicos, etcétera) de la solucién
amortiguadora. La deteccidn de los analitos se realiza dentro del capilar en su
parte distal, en una seccién a la que se le ha removido el polimero, permitiendo
asi, el paso de luz hacia el detector donde la informacion es recolectada y
almacenada por un sistema de adquisicion y analisis de datos3036:37,
Tradicionalmente, los métodos de deteccion empleados para EC incluyen

absorbancia, fluorescencia y electroquimica3®.

2.3.2.- Factores que causan la movilidad del analito en la electroforesis

capilar

A).- Flujo electroosmotico (EOF) y doble capa eléctrica
El componente efector mas importante en la EC es la electroésmosis o EOF.
Surge como consecuencia de aplicar un campo eléctrico que genera una doble
capa eléctrica entre la solucién y la pared del capilar. En condiciones acuosas, la
fase solida (pared interna del capilar) posee un exceso de cargas negativas como
resultado de dos procesos fisico-quimicos, la ionizacién de la superficie (equilibrio
acido-base) y la adsorcion de especies ionicas sobre la superficie del

Capilar30'36'37'39.

Los grupos silanol (Si-OH) de la superficie de la pared interna del capilar son
ionizados a un pH = 3, por lo que la pared del capilar presentara una carga
negativa (Si-O"). De acuerdo con la teoria de la doble capa eléctrica, en la pared

del capilar se formara una primera capa (capa fija) de contraiones (cationes)
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provenientes del buffer, que son atraidos por la carga negativa del capilar, seguida
por una segunda (capa movil), que se compone principalmente de cationes que
estan adyacentes a la capa fija y, hacia el centro del capilar, el numero de cationes
y aniones son equivalentes, lo que mantiene el balance de cargas. Al aplicar un
campo eléctrico el exceso de cationes de la capa movil establece un flujo neto de
migracion hacia el polo negativo (catodo), generando el EOF. ElI EOF se refiere a
la migracién de un liquido (solucion amortiguadora) respecto a una superficie
cargada (pared del capilar) al aplicar un campo eléctrico. La doble capa eléctrica
tiene un balance que esta a su vez en equilibrio con la pared que corresponde al

potencial zeta (Figura 3c) 30-36.37.39,

El EOF se define como:

veo—iE

4zxn )

Donde ¢ es la constante dieléctrica del medio, n es la viscosidad del buffer, y C es
el potencial zeta medido en el plano de corte cercano a la interfase liquido-

so6lido®°.

La electroésmosis conduce a un flujo en la disolucion que tiene un perfil plano,
perpendicular al capilar, a diferencia del perfil parabdlico del flujo en cromatografia
liquida cuyo origen es la presion. La velocidad del EOF es generalmente mayor
que las velocidades de migracién electroforética de los iones individuales y llega a
ser, en la practica, el mecanismo de bombeo de la fase mévil en la ECZ. Aunque
los analitos migran segun sus cargas dentro del capilar, la velocidad del EOF es
normalmente suficiente como para arrastrar a todas las especies, las cargadas
positivamente, las neutras y las cargadas negativamente hacia el mismo extremo
del capilar, de tal forma que todas ellas puedan detectarse al pasar por un punto

comun®9,
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B).- Movilidad Electroforética (pep)
La separacion por electroforesis esta basada en la diferencia de velocidades de
los solutos en un campo eléctrico. La velocidad de migracion de un ion sometido a

la accion de un campo eléctrico esta dada por:

V= Hat @

Donde pep es la movilidad electroforética del ién, y E, es la intensidad del campo
eléctrico aplicado.

La fuerza eléctrica esta representada en la siguiente ecuacion:

F- =qE

Y para un ion esférico la fuerza friccional esta determinada por la ecuacion:

F. =—6x1nrv
f n 4)

Donde n es la viscosidad de la solucién y r es el radio i6nico. En el estado
estacionario, las fuerzas son iguales y opuestas y, por lo tanto, la movilidad

electroforética esta dada por la ecuacion (5):

qE =67znrv
E
luef E= q
6znrv
_ 9
He 6znrv

()
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La pep es directamente proporcional a la carga eléctrica del idon e inversamente
proporcional a los factores de retardo por rozamiento. Este ultimo se determina en
un analito cargado a partir del tamafo y de la viscosidad del medio en el cual
migran. Asi pues, la relacién carga/masa de los analitos determina la velocidad de
migracion con la que migran en el seno de la solucién (Figura 3a). Si dos especies
difieren en la carga y/o en las fuerzas de rozamiento, se moveran a través del
buffer y se separaran. Las especies neutras no se separan mediante este
mecanismo, por lo que es necesario utilizar aditivos, como por ejemplo,

surfactantes para poder separar analitos de esta naturaleza30-37:39-43,

Anodo (;—)

J

@ Cétodo c

Superficie del
capilar (Si-0r)

UA
Potencial zetag

b

Grosor de la doble ('apa'| nm
—_

i feo e

Cationes ——troep ¢ —tp = “: b SR

Neutros e + pe=0 = H aha 4*}‘_
g ufeo ue ut fila  movil

Aniones —t———>3 ¢ — = —>

Figura 3. Factores que causan la movilidad de los analitos en la EC.
a) Separacion relacion carga-masa, b) Movilidad total de los analitos pt,
c) Representacion de la doble capa eléctrica. Tomado de la referencia 37.

C).- Movilidad Electroforética Aparente, Observada o Total (Map)
La movilidad aparente (uap 0 ut) de un analito es la suma de la movilidad

electroforética de este, mas la movilidad electroosmadtica de la solucion.
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Hap = Hep T He
(6)

Para un cation que se mueve en la misma direccién que el EOF, la pep ¥y la Meo
tienen el mismo signo, y por lo tanto la pap €s mayor que la pep. La electroforesis
transporta los aniones en direccion opuesta a la electroosmosis de forma que para
los aniones los términos de la ecuacion (6) tienen signos opuestos (Figura 3b). A
pH neutro o alcalino, una fuerte electroésmosis transporta aniones al catodo,

porque la electrodsmosis es generalmente mas rapida que la electroforesis3®43,

2.3.3.- Origen de la Carga de un Microorganismo: Particulas Coloidales

Un coloide es una particula o grupo de particulas que varian en tamano desde
aproximadamente 10% m a unos pocos micrometros. Son suficientemente
pequeios por lo que normalmente no sedimentan unicamente en virtud de la
influencia de la gravedad, es decir, el movimiento browniano o de la solucién
circundante es suficiente para mantenerlos suspendidos. Por lo general estan
cargados y presentan altas proporciones superficie-volumen, por lo tanto,
basandose unicamente en su tamano, es aceptable caracterizar a la mayoria de
los microorganismos como particulas coloidales. Los coloides pueden obtener la
carga de su superficie de al menos dos maneras. La primera ocurre debido a la
ionizacion de grupos de superficie como resultado de la protonacién o
desprotonacion de moléculas de superficie acidas o basicas. La carga de la
superficie también puede ser adquirida por la adsorcion de iones de la solucion
circundante. Tanto el tipo como la cantidad de un ion adsorbido estan controlados
por el tamano y la naturaleza (quimica de la superficie) de la particula coloidal, asi
como también por las propiedades de la solucidon circundante (por ejemplo, pH,
fuerza idnica y composicion idnica). La carga superficial de un microorganismo,

generalmente se debe a la combinacion de estos factores. Los grupos ionizables
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mas comunes en la superficie exterior de los microorganismos son los acidos

carboxilicos, fosfatos, aminas y en ocasiones, residuos de sulfatos**.

2.3.4.- Buffers

La eleccion del buffer de corrimiento es un factor critico para la separacion exitosa
de los analitos por EC. Una amplia variedad de buffers puede ser empleada en la
ECZ (Tabla 3).El buffer modifica la pap debido a sus propiedades fisicoquimicas

como viscosidad, fuerza ionica, pH y constante dieléctrica30-36:42,

Tabla 3. Sistemas buffer utilizados en electroforesis capilar®.

Nombre pKa Nombre pKa
Fosfato 2,12 (pKa ) TES 7,50
Citrato 3,06 (pKa,) Hepes 7,55
Formato 3,75 Hepps 8,00
Succinato 4,19 pKa)  Tricina 8,15
Citrato 4,74 (pKa.,) Glicina amida 8,20
Succinato 5,57 (pKa,) Hidroclorhidrico

MES 6,15 glicilglicina 8,25
ADA 0,60 TRIS 8,30
BIS-TRIS 6,80 Bicine 8,35
propano

Pipes 6,80 Morfolino 849
ACES 6,90 Borato 9,24
MOPSO 6,90 CHES 2,50
Imidazol 7,00 Chapso 9,60
MOPS 7,20 CAPS 10,40
Fosfato 7,21{pKa,) Fosfato 12,32 (pKa,)

La seleccion de un buffer es una de las etapas basicas en la EC. La sensibilidad
del EOF al pH requiere buffers que mantengan el pH constante. Los buffers
efectivos tienen un intervalo de aproximadamente dos unidades de pH alrededor
del valor de pKa. Los buffers polibasicos como fosfato y citrato tienen mas de un
pKa para usar, y pueden ser utilizados en un rango de pH mas amplio. El buffer

que se emplea en EC debe reunir una serie de propiedades:
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e Buena capacidad amortiguadora en el intervalo de pH seleccionado.
e Baja absorbancia en la longitud de onda empleada en la deteccion.

e Baja movilidad (para lo cual se necesita baja concentracion idnica).

A).- Buffers Zwitterionicos
TRIS, MES, CAPS, HEPES, Tricina y bicina son buffers zwitterionicos en los que
su caracteristica mas importante es su baja conductividad cuando el pH del buffer
es cercano a su pKa. Esto trae como consecuencia una baja corriente y, por lo

tanto, baja generacién de calor de Joule30:36:41,

Amortiguadores como MOPS, HEPES vy Tricina son buffers biolégicos
zwitterionicos, desarrollados en 1966 por Good y col., que presentan ciertas
caracteristicas que los hacen ideales para la investigacion con sistemas

biolégicos. Dichas caracteristicas son:

¢ Alta solubilidad en agua.

e Alta estabilidad quimica.

e Baja permeabilidad a la membrana celular.

e Baja capacidad quelante con metales.

e Valores de pKa en o cercanos al pH fisioldgico (entre 6.0 y 8.0).
e No toxicos para las células.

e Resistentes a la degradacion enzimatica y no enzimatica.

e Baja absorcion de espectros en las regiones UV vy visible*®.

2.3.5.- Modificadores del EOF
El control del EOF puede tener un gran efecto en el mejoramiento de la resolucion
y la eficiencia de la EC. ElI EOF esta en funcion, entre otros factores, del tipo de

buffer, de su pH y de la concentracion.
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A).- pH
Una variacion del pH del buffer origina un cambio en la ionizacién del capilar y
puede esencialmente detener el EOF a valores bajos (pH< 2.5) e incrementar su
magnitud a valores elevados de pH, y asi, en condiciones alcalinas inducir un flujo
maximo en el que el EOF sera usualmente mayor que la velocidad de migracion
de los iones de la muestra3%-36:40.46_ Por otro lado, la protonacion o desprotonacion
de las moléculas de la superficie de las entidades bioldgicas esta en funcion del
pH de la solucion circundante, y por consiguiente, la modificacion del pH puede

también alterar la pep de los microorganismos*4.

B).- Concentracion y fuerza iénica
El EOF puede ser modificado ajustando la concentracién y la fuerza iénica del
buffer. Elevadas concentraciones del buffer son utiles para la limitacion de las
interacciones entre los iones presentes y la pared interna del capilar aunque el
calentamiento de los capilares (Efecto Joule) limita el uso de concentraciones
elevadas de los buffers, las cuales deben oscilar entre 10 y 50 mM. Al incrementar
la fuerza iodnica del buffer de separacién se incrementa el grosor de la doble capa
eléctrica reduciendo asi el EOF, por lo que aumentara el tiempo de analisis.
Ademas, el incremento de la fuerza idnica desembocara en la disminucion de las
interacciones de los analitos con la pared del capilar. De acuerdo a lo anterior, el
efecto neto en la separacidén, sera el aumento de la resolucion, siempre y cuando
la capacidad de termorregulacion del capilar no sea superada y que no se lleven a

cabo procesos de disociacion no deseados de los analitos30:36:41,

El potencial zeta esta relacionado con el inverso de la carga por unidad de area
superficial, el numero de electrones de valencia y la raiz cuadrada de la
concentracion del electrolito. Dado que esta es una relacion inversa, al aumentar

la concentracion de la solucion buffer disminuird el EQOF3041,
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C).- Recubrimiento dindmico del capilar
El EOF también puede ser controlado mediante el recubrimiento dinamico del
capilar, agregando aditivos al buffer, o con recubrimientos covalentes. El uso de
un recubrimiento dinamico disminuye la adsorcion de los microorganismos al
capilar y puede invertir o detener el EOF, modificando la pap de los analitos,

dependiendo la naturaleza del recubrimiento30:41:47,

a).- Utilizacion de Oxido de Polietileno (PEO)
El PEO es un polimero que ha sido utilizado en EC como un recubrimiento de la
pared interna del capilar con el propésito de modificar el EOF. Diversos estudios
han demostrado que una solucion diluida de polimero es necesaria para lograr el
agrupamiento de la muestra, y asi obtener separaciones de microorganismos de
alta eficiencia mediante EC. La adicion de polimero en el proceso de separacion
actua de tres maneras: Disminuyendo el EOF, agrupa eficientemente a los
microorganismos cuando se encuentran bajo la accidn de un campo eléctrico, y
provoca que el tiempo de migracion (uap) se incremente, lo que puede explicarse
por la disminucion en el EOF. Tanto el polimero como la alta tensién son

necesarios para alcanzar un proceso de enfoque eficaz®.

Sin PEO, el EOF es demasiado rapido, resultando en la elucion de todas las
especies junto con el EOF. Después de la adicion de PEO, los microorganismos
se agrupan en picos de alta eficiencia mostrando tiempos de migracion
diferenciales. Mayores concentraciones de PEO producen tiempos de migraciéon

mas largos y diferentes pap para los microorganismos*4.

b).- Efecto de la utilizacion de un recubrimiento cationico
Para este sistema se utiliza comunmente el surfactante cationico CTAB (Bromuro
de Cetiltrimetilamonio) con la finalidad de invertir el EOF. Las moléculas de CTAB
recubren la superficie de silice mediante interacciones electrostaticas y entonces

se forma una segunda capa eléctrica por asociacion con cadenas no polares,
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dando como resultado que la superficie del capilar esté cargada negativamente, lo
que invierte el EOF. Bajo estas condiciones, teéricamente las células se moveran
como aniones desde el catodo al anodo usando polaridad inversa (La migracion se
lleva a cabo desde el polo negativo al positivo) e invirtiendo el EOF. Ademas, al
usar CTAB se observa una alta tendencia de las conidias a formar agregados
celulares debido a que las moléculas del CTAB afectan la doble capa eléctrica que

se encuentra alrededor de células cargadas negativamente*’48,

2.3.6.- Cromatografia Capilar Electrocinética Micelar

En la ECZ la separacién de los analitos se basa en las diferencias de pap. Si la
pared del capilar es negativa, el EOF se dirige al catodo, y el orden de elucion es
cationes antes que las moléculas neutras, y éstas antes que los aniones. Si se
invierte la carga de la pared del capilar recubriéndola con un tensioactivo catidnico
y se invierte la polaridad del instrumento, el orden de elucion es aniones antes que
las moléculas neutras, y éstas antes que cationes. Sin embargo, ninguno de estos
esquemas separa las moléculas neutras puesto que éstas no muestran pep, y por

lo tanto, migran a la misma velocidad que el EFO43:49.50,

Para separar analitos neutros mediante EC, Terabe introdujo en 1984 una técnica
hibrida entre la EC y la cromatografia de liquidos, denominada cromatografia
electrocinética micelar (MEKC) o cromatografia capilar electrocinética micelar
(MECC). La separacion de compuestos neutros por MEKC se basa en la adicion
al BGE de un tensioactivo cargado a una concentracion suficiente para formar
micelas (concentracion micelar critica: CMC). Estos analitos neutros se distribuyen
entre la fase micelar y la fase acuosa del buffer de corrimiento en diferente
extension dando lugar a su separacién. Las moléculas neutras interaccionan con

la micela en distinto grado en funcién de su hidrofobicidad y adquieren pep3%-32:5.

Las micelas son agregados anfoliticos de surfactantes, constituidas por largas

cadenas de moléculas (10 a 50 unidades de carbono) que poseen colas
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hidrofébicas y cabezas hidrofilicas. La cola del surfactante no puede ser solvatada
en solucion acuosa. Cuando se conoce la CMC, el agregado micelar puede ser
total, lo que produce cambios fisicos en la tensidén superficial, viscosidad y la

habilidad para dispersar la luz=°.

La separacion de las especies neutras se efectua por particion dentro y fuera de
las micelas. Cuando el soluto interactia mas con la micela, mayor sera su tiempo
de migracion, pues la micela es atraida en direccion opuesta al EOF; en cambio,
cuando no estd en contacto con la micela, es transportado por el EOF. Los
compuestos hidrofébicos interactian con mayor fuerza con la micela, por lo que

seran retenidos por mas tiempo®.

A).- Surfactantes
La selectividad de la separacion en MECC puede ser manipulada con facilidad,
variando la naturaleza fisica (tamafio, carga, geometria) de la micela, usando
diferentes tensioactivos. Estos cambios en selectividad son comparables a los que
obtendriamos si modificasemos la fase estacionaria en cromatografia liquida.
Existen cuatro clases de surfactantes: anidnicos, cationicos, zwitteriéonicos y no-
ionicos, siendo los dos primeros los mas utilizados. A una concentracion baja, la
concentracion de moléculas de surfactantes idnicos produce la CMC que puede
actuar como agente solubilizante por la formacién de pares idnicos, o por
interacciones hidrofébicas. Dependiendo de la carga del surfactante, puede ser

que el EOF se incremente, aumente o se invierta30 32 41.43,50,

Tabla 4. Clases de surfactantes y sus propiedades®'.

Surfactante Tipo cMC # de agregacion
SDS Aniénico 8.1x10° 62
CTAB Catiénico 9.2x 10" 170
Brij-35 No-iénico 1.0x10* 40
Sulfobetaina Zwitteridnico 3.3x107 55

SDS = dodecil sulfato de sodio; CTAB = bromuro de cetiltrimetilamonio; Brij-
35 =23-lauril ether de polioxietileno,; sulfobetaina = acido N-dodecil-N,N

dimetilamonio-3-propano-1-sulfonico.
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El CTAB, es un tensioactivo catidnico, que a temperatura ambiente tiene una CMC
de 0.92 mM, numero de agregacion medio de 60 y posee una cadena
hidrocarbonada de 16 atomos de carbono. Por otro lado, el Triton X-100 es un
preparado comercial de p(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenoxipolioxietilenglicoles que
contiene una media de 10 unidades de O6xido de etileno por molécula. La
temperatura (de 5 a 25°C) influye en la CMC y el numero de agregaciéon de las

micelas de este surfactante®'.

2.3.7.- Inyeccion de la muestra

Existen dos métodos para introducir la muestra al capilar: Inyeccion hidrodinamica
e inyeccion electrocinética. En el primer caso, la muestra es impulsada por una
diferencia de presion en el capilar; mientras que en la inyeccion electrocinética la
muestra se introduce aplicando un voltaje, usualmente mas bajo que durante la

separacion, por un tiempo corto en la entrada del capilar®.

Cuando se aplica una diferencia de presion entre la entrada del capilar depositado
en la solucion de la muestra y la salida, cierto volumen de la solucién de muestra
fluira dentro del capilar. La inyeccion de la muestra, mediante la respectiva
diferencia de presién, puede lograrse mediante presion de gas en el vial de la
muestra en el extremo de inyeccion, por succidén de vacio en el extremo final del
capilar, o aplicando una diferencia de altura entre la entrada y la salida (accion de
sifén) como consecuencia de la elevacion del depdsito de inyeccidn con respecto
al depdsito en el extremo de deteccidn del capilar. Los tres modos de inyeccion

son comunes en sistemas comerciales de EC52 53,

El volumen de inyeccion hidrodinamica (mL) puede ser cuantificado utilizando la

ecuacion de Poiseuille para el flujo de liquido a través de un tubo circular:

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 29



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016

electroforética de conidias de Trichoderma spp” Marco Tedrico

APzrt
Volumen = ——— 7)

&L
Donde AP es igual a la diferencia de presion a través del capilar (dina/cm?), r es el
radio interno del capilar (cm), t es el tiempo de inyeccion (s), n representa la
viscosidad del buffer (dinass/cm?), y L es igual a la longitud total del capilar (cm). El
tiempo de inyeccion vy la diferencia de presion son los factores principales para el

control del volumen de muestra inyectado®3.

Para soluciones acuosas de BGE a 25 °C, la longitud de la zona de inyeccion

puede ser calculada mediante la siguiente ecuacion®?:

d2

L, = (3.5)(TJ(AP)(tm,-) (8)

El valor numérico es valido cuando la longitud y el didmetro se expresan en
centimetros, la presidén en dinas y el tiempo en segundos. A partir de la longitud es
posible calcular el volumen de inyeccién para soluciones de BGE acuosas

mediante la ecuacion (9)%2:

V = 7Z-Linj (I.Z)
(9)

O bien partiendo de la modificacion de la ecuacion para soluciones acuosas de
BGE (7):

4

8(8.9286X107°)L
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La longitud de la zona de muestra con inyeccion hidrodinamica depende de la
viscosidad de la solucion dentro del capilar durante la inyeccion, por ejemplo, de la
viscosidad del BGE. El parametro se mantiene facilmente constante cuando el
capilar tiene control de la temperatura. La viscosidad de la solucion de muestra es
de menor importancia, debido a que ocupa unicamente una porcién muy pequefia
de la longitud del capilar. Por lo tanto, la repetitividad puede ser excelente aun

cuando existan grandes diferencias de viscosidad entre muestras®2.

2.4.- APLICACIONES DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La EC es una herramienta de separaciéon de biomoléculas, virus, bacterias,
levaduras y hongos, que en los ultimos afios ha tenido gran importancia en
medicina; presenta la versatilidad de separar aminoacidos, acidos organicos, iones
inorganicos, carbohidratos, esteroides, tioles, contaminantes alimenticios, material
genético, y algunos farmacos importantes en el estudio de diferentes ramas en el

area de la salud (diagndsticos molecular y de laboratorio clinico)34.

El considerable avance de la EC se ha extendido al area médica, en el campo de
las proteinas, péptidos, ADN, analisis de liquidos de perfusion, diagnéstico de
enfermedades infecciosas, analisis de metabolitos y sustancias prohibidas en
fluidos biolégicos, monitoreo de drogas xenobidticas y de abuso, determinacion de
mutaciones puntuales, marcadores genéticos tumorales y neurobioquimicos, y

andlisis forenses30:34,

La EC ha contribuido al fortalecimiento de la ciencia y la medicina moderna,
permitiendo conocer la secuencia completa del genoma humano. Debido a las
ventajas de la EC, la secuenciaciéon del ADN ha podido automatizarse, lo que
permite en la actualidad el conocimiento de las secuencias gendémicas del hombre
y otras especies con una mayor velocidad y especificidad. La informacién

acumulada gracias a la EC comienza a vislumbrar las causas genéticas de
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muchas enfermedades, fortaleciendo el diagnostico y reemplazando muchas de

las metodologias clasicas para el estudio de la medicina genomica3*.

En el area farmacéutica, la EC ha sido utilizada para la determinacion de principios
activos, en el control de calidad de productos farmacéuticos y biotecnolégicos, en
el estudio de quimioterapicos y en la determinacion de la estructura quiral de

compuestos isoméricos?C.

En el area de alimentos, la EC se ha aplicado al fraccionamiento y cuantificacion
de aminoacidos, hidratos de carbono, acidos organicos, aditivos y contaminantes;
mientras que en control ambiental ha permitido la identificacion de contaminantes

y sus metabolitos, pesticidas, metales pesados e hidrocarburos.

2.4.1.- Electroforesis capilar aplicada a células fungicas intactas

Los primeros estudios de células fungicas utilizando EC fueron realizados en
levaduras. Armstrong et al., (1999) reportaron dos técnicas de EC que permitieron
la primer identificacidn y separacion de alta eficiencia de mezclas de distintos tipos
de bacterias y de la levadura Saccharomyces cerevisiae., por EC. La primera
técnica consistio en ECZ utilizando una soluciéon de un polimero de alto peso
molecular, el PEO. La segunda consisti®6 en una separacién de enfoque
isoeléctrico basandose en la diferencia de carga de la superficie de los

microorganismos®4.

Posteriormente, Moon y Kim (2003) llevaron a cabo un estudio en el que S.
cerevisiae, en su caracter de probiético importante, fue analizado cuantitativa y
cualitativamente mediante EC. Se compard la movilidad electroforética de una
cepa pura de la levadura en relacion a una contenida en una tableta de
suplemento alimenticio a la cual se le removieron mediante ultracentrifugacion la
mayoria de las enzimas y compuestos organicos. La caracterizacién del probiético

en el suplemento fue simple y rapida. La cuantificaciéon (S. cerevisiae) mostré una
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buena linealidad entre el area del pico y la concentracion del microorganismo,
evidenciando el alto potencial de ésta técnica para la rapida y exacta

cuantificacion de los probitticos®®.

Armstrong et al., (2008) examinaron cuatro tipos de células fungicas (Candida
albicans, Cryptococcus albidus, S. cerevisiae, y Rhodotorula spp) mediante EC
utilizando un método de triple inyeccion con dos aditivos catidénicos (CTAB y
OTAB). Bajo estas condiciones se logré el barrido de todos los microorganismos
contenidos en una muestra, y se agruparon produciendo un pico simple para todas
las células sin importar su heterogeneidad electroforética. Ademas, utilizaron un
liquido ibnico monocatiénico sustituyendo al CTAB para una mezcla de cuatro
bacterias y cuatro células fungicas y la sometieron al método antes mencionado,
obteniendo un solo pico. Con los datos obtenidos fue posible constituir la base

para un test de contaminacién-esterilidad?.

Para el afno 2009, Horka et al., verificaron la posibilidad de agrupar y separar
conidias de los hongos filamentosos Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus,
Fusarium solani y Penicillium chrysogenum, por medio de ECZ y ECEI. La
deteccion fue optimizada mediante la modificacion dinamica de las conidias
utilizando pirenobutanoato, y hasta diez conidias marcadas fueron detectadas
fluorométricamente, demostrando asi, el proceso de optimizacién para la

sensibilidad en la deteccidn de las conidias marcadas’.

En el mismo afno, Petr et al., trataron mas a fondo la separacion e identificacion
de microorganismos por EC utilizando Escherichia. coli y S. cerevisiae. La
separacion se llevd a cabo empleando tanto capilares recubiertos con 6xido de
polietileno (PEO), como no recubiertos, y la reproducibilidad fue estudiada para
obtener los resultados mas fiables. Los microorganismos separados fueron

cultivados luego de la separacion y analizados mediante una técnica basada en
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espectrometria de masas y un segundo analisis por EC con la finalidad de mejorar

la identificacion?’.

Ya en el ano 2011, Horka et al., observaron la posibilidad de separar e identificar
mediante EC especies de Candida fenotipicamente indistinguibles, formadoras y
no formadoras de biofilm. Las especies separadas fueron C. orthopsilosis biofilm-
negativo, asi como, C. metapsilosis y C parapsilosis; ambas tanto biofilm-negativo
como biofilm-negativo. Al utilizar electroforesis capilar de enfoque isoeléctrico, las
especies de levaduras fueron separadas de acuerdo a sus puntos isoeléctricos,
los cuales difieren por pocas centésimas de la unidad de punto isoeléctrico tanto
para cepas no formadoras como formadoras de biofilm. Al utilizar ECZ, regiones
estrechas de las células de las especies de Candida fueron detectadas con buena

resolucion®®,

En el ano 2012, Horka y su grupo de trabajo utilizaron, entre otras técnicas
instrumentales, la ECZ para la caracterizacion de una mezcla de esporas de
Monilinia spp. Los resultados fueron comparados con los electroferogramas de de
esporas obtenidas a partir de frutas infectadas, lo que permitié establecer que la
que la ECZ puede ser utilizada para la rapida, efectiva y rentable identificacion de
diferentes especies de Monilinia similares morfolégicamente. Ademas,
determinaron que las velocidades de migracion de las esporas de las diferentes
especies, son independientes del lugar de recoleccion de las mismas, por lo que

pueden ser usadas como marcadores para su identificacion®.

2.4.2.- Antecedentes en Investigacion en Células Fungicas Intactas en el
Laboratorio de Desarrollo Analitico

En 2009, Cazares logré la caracterizacion de esporas fungicas pertenecientes a
tres phyla del reino Fungi, mediante ECZ. Las cepas de estudio fueron
Amylomyses rouxii, T. atroviride y Agaricus bisporus (cepa comercial). En este

estudio se utilizaron citrato de sodio, borato de sodio, fosfato de sodio, fosfato de
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potasio, EDTA, TRIS y TBE como buffers de corrimiento en un intervalo de pH de
5 a 9, a concentraciones de 10 a 30 mM. La variacion de las condiciones de
analisis permitid agrupar a las poblaciones celulares en bandas electroforéticas,
logrando la caracterizacién de cada uno de los hongos. El buffer utilizado, la
concentracion y el pH determino la forma del pico electroforético. Ademas, se
identificaron y separaron esporas de A.bisporus y T. atroviride en mezcla. De igual
manera, se demostré la viabilidad de las esporas fungicas luego de ser sometidas

al proceso electroforético©.

En 2013, Avila estudio el efecto de las soluciones buffer HEPES, MOPS, MES,
Tricina y fosfato de potasio, sobre la movilidad electroforética de conidias de T.
atroviride IMI-206040, a una concentracion de 10 mM y pH=pKa de los respectivos
buffer*?. Sin embargo, la modificacion de la concentracion, el pH y el voltaje, solo

se llevo a cabo para el buffer de fosfatos.

Para el afo 2015, Salazar evalud el efecto de surfactantes idnicos y no ionicos
sobre las propiedades de agrupamiento y movilidad electrorética de conidias de
Trichoderma spp., Se utilizaron distintas concentraciones de los surfactantes, asi
como buffer de fosfatos 10mM con un valor de pH de 6.8, obteniendo que el
surfactante cationico CTAB agrupé las conidias, y tanto su uso, como el de Triton
X-100, permite la obtencidn de sefales electroforéticas propias de las células

fungicas®’.

Debido a que se han realizado estudios exhaustivos con buffers de fosfatos y no
ha sido asi con los llamados buffer zwitteridnicos, es que se busca utilizar éstos
ultimos en intervalos que abarquen su maxima capacidad de amortiguamiento, asi
como aprovechar las propiedad de distintos surfactantes con la finalidad de
obtener picos electroforéticos, estrechos definidos y propios de un género y/o

especie.
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2.5.- DISENO EXPERIMENTAL

El disefno de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar
conocimiento acerca de un sistema o proceso, por medio de pruebas planeadas
adecuadamente. Un aspecto fundamental del disefio de experimentos es decidir
cuadles pruebas o tratamientos se van a realizar y cuantas repeticiones de cada
uno se requiere, de manera que se obtenga la maxima informacién al minimo
costo posible. El arreglo formado por los diferentes tratamientos que seran

corridos, incluyendo las repeticiones, recibe el nombre de disefio®8.

2.5.1.- Disefio factorial

El objetivo de un disefio factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una
0 varias respuestas, cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores.
Los factores pueden ser de tipo cualitativo o cuantitativo. Para estudiar la manera
en que influye cada factor sobre la variable de respuesta es necesario elegir al
menos dos niveles de prueba para cada uno de ellos. Con el disefio factorial
completo se corren aleatoriamente todas las posibles combinaciones que pueden
formarse con los niveles de los factores a investigar. Asi pues, la matriz de disefo
o arreglo factorial es el conjunto de puntos experimentales o tratamientos que
pueden formarse considerando todas las posibles combinaciones de los niveles de

los factores®®.

2.5.2.- Disefios factoriales 3%

El disefio factorial 3 considera k factores con tres niveles cada uno y tiene 3k
tratamientos. De esta forma, cuando se tienen cuatro o mas factores,
practicamente es prohibitivo pensar en correr un disefio 3k. Sin embargo, cuando
se tienen pocos factores, tres como maximo, o en el peor de los casos cuatro, hay
algunas situaciones practicas en las que el disefio 3k es una buena alternativa, por
ejemplo, cuando los factores son categoéricos o discretos y de manera natural
tienen tres niveles cada uno. Esto ocurre en factores como tipo de material, tipo de

reactivo o medio de cultivo®8.
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2.5.3.- Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)

La MSR es una estrategia experimental y de analisis que permite determinar las
condiciones de operacion Optimas de un proceso, o determinar la region del
espacio de los factores en la que se satisfacen las condiciones de operacion. La
MSR es utilizada con éxito en la industria quimica y en los ultimos anos se le ha
dado aplicacion en microbiologia para la formulacién de medios de cultivo. Se
basa en un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas, a través de las
cuales es posible modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de
interés es determinada por varias variables, siendo el objetivo de la misma
optimizar esta respuesta. Esta metodologia tiene la particularidad de determinar la
influencia e importancia de los parametros estudiados y las interacciones entre
estos con un minimo de ensayos. Este tipo de disefios pueden ser de valor
considerable cuando es importante reducir el numero de corridas tanto como sea

posible®-60,

2.5.4.- Disefio de Box-Behnken

Este disefio se aplica cuando se tienen tres o0 mas factores, y suelen ser eficientes
en cuanto al numero de corridas. Se distingue porque no incluye como
tratamientos a los vértices de la region experimental. El disefio Box-Behnken es
una buena alternativa porque tienen un numero competitivo de tratamientos,
ademas de que por su construccion los puntos de prueba no son extremosos, en
el sentido de que cualquiera de ellos siempre tiene, al menos uno de los factores
en su nivel intermedio. Este tipo de experimentos permiten el estudio del efecto de
cada factor sobre la variable de respuesta, asi como el efecto de las interacciones

entre factores sobre la dicha variable®S.
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3. JUSTIFICACION

La exposicion a hongos filamentosos y sus conidias se asocia con una amplia
gama de efectos adversos para la salud, infecciones nosocomiales con alta tasa
de mortalidad, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, génesis de
reacciones alérgicas, y produccion de micotoxinas que contaminan alimentos y
representan un grave riesgo para los seres humanos por su caracter
carcinogénico. Debido a ésto y a la sensibilidad variable a los agentes antifungicos
de estos patégenos, la deteccion temprana y la correcta identificacion de estos
organismos es importante. La EC surge como una técnica rapida, de alta
eficiencia, y que requiere cantidades relativamente pequefias de reactivos y
muestra, que proporciona datos muy precisos, permite la identificacion, separacion

y cuantificacion de analitos, siendo en este caso, células fungicas intactas.

Los hongos del género Trichoderma tienen gran importancia biotecnoldgica y
recientemente se ha observado que afectan la salud de los humanos. La
comprension plena de sus caracteristicas, tales como propiedades de pared

celular, permite disefar estrategias que sean utilizadas en nuestro beneficio.

Mediante el analisis de conidias de Trichoderma spp., por esta técnica y al variar
las condiciones del buffer de corrimiento, se conoceran las condiciones de
agrupamiento de las mismas, permitiendo aumentar la sensibilidad del método y
por consiguiente la posibilidad de crear una metodologia que permita separar,
identificar y cuantificar especies fungicas provenientes de diferentes origenes, con

buena sensibilidad, corto tiempo, y de forma relativamente econémica.
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4. HIPOTESIS

La composicion adecuada del buffer de corrimiento permite agrupar conidias de
Trichoderma spp., y por consiguiente, aumentar la sensibilidad de su analisis

mediante EC.

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la composicion del buffer de corrimiento, en las propiedades

superficiales de conidias de Trichoderma spp mediante electroforesis capilar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp., en
el intervalo de maxima capacidad amortiguadora usando de buffers
fisiologicos.

e Determinar la influencia de agentes que forman un recubrimiento dinamico,
en la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp.

e Determinar el efecto de surfactantes en la movilidad electroforética de

conidias de Trichoderma spp.

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 39



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016
electroforética de conidias de Trichoderma spp” Estrategia

6. ESTRATEGIA

CULTIVD

OBTENCION DE
LAS COMIDIAS

Tritdn X-100

ANALISIS DE
RESULTADOS

RECUBRIMIENTO
DEL CAPILAR

Figura 4. Estrategia experimental.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.- Reactivos utilizados

Los buffers utilizados, asi como su valor de pKa y el intervalo de pH seleccionado

se muestran en la siguiente tabla:

Buffer Férmula Valor de pKa Intervalo de valor
de pH utilizado
TRICINA HO v © 8.15 7.4-8.8
N\)J\OH
HO OH
CH -
MOPS (\N/v\:,’s\: 7.20 6.5-7.9
o d o
HEPES ¥ 7.56 6.5-8.5
S.
N7 oH
Ho"'ﬁ""x/"N\.)

Para la preparacion de las soluciones buffer fisiolégicas se emplearon reactivos
grado analitico. Los buffersutilizados fueron MOPS, HEPES, y Tricina (Sigma-
aldrich. St Louis, MO), con valores de pH en su maxima capacidad de
amortiguamiento alrededor de su pKa. Con lo que respecta a la composicién del
buffer donde se colocé la muestra, se utilizé el surfactante cationico CTAB (Sigma-
aldrich. St Louis, MO) y el no ionico Tritdbn X-100 (Sigma-aldrich. St Louis, MO).
Por otra parte, se utilizé CTAB y 6xido de polietileno (PEO) para recubrir la pared
interna del capilar. Para el lavado del capilar y ajuste del pH se utilizaran NaOH
1M, HCI 1M y metanol. El pH de las soluciones buffer fue ajustado por medio de

un potenciometro Hanna Instrumenst pH 211 Microprocessor pH meter.

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 41



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016

electroforética de conidias de Trichoderma spp” Materiales y Métodos

7.2.- Material Biologico

Las cepas utilizadas (Tabla 6) provienen del Cepario Michoacano Universitario
(CMU) perteneciente al Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia de
Microorganismos del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CMEB), y fueron sembradas en Medio Minimo Vogel (MM) (Figura 5)3'-61,

Tabla 6. Cepas estudiadas

CEPA DE REFERENCIA
e Trichoderma atroviride IMI-206040
CEPAS SILVESTRES

e Hypocrea lixii/T. harzianum CMU 1
e H. atroviridis/T. atroviride CMU 8
e H.rufa/T. viride CMU 218

e T.tomentosum. CMU 221

= =

Figura 5. Cultivos de distintas cepas de Trichoderma spp en Medio Minimo
Vogel incubados durante 120 h a) T. atroviride IMI-206040, b) H lixii/T.
harzianum, c¢) H. atroviridis/T. atroviride d) H. rufa/T. viride, y e) T. tomentosum.

De igual manera, se utilizé6 MM para el mantenimiento del micelio vegetativo de los

aislados de Trichoderma spp., asi como para la generacién de inéculos y la
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obtencién de las conidias. La solucion stock (50X) de MM esta compuesta por
(g/L): NasCsHs07°5H20, 150; KH2PO4, 250; NH4NOs3, 100; MgSOa4+7H20, 10;
CaClz2¢2H20, 5; biotina (5 mg/100 mL de etanol al 50%), 5 mL; solucién de
oligoelementos, 5 mL. La solucién de oligoelementos contiene (g/0.1 L): Acido
citricoe2H20, 5; ZnS04°H20, 5; FeCl3*6H20, 1; CuS0O4¢5H20, 0.25; MnCl2¢4H20,
0.072; H3BO3, 0.05; Na2MoO4+2H20, 0.05. Para la siembra de las cepas, el stock
se diluy6 en agua destilada hasta obtener una concentracion final 1X y se adicioné
1.5% de glucosa y agar bacteriolégico (23 g/L). Los medios se esterilizaron a 121
°C (15 Ib/in?) por 15 minutos?'-61.

7.3.- Instrumentacion

Los corrimientos electroforéticos se realizaron utilizando el equipo BECKMAN
COULTER P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System Beckman Coulter®
(Figura 6). Se empled un capilar de silice fundida de 100 ym de diametro interno,
50 cm de Lt y 40 cm de Lq4. Un detector de arreglo de diodos. Las lecturs se
realizaron a una A de 201 y 280 nm. La temperatura del sistema se mantuvo
constante a 25°C.

Figura 6. Equipo comercial de electroforesis capilar.
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7.4.- Obtencion de las conidias

Se realizaron cultivos de las 5 cepas de Trichoderma en Medio Minimo Vogel
incubandolos a 28°C y provocando un dafio mecanico a las 96 h para estimular la
conidiacion. A las 120 h se llevd a cabo la cosecha de las conidias agregando 3
mL de agua destilada estéril al cultivo y frotando la superficie del micelio con una
espatula estéril con la finalidad de desprender las conidias. Se colocé 0.5 mL de la
suspension de conidias en microtubos estériles de 1.5 mL, y se agrego 1 mL de

agua destilada estéril a cada tubo, para finalmente agitar en Vortex (ICA MS1

Minishaker®) durante 5 minutos para desprender las células.

Figura 7. Obtencion de conidias de Trichoderma atroviride IMI-206040 en

Medio Minimo Vogel. a) Incubacién durante 96 h, b) Daflo mecanico a las 96 h
de incubacion c) Conidiacion posterior al dafio mecanico a las 120 h d)
Recuperacion de la suspension de conidias y, €) Colocacion de la suspension
en tubos Eppendorf.

Las conidias obtenidas se lavaron 3 veces con 1 mL de agua destilada estéril,

centrifugando a 13,300 g durante 10 minutos. La pastilla obtenida se preparé

como se indica en el apartado 7.5.

7.5.- Preparacion de la muestra

Una vez obtenidas las conidias, fueron resuspendidas en el buffer de corrimiento
en una relacion 1:3 bajo condiciones estériles; posteriormente se colocaron 400 uL
de la muestra en viales especiales para llevar a cabo el analisis electroforético.
Antes del corrimiento las muestras fueron sonicadas en un sonicador Branson

1510 durante 10 minutos para eliminar las burbujas presentes en la suspension.

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 44



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016

electroforética de conidias de Trichoderma spp” Materiales y Métodos

7.6.- Observacién microscopicay conteo.

El conteo de células se realizo utilizando una camara de Neubauer Improved Optik
Labor y un microscopio Leica DM 750 con una camara acoplada Leica ICC 50 HD.
El conteo se realiz6 para las muestras de las mejores condiciones electroforéticas,
utilizando diluciones 1:100 de la muestra que se inyecta en el equipo. Mediante el
uso de la ecuacion de Poiseuille ajustada para la utilizacién de soluciones acuosas
como BGE, se calculé el volumen tedrico de muestra que se introduce al equipo
en cada ensayo y al relacionar dicho valor con la cantidad de conidias contadas,
pre corrimiento, en cada una de las muestras se obtuvo el valor de células totales

que se introducen al equipo por inyeccién hidrodinamica al equipo de EC.

Para el conteo de células post corrimiento se realizaron 5 ensayos de cada una de
las condiciones utilizadas. Se recupero el contenido del vial de salida que contiene
el buffer y las conidias que migraron, siguiendo con un paso de centrifugacién a
13,300 g por 10 minutos. Posteriormente se retiré el sobrenadante dejando 350 uL
del buffer conteniendo las conidias. Se tomd una alicuota para realizar el conteo
de las células analizadas por uL, que finalmente permiti6 determinar el total de
células en el vial de salida producto del proceso electroforético y que fueron

detectadas.

7.7.- Acondicionamiento del capilar.

Los métodos de acondicionamiento de un capilar nuevo (Tabla 7), el lavado diario
del capilar (Tabla 8) y el método de corrimiento electroforético utilizado en el
presente trabajo (Tabla 9) se describen a continuacién. Cada tratamiento consistio
en hacer pasar individualmente, a través del capilar, las soluciones bajo las

condiciones que se indican:
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Tabla 7. Acondicionamiento inicial del capilar ‘

SOLUCION Tiempo (min) Presion (psi)
Metanol 5 20
Agua Destilada 2 20

HCI 1N 5 20
Agua Destilada 2 20
Solucién Regeneradora 10 20
(NaOH) 1N

Agua Destilada 2 20
Solucién Buffer 5 20

Tabla 8. Lavado inicial del capilar previoa su uso ‘

SOLUCION Tiempo (min) Presion (psi)
Soluciéon Regeneradora 10 20
(NaOH) 1N

Agua Destilada 2 20
Solucion Buffer 5 20

Tabla 9. Método utilizado para llevar a cabo un corrimiento electroforético

SOLUCION Tiempo Presion (psi) Voltaje (kV
Solucién Regeneradora (NaOH) 2min 20 -

1N

Agua Destilada 2 min 20 -
Recubrimiento del Capilar (En 3 min 20 -
caso de utilizarlo)

Solucién Buffer 3 min 20 -
Muestra 12 seg 0.5 -

Plug de Muestra 5 seg 0.5 -
Solucién Buffer 15 min - 17

7.7.- Diseiio Experimental

Para realizar el diseio experimental que permiti6 obtener las condiciones que
arrojaron los mejores resultados se utilizé el software STATGRAPHICS Centurion
XV Version 15.1.02.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.- Efecto de distintos valores de pH utilizando buffers fisioldgicos sobre

la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma spp.

Los valores seleccionados de pH para cada tipo de buffer se muestran a

continuacion:

Tabla 10. Intervalos de pH utilizados para cada tipo de buffer

Solucién Buffer Valores de pH probados Concentracion
TRICINA e 87 10 mM
o 84
e 8.1 (pKa)
e 7.8
e 75
MOPS e 78 10 mM
e 75
e 7.2 (pKa)
e 69
e 6.6
HEPES e 838 10 mM
e 82
e 7.6 (pKa)
o 7
e 64

Debido a que cada buffer tiene un valor de pKa especifico, asi como una
capacidad de amortiguamiento determinada, es que los valores de pH
seleccionados para cada uno, como también el intervalo en el que se encuentran,

no son iguales entre los distintos buffers.

El cambio en el valor de pH se llevoé a cabo con el objetivo de que esta variacion
produjera, al realizar el analisis mediante EC, cambios en la ionizacion del capilar,

asi como en la protonacion y desprotonacién de las conidias de Trichoderma spp,
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siendo el efecto respectivo, el cambio en la movilidad electroforética de las células
y la modificacion de su carga superficial, resultando en el agrupamiento y la
migracion conjunta de las mismas; obteniendo asi, el valor de pH optimo de cada

uno de los buffers para ser utilizado en el analisis.

Las pruebas con diferentes valores de pH se realizaron Unicamente para la cepa
de referencia T. atroviride IMI-206040 con la finalidad de encontrar los valores de
pH éptimos para el analisis, y utilizarlos con el resto de las cepas. Las sefales
electroforéticas propias de cada buffer para cada uno de los valores de pH se

muestran a continuacion.

8.1.1.- Buffer Tricina

El uso de Tricina como BGE agrupoé las conidias en un solo pico electroforético
independientemente del valor de pH utilizado. Los picos obtenidos son simétricos,
aunque no totalmente definidos y estrechos, lo que sugiere que la ionizacién de
las células fungicas no es uniforme. No obstante la ionizacion alcanzada permite
que las conidias adquieran una carga que provoca que migren en conjunto (Figura
8).
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O L L . O )

T T T
s unas

Figura 8. Senales electroforéticas de conidias de T. atroviride IMI-206040

utilizando Tricina 10 mM como BGE a diferentes valores de pH. a) pH 7.5; b)

pH 7.8;c) pH 8.1;d) pH 8.4,y e) pH 8.7.
La movilidad electroforética sufrié cambios al utilizar diferentes valores de pH; ésto
es debido a la ionizacion del capilar que, como ya se ha mencionado, se
encuentra mas ionizado en funcion de qué tan alcalino es el valor del pH del buffer
que se utilice, provocando que el EOF aumente y por ende, también lo haga la
movilidad electrorética total u observada. Este es el caso de los valores
seleccionados, con tendencia a la alcalinidad y dando como resultado un capilar

muy ionizado.

La condicion descrita se cumple cuando los analitos migran en polaridad normal,
es decir, desde el polo positivo al negativo. Debido a que las conidias cuentan con
una carga neta negativa, el aumento del EOF produce un aumento en la movilidad

electroforética observada y una disminucion en el tiempo de migracién, puesto que
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la migracién se lleva a cabo unicamente como resultado del EOF y éste es
contrario al movimiento resultado de la relacion masal/carga (movilidad
electroforética), que en polaridad normal solo impulsa a los analitos positivos a
pasar por el detector (Figura 9).

¥ Y Y YYYYYYVYVYVYVYYYYVYYYYYYYYY

o Grupos silanol cargados O Aniones provenientesde la
negativamente solucion circundante

O Cationes provenientesde la Conidias de Trichodermaspp
solucién circundante con carga neta negativa

Figura 9. Esquema tedrico de la movilidad electroforética total u observada de
un conidia en polaridad normal y sin aditivos.

Al aumentar el valor de pH hacia un valor mas alcalino, la ionizacion de los grupos
silanol de la pared interna del capilar es mayor, lo que a su vez produce que
aumente el flujo electroosmatico resultando en una mayor movilidad electroforética
total de los analitos, con la respectiva disminucion del tiempo de migracion en

relacion directa al aumento del pH, Fig. 10.
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Movilidad Electroforetica Aparente en Funcion
del pH utilizando TRICINA.
0.02300
EO.02100
‘g 0.01900
5 0.01700
£0.01500
50.01300 «——
<0.01100
0.00900
0.00700

0.00500
7.5 7.8 pH 8.1 8.4 8.7

Figura 10. Movilidad electroforética aparente o total en funciéon del pH
utilizando Tricina.

Es importante mencionar el papel que juega el pH en la ionizacion de los grupos
funcionales de la pared celular de los microorganismos, puesto que dependiendo
de la naturaleza de dichos grupos y el valor de pH que se utilice, se obtendran
diferentes resultados en ensayos por ECZ. Adicionalmente, el aumento en la
ionizacion, producto de la utilizacion de un pH mas alcalino, conlleva a una mayor
uniformidad en la carga de superficie de las conidias, y a la formacién de un pico
mas definido, como se muestra en los valores de pH correspondiente a 8.4 y 8.7
(Figura 11).

Asi pues, utilizando Tricina y a medida que el valor de pH es mas alcalino, el
tiempo de migracion disminuyd y la movilidad electroforética aparente o total
aumento (Figuras 10y 11).
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Figura 11. Efecto del pH sobre la sefial de conidias de T. atroviride IMI-206040
utilizando Tricina como BGE.

Al aumentar el valor de pH las conidias se agrupan en un solo pico, lo que sugiere
que la ionizacion de la pared celular de las conidias es mas homogénea, sin
embargo, cuando se utilizan valores de pH por debajo del pKa, las sefales
electroforéticas son mas estrechas aunque también son menos simétricas (Figura
11). Finalmente se seleccioné el valor de pH correspondiente a 7.8, puesto que a
pesar de que el pico no es completamente simétrico y definido, dicha condicién

arrojo un pico estrecho y reproducible.

8.1.2.-Buffer MOPS

Al utilizar MOPS como BGE, se observé que para un pH de 6.9, las células
fungicas formaron dos grupos como consecuencia de una ionizacion diferencial,
que resultd en la formacién de una sefal con dos picos electroforéticos (Figura

12b). Es decir, para dicho valor, no fue posible agrupar la totalidad de las conidias
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en un pico representativo. Sin embargo, todas las demas sefiales muestran el

agrupamiento de las conidias en picos estrechos y en definidos (Figura.12).

a) . |‘|
L
IO B l \ 1| |
LN
d)
7.5
A

Mires

Figura 12. Sefales electroforéticas de conidias de T. atroviride IMI-206040
utilizando MOPS como BGE a diferentes valores de pH. a) pH 6.6; b) pH 6.9; c)
pH7.2;d)pH 7.5 ye)pH7.8.

En la figura 13, se puede aprecia que a medida que el pH es mas alcalino la sefial
se define y se vuelve mas estrecha, obteniendo los mejores resultados con valores

de pH por encima del pKa del buffer seleccionado.

Bajo estas condiciones se observa un comportamiento diferente al presentado al
utilizar el buffer de Tricina, ya que el valor de pH correspondiente al del pKa no
sigue la tendencia esperada, en la que el aumento del valor de pH produce una
disminuciéon en el tiempo de migracion y un aumento en la movilidad

electroforética total. Es posible que al utilizar un pH de 7.2, que es igual a su pKa,
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se lleve a cabo una mayor ionizacion de grupos funcionales de superficie que

favorezcan el aumento de la movilidad electroforética total.
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Figura 13. Efecto del pH sobre la sefial de conidias de T. atroviride IMI-206040
utilizando MOPS como BGE.

8.1.3.- Buffer HEPES

Al igual que con los otros dos buffers seleccionados, al utilizar HEPES fue posible
agrupar a las conidias de T. atroviride en un solo pico electroforético propio de las
células fungicas analizadas. Las sefiales obtenidas bajo estas condiciones fueron
estrechas y simétricas; con un grado de definicion aceptable tomando en cuenta
que no se utilizé ningun tipo de aditivo en estas pruebas. Si bien es cierto que el
valor de 6.4 (Figura 14a) logré la agrupacion de las conidias, es notoria la
dispersion de la sefal en la linea base, producto de la ionizacién heterogénea de
las conidias. Es de resaltar la sefial que se obtuvo utilizando un valor de pH de 7.0
(Figura 14b), ya que la agrupacién de las conidias en un solo pico se muestra bien
definida, simétrica y estrecha, constituyendo el mejor valor para realizar el analisis

mediante EC utilizando este buffer. Por otro lado, las sefales indican un
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comportamiento similar entre los valores evaluados a partir del pH de 7.0; no
obstante, los mejores resultados se obtuvieron al utilizar los valores de pH de 7 y
7.6 (Figura 14b y 14c).

a) -

dy ” "

Figura 14. Sefales electroforéticas de conidias de T. atroviridel-lkl;/ll—206040
utilizando HEPES como BGE a diferentes valores de pH. a) pH 6.4; b) 7.0; c)
pH 7.6;d) pH 8.2, y e) pH 8.8.

Con lo que respecta a los tiempos de migracion, se puede observar que a un pH
de 6.4, valor correspondiente al punto inferior del intervalo de la maxima
capacidad de amortiguamiento, no se presenta el comportamiento esperado, en el
que al aumentar el valor de pH el tiempo de migracidon disminuya, ademas de que
la sefial se puede considerar pequefia en relacion a las otras, lo cual puede indicar
que bajo el pH mencionado las conidias no se ionizaron homogéneamente, no se

agrupan y por lo tanto son detectadas de forma individual. Es probable que la
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sefal que se obtuvo con el valor mas bajo de pH, produzca una mayor ionizacion
de grupos funcionales de superficie que favorezcan la disminucion del tiempo de
migracion. Por otro lado, el resto de las sefales presentan tiempos de migracion

menores a medida que el pH aumenta (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del pH sobre la sefial de conidias de T. atroviride IMI-206040
utilizando HEPES como BGE.

8.1.4.- Valores de pH seleccionados para cada tipo de buffer.
Los valores de pH que arrojaron las mejores sefales muestran el agrupamiento de
las células fungicas en un pico electroforético estrecho, simétrico y definido de

cada uno de los buffers utilizados en el estudio (Figura 16).

Debido a que la separacion tiene lugar en el BGE, diferentes condiciones pueden
provocar variaciones en la movilidad electroforética. La interaccion entre el BGE y

los analitos pueden cambiar su carga efectiva y por lo tanto su velocidad de
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migracion. Ademas, la formacion de pares idnicos también puede ocurrir entre las

moléculas del buffer y los analitos afectando la separacion®.
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Figura 16. Sefnales electroforéticas de conidias de T. atroviride IMI-206040 de
cada tipo de buffer y sus respectivos valores de pH seleccionados.

Los electrolitos débiles usados como buffers en la naturaleza y en la tecnologia
cumplen el rol fundamental de evitar cambios abruptos de pH cuando un
acido/base fuerte es afadido a una solucién acuosa. Sin embargo, no solo
establecen el pH, sino que dirigen efectos de iones especificos cuando electrolitos
fuertes se anaden al sistema. A partir de datos experimentales realizados en
fracciones bioldgicas cargadas se desprende que diferentes buffers, al mismo pH
nominal, pueden adsorberse especificamente a la superficie cargada. La
adsorcion especifica del buffer modifica propiedades moleculares y
macroscopicas, entre las que se tienen la movilidad electroforética, y por lo tanto,
las cargas de superficie efectivas son particularmente significativas®.
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De hecho, hay efectos de amortiguacion especificos, incluso en ausencia de
cualquier reaccion quimica. Estos se deben al hecho de que, al igual que los
electrolitos fuertes, los electrolitos débiles interactuan con interfaces polares
cargadas y en particular con los de naturaleza biologica. Esas interacciones se
producen en sitios cargados, asi como partes no cargadas de biomacromoléculas
como resultado de una interaccion delicada entre fuerzas electrostaticas, de

dispersion, y de hidratacion®.

Las interacciones de tipo electrostatico y las fuerzas hidrofébicas que dependen
en ultimo término de las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie celular,
juegan un importante papel en los fendmenos de adhesién entre células y también
en sus interacciones con diversos substratos inertes. Existen moléculas como las
hidrofobinas que parecen desempeiiar una funcién importante en dicho proceso®,
y que ademas podrian interactuar de cierta forma con buffers a un mismo valor de
pH nominal, con base en la estructura quimica de los mismos. Es decir que es
probable que los grupos ionizables de la pared celular fungica como, por ejemplo,
los acidos carboxilicos, interactuen con los grupos hidroxilo, carbonilo y amina de
la Tricina, o con los grupos correspondientes al acido sulfonico o al anillo de
piperazina de HEPES, de manera diferencial, siendo un mecanismo que pudiese

influir en las propiedades electroforéticas de las células.

Asi pues, ademas de que la movilidad electroforética de las conidias se modifica
por la utilizacion de distintos valores de pH, también existe variabilidad en la
movilidad de las células al utilizar valores muy cercanos de pH pero con diferentes
sistemas buffer. Esto surge como consecuencia de procesos de adsorcion de las

moléculas del electrolito a los componentes de la pared celular fungica.

I.B.Q. Christian José Gallegos Nufiez 58



“Efecto de distintos tipos de buffer de corrimiento sobre la movilidad 2016

electroforética de conidias de Trichoderma spp” Materiales y Métodos

Aunado a lo anterior, el agrupamiento de las células, como se puede observar en
la figura 16, no obedece el mismo comportamiento a pesar de que el valor de pH
para los 3 sistemas buffer es similar, lo cual probablemente se debe a procesos de
adsorcidon que ocurren entre las moléculas del buffer y las de la pared celular, por
medio de interacciones fisicoquimicas que se encuentran determinadas por la
naturaleza del tipo de buffer y que resulta en picos con formas diferentes, producto
de procesos de agrupacion que involucran no solo a las entidades biologicas
protonadas o desprotonadas, sino también modificadas por la adsorcion del buffer

a los elementos de la pared celular de las conidias.

La seleccion de los valores de pH que produjeron los mejores picos
electroforéticos permitio la utilizacion de los mismos en pruebas que involucraron
diversos tipos de aditivos y recubrimientos del capilar, con la finalidad de mejorar

las senales obtenidas al utilizar unicamente buffer en el analisis electroforético.

8.2.- Efecto de un recubrimiento dinamico del capilar y la utilizacién de
surfactantes sobre la movilidad electroforética de conidias de Trichoderma
spp.

Una vez que se probaron los distintos buffers con valores de pH que cubrieran su
maxima capacidad de amortiguamiento, se selecciond para cada uno el valor que
produjera la sefial mas estrecha, simétrica y definida, para posteriormente, utilizar
estas condiciones y evaluar el efecto del uso de aditivos en la forma de las
sefales y en la pap de conidias de Trichoderma spp. Las pruebas se realizaron
buscando aprovechar las propiedades de distintos tipos de surfactantes y
recubrimientos del capilar (Tabla 11 y 12), con el objetivo de mejorar las sefales
ya obtenidas. Los aditivos se utilizaron de tres maneras distintas: 1) Llevando a
cabo un recubrimiento dinamico del capilar, 2) Agregando el aditivo directamente a
la muestra, o 3) Involucrando simultdneamente el recubrimiento dinamico y la

adicion del aditivo en la muestra. En el caso del recubrimiento, éste se realizd
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como un paso de enjuague con uno de los dos tipos diferentes de aditivos, o bien,

adicionandolos directamente al BGE.

Tabla 11. Aditivos utilizados en ensayos de recubrimiento de capilar®347.

Concentracion Método Funcién
de empleo
0.125% Paso de enjuague Agente de recubrimiento
dinamico que previene la
adsorcion de las células al
PEO (Oxido de capilar y provoca la
polietileno) 0.0125% Adicionado en el disminucién del EOF (la
buffer de migracion se lleva a cabo
corrimiento. como consecuencia de la
relacion masa/carga)
1% Paso de enjuague o L
Recubrimiento dinamico del
CTAB (Bromuro capilar que permite invertir
de hexadecil — el EOF y lograr una
trimetilamonio) 15mM Adicionado en el preconcentracién “on-line”
bUff?r .de de los microorganismos
corrimiento

Por otro lado, los surfactantes que se adicionaron directamente a la muestra

fueron el CTAB y el surfactante no iénico Triton X-100 (Tabla 12)3247:57,

Tritébn X-100

Concentraciéon Método Funcioén
de empleo
15 mM Adicionado en la Agrupacion de los
CTAB muestra microorganismos. Modificacién
de la doble capa eléctrica
(Bromuro de )

) alrededor de células
hexadecil " .
trimetilamonio) originalmente negativas,

modificando su movilidad
electroforética total.
1% Adicionado en la Disminucion de las

muestra

interacciones ionicas de las
células fungicas con la pared
interna del capilar.
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Cada uno de los aditivos utilizados tiene una funcion determinada y se incorpora al

sistema de una forma particular (Tablas 11y 12).

8.2.1.-Disefio experimental

Considerando que se queria evaluar el efecto de un recubrimiento dinamico y de
la adicion de surfactantes a la muestra, tanto de manera particular como en
conjunto, fue necesario llevar a cabo un diseno experimental; el cual no solo
consideré el efecto que tendria la utilizacién individual de cada uno de los aditivos,
sino que también tomaria en cuenta cémo influirian al utilizarlos de manera
simultanea, en la variable de respuesta. El disefio experimental involucré el valor
de pH adecuado para cada buffer seleccionado, el recubrimiento o no del capilar,
asi como la adicién o no de surfactantes a la muestra, para en conjunto determinar
las condiciones que produjeran las mejores sefiales electroforéticas, en términos

de lo estrecho, definido, simétrico y representativo de la seial.

Tabla 13. Factores y niveles experimentales seleccionados para evaluar su efecto en la sefales

electroforéticas de conidias de Trichoderma spp.

Tipo de Buffer

Recubrimiento del
Capilar Enjuague)

Aditivo en muestra

Aditivo en BGE

Tricina 7.8 CTAB CTAB CTAB
HEPES 7.0 NO NO NO
MOPS 7.5 PEO TRITON X-100 PEO

A).-Disefio factorial 3%.

En primera instancia, el determinar las condiciones apropiadas que permitieran
obtener las mejores sefales, significd el desarrollo de un disefio experimental
factorial 3*, debido a que se contaba con cuatro factores con tres niveles distintos;
requiriendo establecer la influencia de cada uno de ellos en la movilidad
electroforética de las conidias, y por consecuencia, en la sefal electroforética. Lo
anterior implicaba realizar el total de tratamientos resultantes de la combinacién de
los factores y niveles seleccionados, con la evidente desventaja de la utilizacion de
una mayor cantidad de reactivos, asi como de tiempo invertido.
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Tomando en cuenta que el total de los ensayos debe realizarse por triplicado, el
obtener las condiciones apropiadas mediante el disefio experimental 3* (Tabla 14),
para llevar a cabo el analisis por EC, significaba un total de 243 pruebas. Por lo
anterior, se propuso otro tipo de disefio, mismo que se explica en el siguiente

apartado.

Tabla 14. Diseno factorial para la determinacion de las mejores condiciones electroforéticas

de conidias de Trichoderma spp.

Tipo de Buffer Recubrimiento del Aditivo en Aditivo en el BGE
capilar. (Enjuague) | la muestra
e TRICINA 7.8 CTAB 1% CTAB 1% CTAB 1%
e HEPES7.0 NO
¢ MOPS PEO 0.0125%
NO CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
Triton x-100 | CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
SIN CTAB 1% CTAB 1%
RECUBRIMIENTO NO
PEO 0.0125%
NO CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
Triton x-100 | CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
PEO 0.0125% CTAB 1% CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
NO CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
Triton x-100 | CTAB 1%
NO
PEO 0.0125%
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B).-Disefio de Box-Behnken.

Se optd por la utilizacion de un disefio Box-Behnken, con la finalidad de estudiar el
efecto que cada uno de los factores seleccionados tendria sobre el pico
electroforético, asi como la repercusion que tendrian las interacciones entre los
mismos sobre la variable de respuesta (el pico electroforético). Lo anterior se
debidé a que este tipo de disefios se aplican comunmente cuando se tienen tres o
mas factores, siendo éste el caso del presente estudio, y a pesar de ser un disefio
relativamente robusto, tiene un numero menor de corridas en relacion al disefio
factorial (Tabla 15).

Numero de factores experimentales 4

Numero de variables de respuesta 1 (Pico Electroforético)
Numero de réplicas 3

Numero total de corridas 81

Aleatorio Si

Mediante el software STATGRAPHICS Centurion XV Version 15.1.02 se llevd a
cabo el disefio que arrojo las condiciones que debieron probarse (Tabla 16),
siendo éstas un total de 27 ensayos por triplicado, mismas que permitieron
encontrar los mejores tratamientos de analisis; los cuales se analizan mas
adelante. En la tabla 16 se aprecian el total de ensayos minimos necesarios para
encontrar la interaccion entre los factores que produciria los mejores sefales, y
también se resalta cuales fueron las condiciones que influyeron de mejor manera

en la variable de salida, es decir, el pico electroforético.
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Tabla 16. Diseno Box-Behnken para la determinacion de las mejores condiciones electroforéticas

de conidias de Trichoderma spp., y variable de salida para cada ensayo.

TIPO DE RECUBRIMIENTO ADITIVO ADITIVO BGE  Variable
BUFFER CAPILAR MUESTRA de Salida
MOPS 7.5 NO TRITON X-100 NO 70
HEPES 7.0 PEO CTAB NO 65
TRICINA 7.8 CTAB NO NO 70
TRICINA 7.8 NO NO PEO 65
HEPES 7.0 NO TRITON X-100 PEO 75
HEPES 7.0 CTAB NO CTAB 65
MOPS 7.5 NO NO CTAB 65
HEPES 7.0 NO CTAB PEO 70
MOPS 7.5 CTAB NO NO 70
TRICINA 7.8 NO NO CTAB 65
HEPES 7.0 PEO NO CTAB 20
HEPES 7.0 CTAB NO PEO 20
HEPES 7.0 NO TRITON X-100 CTAB 60
HEPES 7.0 CTAB CTAB NO 75
MOPS 7.5 NO CTAB NO 75

TRICINA 7.8 NO TRITON X-100 NO 75
HEPES 7.0 PEO NO PEO 65
HEPES 7.0 PEO TRITON X-100 NO 85

MOPS 7.5 NO NO PEO 65

Las condiciones sombreadas indican aquellas que arrojaron las mejores sefiales electroforéticas en ensayos
con Trichoderma atroviride IMI-206040.

Es importante mencionar que el valor que se le asigné a la variable de respuesta,
se definié en funcion de qué tan estrecho, simétrico, definido, y representativo

resultara el pico, y se establecié en una escala cualitativa del 0 al 100 que incluye
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todos los criterios. Por otro lado, no fue posible utilizar otras variables de salida
como por ejemplo, el tiempo de migracién o el area del pico obtenido, puesto que
estos factores no toman en cuenta el agrupamiento de las conidias en un solo pico

o la definicion que tenga la sefal.

A partir de las condiciones propuestas, y con base al valor que obtuvo el pico
electroforético producto de cada ensayo, se seleccionaron los 5 tratamientos con

el valor mas alto de la variable de salida, y que produjeron las mejores sefales.

Ademas de lo anterior, y debido a que es un disefio aleatorio, éste propuso
combinaciones de los factores experimentales que tedricamente involucrarian
efectos contrarios, y que por ende, no produjeron una sefial adecuada. Ejemplos
de esto ultimo, son los ensayos consistentes en un recubrimiento con PEO y la
adiciéon de CTAB al BGE, y viceversa. La intencién de realizar un enjuague con
PEO es suprimir el EOF, mientras que al recubrir con CTAB se busca invertirlo.
Entonces pues; debido a que el enjuague y la adicion al BGE de alguno de estos
agentes, tiene la intencidn de recubrir el capilar con efectos distintos, al realizar un
recubrimiento con ambos se provoca que la funcion de ninguno de ellos se lleve a

cabo adecuadamente y la sefal sea deficiente.

8.2.2.- Condiciones seleccionadas utilizando aditivos

Se seleccionaron las mejores condiciones utilizando conidias de Trichoderma
atroviride IMI-206040, producto de las pruebas con distintos valores de pH y del
diseno experimental (Tabla 17), mismas que produjeron las mejores senales

electroforéticas (Figura 17)
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Tabla 17. Condiciones electroforéticas seleccionadas para el analisis de conidias de T. atroviride

IMI-206040.
e HEPES 7.0, y polaridad normal.

e HEPES 7.0, PEO 0.125% como recubrimiento (paso de enjuague), y polaridad inversa

e HEPES 7.0, CTAB 15mM como recubrimiento (adicionado en el BGE), CTBA 15mM

adicionado en muestra, y polaridad inversa

e Tricina 7.8, CTAB15mM adicionado en muestra, y polaridad inversa.

e Tricina 7.8, CTAB 1% como recubrimiento (paso de enjuague), Tritén X-100 1%
adicionado en muestra, y polaridad inversa.
2
A
T
3 i .
..... o - e e

Figura 17. Senales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040 empleando las mejores condiciones obtenidas. a) HEPES 7.0,
polaridad normal. b) HEPES 7.0, PEO 0.125% como recubrimiento (paso de
enjuague), polaridad inversa. c) HEPES 7.0, CTAB 15mM como recubrimiento
(adicionado en el BGE), CTBA 15mM adicionado en muestra, polaridad inversa
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d) Tricina 7.8, CTAB15mM adicionado en muestra, polaridad inversa. e) Tricina
7.8, CTAB 1% como recubrimiento (paso de enjuague), Triton X-100 1%
adicionado en muestra, polaridad inversa.

A). Ensayo de recubrimiento dinamico con PEO 0.125% y polaridad

inversa.

El recubrimiento dinamico con PEO, mediante un paso de enjuague, HEPES 7.0

como BGE y en polaridad inversa, dio como resultado una sefal que agrupé las

conidias de la cepa de referencia (figura 18), con un pico mas definido que cuando

éste no fue utilizado.
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Figura 18. Sefal electroforética de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040. HEPES 7.0, PEO 0.125% como recubrimiento (paso de enjuague),

polaridad inversa.

Ademas de esta condicion, se corrobord este comportamiento utilizando algunos

otros valores de pH que anteriormente habian arrojado sefiales aceptables sin

ningun aditivo. La sefal obtenida mediante el disefio experimental continu6 siendo

la mejor, y a pesar de la utilizacion de otros buffers y valores de pH, las sefales

permanecieron bajo la misma tendencia. Los picos obtenidos con la utilizacion de

PEO fueron comparados con los que no incluian el recubrimiento en el sistema

(Figura 19). Bajo esta comparacion, es evidente que para todas las condiciones, el
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PEO hace que los picos se encuentren mas definidos, lo que indica que la
migracion de las conidias es mas uniforme, como consecuencia del movimiento

dependiente unicamente de la relacién masa/carga.

proe
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Figura 19. Efecto de la utilizacion de PEO sobre las sefiales de Trichoderma
atroviride IMI-206040 con distintos BGE. a) Sin recubrimiento del capilar ,
polaridad normal. b) Con recubrimiento del capilar con PEO 0.125%, polaridad
inversa.

El fundamento tedrico de la utilizacion del PEO consiste en una reduccion
considerable del EOF como consecuencia de la disminucién de la doble capa
eléctrica, que produce que los analitos migren practicamente como consecuencia
de la relacion masa/carga (movilidad electroforética), y asi las células se agrupen

en picos estrechos.

Es muy importante mencionar que el haber realizado los ensayos con PEO
permitié confirmar, que en efecto, las conidias presentan una carga neta negativa,
puesto que si se adiciona el polimero al sistema, como ya se mencioné, el EOF
disminuye y éstas solo migran de acuerdo a la movilidad electroforética. Es decir
que bajo esta premisa, si se trabaja en polaridad normal, en la que los analitos se
desplazan desde el polo positivo al negativo, solo migraran aquellos con carga
positiva; y si por otro lado, se utiliza polaridad inversa, en la que las especies

migran desde el polo negativo hacia el positivo, solo seran detectadas aquellas
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que presenten carga neta negativa. Las pruebas que se realizaron utilizando PEO
en polaridad normal no arrojaron sefal alguna, indicando que la carga de las
conidias no les permitid ser detectadas bajo estas condiciones, sin embargo al
utilizar polaridad inversa se obtuvieron sefiales mas definidas y estrechas que al

utilizar solo buffer (Figura 20).

Nulo o disminuido @

@ Grupossilanol cargados @ OXIDO DE POLIETIENO (PEO)

negativamente

O Cationes provenientes de la Conidias de Trichoderma spp
solucion circundante con carga neta negativa

Figura 20. Esquema tedrico de la movilidad electroforética total u observada de
una conidia, en polaridad inversa y con PEO como enjuague.

B).- Efecto de la adicion de CTAB tanto al BGE como a la muestra en

polaridad inversa.
El recubrimiento dinamico del capilar mediante la utilizacion de CTBA 15 mM con
HEPES 7.0 como BGE, CTAB 15 mM en la muestra y polaridad inversa, provocé
la inversion del EOF. Al utilizar el surfactante cationico CTAB, los grupos silanol de
la pared del capilar son recubiertos, o que genera una superficie cargada
positivamente y la formacion de la doble capa eléctrica a partir de los aniones de
la solucion circundante, y no de los cationes, como es normal cuando no se
adicionan surfactantes al sistema. Esto provoca que el EOF se lleve a cabo desde

el polo negativo al positivo utilizando polaridad inversa (figura 21). Ademas de lo
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anterior, el efecto de adicionar CTAB a la muestra en una concentraciéon por
encima de su concentracién micelar critica, provoca la formacion de micelas, que
mediante la interaccion diferencial de éstas con las conidias modifica la carga neta
de las células fungicas y su agrupacion en agregados conidia-surfactante. El
resultado neto de la condicion descrita es la inversion del EOF y la formacion de
micelas que agrupan las conidias con base en su afinidad con las mismas (figura
21).

e Grupos silanol cargados O Aniones provenientesde la
negativamente solucién circundante
? Molécula de CTAB . Conidias de Trichodermaspp
con carga neta negativa

Figura 21. Esquema tedrico de la movilidad electroforética total u observada de
conidas, en polaridad inversa, y con CTAB 15mM como recubrimiento y
adicionado a la muestra.

Las conidias se distribuyen entre la fase micelar y la fase acuosa del buffer de
corrimiento en diferente extension. Mientras la interaccion de las células con la
micela sea mayor, mayor sera su tiempo de migracion, puesto que la micela migra
solo como consecuencia del EOF; en cambio, cuando no estan en contacto con la
micela, son transportadas por el EOF y la relacién masa/carga. Es decir, una

micelia individual migra debido al EOF, una conidia como consecuencia del EOF y
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de la movilidad electroforética, y los agregados de surfactantes con conidias en

funcién de la carga prioritaria.

Esta condicién propicié una sefial que agrupo las conidias casi en su totalidad,
estrecha, definida y simétrica. Sin embargo, la linea base presento ruido, lo que
podria explicarse por una distribucion no uniforme de las conidias entre la fase
micelar y la acuosa, que resultd en que algunas de ellas se agruparan y migraran
con las micelas, y otras individualmente como consecuencia del EOF y la relaciéon

masal/carga (figura 22)
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Figura 22. Sefal electroforética de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040. HEPES 7.0, CTAB 15mM como recubrimiento (adicionado en el BGE),
CTAB 15mM adicionado en muestra, y polaridad inversa.

C).- Efecto de utilizar CTAB 15 mM en la muestra, Tricina 7.8, y

polaridad inversa.
La adicién de CTBA 15 mM unicamente a la muestra, no favorece la formacion de
un recubrimiento dinamico del capilar, pero si permite la formacion de las micelas
en las que se distribuyen diferencialmente las conidias, y por tanto la agrupacion
de las mismas. Asi pues, esta condicion no modifica el EOF pero la formacién de
agregados conidia-surfactante si provee de una carga diferente al conjunto de
células y permite su agrupacion. El resultado es una sefial propia de las conidias,
aguda, definida y simétrica (figura 23)
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Figura 23. Sefial electroforética de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040. Tricina 7.8, CTAB 15mM adicionado en muestra, y polaridad inversa.

Al no realizar un recubrimiento con el CTAB el EOF sigue siendo consecuencia del
movimiento de los cationes de la capa movil al aplicar el campo eléctrico, pero la
carga superficial de las conidias si es modificada por interaccion con las moléculas
de CTAB en la que la doble capa eléctrica de las mismas es modificada. Debido a
que se usa polaridad inversa y no existe inversion del EOF, este impulsara los
analitos en sentido contrario al detector, y solo seran detectadas las conidias que
no formen parte de agregados con surfactante, o aquellos que a pesar de
interactuar con las micelas, mantengan una carga negativa que los impulse hacia

el polo negativo (Figura 24).
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e Grupos silanol cargados O Aniones provenientesde la
negativamente solucioén circundante

Gf Molécula de CTAB Conidias de Trichoderma spp
Cationes provenientesde la con carga neta negativa

O solucién circundante

Figura 24. Esquema tedrico de la movilidad electroforética total u observada de
conidias, en polaridad inversa, y con CTAB 15mM adicionado a la muestra.

D).- Efecto del uso de CTAB 1% como recubrimiento, Triton X-100 1%

en muestra, y polaridad inversa.
Las sefales producidas por el uso de Tricina 7.8, enjuague con CTAB y Tritébn X-
100 adicionado al 1% a la muestra resultaron muy estrechas, definidas y
simétricas (figura 25); con tiempos de migracion por debajo del resto de las
condiciones. Lo cual puede ser entendido a partir del efecto que produce cada uno
de estos agentes al ser incluidos en el sistema. Por un lado, el CTAB invierte el
EOF provocando que el flujo neto de aniones arrastre junto consigo al resto de
analitos, y por otro, el hecho de que el Tritdon x-100 disminuye la adsorcién de las
células fangicas con la pared del capilar. Como resultado se observa que las
conidias migran hacia el polo negativo como consecuencia tanto del EOF como de
la relacidon masa carga y los fendbmenos de adsorcion disminuyen, produciendo

sefiales representativas y estrechas (Figura 26).
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Figura 25. Sefal electroforética de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040. Tricina pH 7.8, CTAB 1 % como recubrimiento, Tritobn X-100 al 1%
adicionado a la muestra; polaridad inversa.
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6 Molécula de Tritén X-100

Figura 26. Esquema tedrico de la movilidad electroforética total u observada de
conidias en polaridad inversa, CTAB 15 mM como recubrimiento y Triton X-
100 al 1% adicionado a la muestra.
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8.2.3.- Andlisis del disefio experimental mediante la metodologia de
superficie de respuesta

Las gréaficas de la figura 27 muestran la interaccion entre el recubrimiento del
capilar y el aditivo en la muestra. A medida que las zonas se vuelven mas calidas,
la interaccion resulta mas favorable sobre el pico electroforético, y por otro lado,
mientras la region se torna mas fria, la interaccion de los factores en ese punto o

nivel es negativa para la variable de salida.

PICO ELECTROFORETICO

Estimated Response Surface
TIPO DE BUFFER=0'0 ADITIVO BGE=00 ™ 708

=~ T X-100

PICO ELECTROFORETICO
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SIN ” ADITIVO EN MUESTRA
RECUBRIMIENTO DEL CAPILAR PEQ  CTAB

Contours of Estimated Response Surface
TIPO DE BUFFER=0.0,ADITIVO BGE=0.0 PICO ELECTROFORETICO
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T X-100

SIN

ADITIVO EN MUESTRA
T
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RECUBRIMIENTO DEL CAPILAR PEO

Figura 27. Graficas de superficie de respuesta y de contornos para el pico
electroforético en funcion del recubrimiento capilar y el aditivo en la muestra.
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En las gréaficas de la figura 27 también se puede observar que los mejores niveles
de operacién, para estos factores en conjunto, se constituyen en la ausencia de
recubrimiento dinamico y con presencia de alguno de los aditivos en la muestra.
Por otro lado, la zona mas fria esta conformada por aquella en las que se utiliza
CTAB unicamente como recubrimiento pero sin ningun tipo de aditivo en la
muestra. Finalmente, la zona con CTAB como enjuague y en la muestra permitira
la obtencion de buenas sefiales y aquellas condiciones en las que no se utiliza
ningun tipo de aditivos aparecen en un tono amarillo indicando sefales aceptables
pero susceptibles de ser mejoradas. En conclusion, este tipo de diagramas
ejemplifica de manera grafica como interactuan ciertos factores, ya sea de manera

positiva o negativa, sobre el pico electroforético.

Por otro lado, en la figura 28 se tienen las graficas que relacionan la influencia del
tipo de buffer y del recubrimiento de capilar en la variable de respuesta. Si se
toman en cuenta unicamente estos dos factores, la mejor condicion es aquella en
la que se utiliza Tricina 7.8 y ningun tipo de recubrimiento, considerando que no
aparecen zonas calidas cuando se utiliza unicamente recubrimiento sin aditivo en
muestra independientemente del buffer seleccionado. Sin embargo, bajo estos
parametros, es posible obtener sefiales aceptables con Tricina 7.8 y HEPES 7.0, y
PEO como enjuague. El tipo de buffer con la peor repercusién en la sefal parece
ser MOPS 7.5. Es importante recalcar que para la construcciéon de estos
diagramas el resto de los factores incluidos en el disefio experimental no es
involucrado. El hecho de que no existan zonas calidas indica que la utilizacién y
variacion de estos factores no es suficiente para generar senales cercanas al valor

deseado.
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Figura 28. Graficas de superficie de respuesta y de contornos para el pico
electroforético en funcion del recubrimiento capilar y el tipo de buffer.

8.2.4.- Ensayos con cepas silvestres

Una vez que se determinaron las mejores condiciones de analisis para la cepa de
referencia, se procedi® a probar las mismas con 4 cepas silvestres de
Trichoderma, para asi determinar el efecto que tendria su utilizacion en la
movilidad electroforética de cada una y si permitirian agrupas a las células en un
solo pico representativo de cada especie. Cada una de las condiciones de analisis
seleccionada se utilizé para llevar a cabo el analisis en el total de cepas.
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A).-Ensayos sin recubrimiento ni aditivo en muestra y polaridad
normal.
Con lo que respecta a la utilizacion de HEPES 7.0 en polaridad normal, se logré
agrupar todas las cepas en un solo pico para cada cepa. Los picos son simétricos
y agrupan a las células de cada especie. Los tiempos de migracién aparecen
sutilmente diferentes entre si, situandose en un intervalo que comprende desde

aproximadamente desde los siete a los diez minutos.

ux

100

CMU 221, T. tomentosum

% L CMU 218. H. rufa/T. viride ,_, ,,

CMU 8, H. atroviriridis/T. atroviride

CMU 1, Hypocrea lixii/T. harzianum

20 Y o LR PP i VN

Trichoderma atroviride IMI-206040

Minses

Figura 29. Senales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040 y de cuatro cepas silvestres de Trichoderma spp. HEPES pH 7.0;
polaridad normal.

Como se puede observar en la figura 29, la sefales correspondiente tanto a la
cepa de referencia, como a T. tomentosum y T. viride, se muestran bien definidas
y simétricas, mientras que la sefal de T, harzianum aparece ancha y por lo tanto
su altura es menor, como consecuencia de la distribucion amplia de la células que
migran en total durante un tiempo mayor. En el caso de T. atroviride, las conidias
no se agruparon por completo y se puede apreciar un proceso de ionizacion
diferencial que culminé en la formacion de un pico principal y tres mas

secundarios.
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El hecho de que los tiempos de migracion sean parecidos, indica que bajo esta
condicion, y debido a que los grupos superficiales que se encuentran en la pared
celular de estas especies son similares, los procesos que dan carga a las células
se lleven a cabo de manera parecida, produciendo que las movilidades
electroforéticas entre especies, y por lo tanto, el tiempo de migracion, no sean tan

diferentes entre si.

Asi pues, el uso del buffer HEPES 7.0 a un valor de pH de 7.0 agrupa
individualmente a todas las cepas en polaridad normal, en tiempos de migracion
diferenciales, aunque cercanos, debido a la similitud de la composicién de su
pared celular, como es de esperarse puesto que pertenecen al mismo género.
Cada uno de los picos representa una especie en particular y la mayoria de ellos
se encuentran bien definidos y estrechos. Sin embargo, es importante sefialar que
el agrupamiento de las conidias en ninguno de los casos fue completamente
homogéneo y al observar las sefales individualmente se observa algo de ruido en

las lineas base.

B).-Ensayos con recubrimiento dindmico del capilar y/o aditivo en
muestra.
En general, los experimentos que involucraron las condiciones que consistieron en
un recubrimiento dinamico, tanto con o6xido de polietileno como con CTAB,
permitieron agrupar las cinco cepas seleccionadas en picos individuales,

estrechos y propios de cada una de las especies.

Con lo que respecta a las sefnales propias de la utilizacion de PEO (Figura 30),
cada una de las cepas se agrupo por completo en un pico individual, simétrico y
estrecho, en los que los tiempos de migracion oscilaron aproximadamente entre
3.5y 4 min. La cercania de estos valores indica la similitud de la composicion de la
pared celular entre las cepas escogidas, y debido a que bajo la condicién probada
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las células migran solo debido a la carga que poseen; y esta es adquirida
mediante la ionizacion de grupos superficie, la carga neta sera similar y por tanto
su movilidad electroforética y tiempos de migracién también. Lo anterior constituye
un problema al intentar separar distintas especies de un mismo género, puesto
que si la ionizacion de los grupos de superficie no provoca que cada una de las
poblaciones correspondientes a una especie en particular presente un valor de
carga determinado, entonces las diferentes células de diferentes especies
pudiesen terminar agrupandose en un solo pico y la separacion no se llevaria a

cabo.
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Figura 30. Sefales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-

206040 y de cuatro cepas silvestres de spp. HEPES pH 7.0; polaridad inversa,

y PEO 0.125% como recubrimiento del capilar.
Por otro lado, la condicién que involucré utilizar CTAB tanto en BGE como en la
muestra, arrojé sefiales particulares para cada una de las cepas tratadas. Los
electroferogramas de la condicion mencionada muestran un pico bien definido,
estrecho y simétrico para todas las especies correspondiente a un tiempo de
migracion muy cercano entre si, en un valor de entre 3.2 y 3.4 min (Figura 31).
Dicho pico pudiese corresponder a las conidias que interactuan con las micelas de

CTAB y migran en conjunto con las mismas como consecuencia del EOF. Ademas
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de este pico, en los ensayos con todas las cepas se observan otros picos con
tiempos de migracién aproximadamente entre 4.5 y 6 minutos, los cuales
probablemente corresponden a la migracidn de conidias que no interactuaron con
las micelas, y que por lo tanto no se agruparon en el primer pico. Estas células
migran en sentido opuesto al EOF, lo que puede explicar que la sefial de las
conidias que no se agruparon aparezca posteriormente a la sefal de los
agregados surfactante-conidias, y que estas sefales no agrupen al total de las

células en un solo pico.
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Figura 31. Senales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040 y de cuatro cepas silvestres de Trichoderma spp. HEPES pH7.0, CTAB
15mM en BGE y en muestra, y polaridad inversa.

En el caso del ensayo con la cepa de referencia, se puede observar el
comportamiento descrito, con dos picos bien definidos en los que el primero podria
pertenecer a las micelas y el segundo a la poblacion de conidias que migré debido
a su carga. De igual manera, un comportamiento similar se puede observar para la
cepa 8 y la 218, con la diferencia de que las células no asociadas a micelas formé

un pico principal y otro secundario. Finalmente en el caso de la cepa 1y la 221,
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las sefales parecen mostrar que casi todas las conidias se agruparon en el primer

pico (Figura 31).

En conclusion, probablemente esta condicion produjo principalmente un pico
formando los agregados de micela con conidias, y un segundo producto de las
células individuales; el primero impulsado por el EOF y el segundo por la carga.
Debido a que las cepas de las diferentes especies interactian de manera similar
con el CTAB es que los picos de los agregados pudiesen tener tiempos de
migracion practicamente iguales en los que se agrupan el total de las células, lo
que podria representar dificultades para poder realizar separaciones entre
especies, pero ser de utilidad en estudios de presencia o ausencia de células

fungicas.

En la figura 32, se muestran los electroferogramas en los que se utilizd
unicamente CTAB en la muestra y ningun tipo de recubrimiento del capilar. Las
conidias de cada especie se agruparon en un solo pico estrecho y simétrico, en los
que destaco por su forma el que corresponde a la cepa de referencia. Los tiempos
de migracion variaron entre 1 y 4.5 minutos. A pesar de que la sefal de la cepa 8
agrupo a las células, el pico no fue del todo estrecho pero su tiempo de migracién

es parecido al de la cepa de referencia.
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Figura 32. Sefiales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-

206040 y de cuatro cepas silvestres de Trichoderma spp. Tricina pH 7.8, CTAB

15m M en muestra; polaridad inversa.
Finalmente, el recubrimiento del capilar y la adicion de Tritdn X-100 1% a la
muestra también agrupd a las diferentes especies en un pico representativo de
cada especie (figura 33), con tiempos de migracion desde aproximadamente 2 a
4.2 minutos en los que el tamafo de la sefal estuvo en funcién del grado de
agrupamiento de las células, es decir que si el agrupamiento de las mismas fuese
mayor, la migracion de las conidias se llevaria a cabo en un lapso de tiempo
menor, y por lo tanto, el pico se torna mas estrecho. Por ejemplo, en el caso de la
cepa 8 se puede observar una sefial pequefia y amplia, como consecuencia de un
agrupamiento deficiente y una migraciéon en un lapso de tiempo mayor, a
diferencia de la cepa 1, en la que se observa un pico estrecho, agrupado y en el

que la totalidad de las conidias migraron en un lapso de tiempo corto.
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Figura 33. Senales electroforéticas de conidias de Trichoderma atroviride IMI-
206040 y de cuatro cepas silvestres de Trichoderma spp. Tricina pH 7.8, CTAB
1% como recubrimiento, Triton X-100 al 1% adicionado a la muestra; polaridad
inversa.

8.2.5.- Ensayos con la cepa de referenciay las cepas silvestres en conjunto.

Una vez que se corrobord el agrupamiento de las diferentes especies con las
condiciones propuestas, el siguiente paso consistié en realizar ensayos con una
mezcla de las 5 cepas con la finalidad de evaluar la capacidad de separacion de
especies de un mismo género, en este caso Trichoderma spp, con las 5

condiciones que habian presentado las mejores sefales.

Utilizando HEPES 7.0 en polaridad normal (figura 34a), para una mezcla de
conidias de las 5 cepas, se puede observar en primer instancia que los picos son
de una altura menor debido a que la concentracion de cada una de las cepas
también lo es, ya que se utilizé una relacién 1:5 de cada especie para realizar la
mezcla y por lo tanto, la concentracion neta al igual que los picos de las sefal

disminuyen en relacion a los ensayos individuales (figura 34 b).
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Figura 34. Comparacion de la sefial electroforética de 5 cepas de Trichoderma
spp., en mezcla, y de las sefales electroforéticas individuales de conidias de
Trichoderma atroviride IMI-206040 y cuatro cepas silvestres. HEPES pH 7.0;

polaridad normal.

Aunado a lo anterior, en la sefial correspondiente a la mezcla aparece un pico con

el mismo tiempo de migracion y forma que el que se obtiene en el ensayo

individual para la cepa CMU 1, correspondiente a T. harzianum, sugiriendo que
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esta sefal podria pertenecer mayoritariamente a dicha cepa. En la sefial de la
mezcla, y a pesar de que no se aprecian los picos correspondientes a las 5
especies de una manera resuelta y definida, se observan dos picos principales
que agrupan dos poblaciones de células con una ionizacién uniforme en tiempos
de migracién aproximados de 7.05 y de 7.5 minutos, siendo estos valores
cercanos a los tiempos de migracion de los ensayos individuales, para la cepa de
referencia y la CMU 221, y para la cepas identificadas como CMU 8 Y CMU 221,

respectivamente.

Debido a que se observan una gran cantidad de picos secundarios, y solo existen
dos picos principales en el electroferograma de la mezcla, ademas del que
posiblemente corresponda a T. harzianum, es que se plantea que la agrupacion de
las cepas no se llevo a cabo en picos individuales para cada una de ellas, y por el
contrario, y debido a la similitud de la pared celular entre especies, la ionizacion de
las conidias y la migracion de acuerdo a la carga no fue suficiente para separarlas
unicamente utilizando el buffer. Lo anterior indica que posiblemente se agruparon
conidias de diferentes especies en los dos picos ya mencionados, algunas otras
migraron diferencialmente siendo detectadas en picos alternos y finalmente, la
mayoria de T. harzianum se agrupo en el pico identificado como numero 1 en la

figura 34.

Los tiempos de migracion cercanos de los ensayos individuales, producto de
composiciones de la pared parecidas que produce ionizaciones similares, resultan
en separaciones complicadas de realizar utilizando unicamente buffer de
corrimiento y aprovechando el pH del mismo. Sin embargo, a partir de condiciones
como la presentada en la que se modifica el buffer y se realiza un proceso de
optimizacion mediante la utilizacion de ciertos aditivos, es que se ha llevado a
cabo separaciones de diferentes especies de hongos filamentosos, aunque con

tiempos de migracion con un intervalo de 8 a 13 minutos, y no de 7 a 9 minutos
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como en el caso del presente estudio. Ejemplo de esto, es el estudio de Horka et
al, realizado en el 2009 en la que se separaron 5 cepas de hongos filamentos
(figura 35), en el que la separacién fue llevada a cabo en un equipo construido por

el grupo de trabajo y el tipo de detector fue de fluorescencia’.

400

4
t [min.
I [mV]
40 G
A flavus
A, fumigatus |/ P~ cHysogenum
20 £ solapis \ / A. niger

20 -

Figura 35. Proceso de optimizacién de CZE de conidias de 5 cepas de hongos
filamentosos dinamicamente modificadas por PB-PEG. F) BGE: Tris-taurina 2
mM (pH=8.4), EtOH 3%, 0.07mM PB-PEG. Composiciéon de la muestra:
Suspension de conidias en PB-PEG 0.5 mM, PSS 15mM, y EtOH 20%. G) Ver
F) BGE: PEG 1000 0.3%. Composicion de la muestra: Suspensiéon de conidias
en PB-PEG 0.5 mM, PSS 15mM, y EtOH 20%. (Tomado de la referencia 1)
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En el estudio individual de las 5 cepas de Trichoderma spp, los picos que se
obtuvieron utilizando unicamente buffer permitieron agrupar las conidias en un
pico representativo principal, generalmente estrecho. y simétrico. Sin embargo, al
someter una mezcla de las cepas, no se obtuvo de manera independiente cada
una de las sefales pertenecientes a las mismas, lo que sugiere la posible
optimizacion de la sefial de la mezcla, mediante la utilizacion de diversos aditivos,
con la finalidad de lograr la resolucion de cada uno de los picos de acuerdo a su

especie.

A).-Ensayos con recubrimiento dindmico del capilar y/o aditivo en
muestra.
Con lo que respecta a los ensayos con recubrimiento y/o aditivo en la muestra, no
fue posible la separacion de las cepas en mezcla con ninguna de las condiciones
seleccionadas, y aparentemente las sefiales obtenidas agruparon a todas las
células en un solo pico con un comportamiento similar al que se obtuvo al realizar

ensayos individuales (figura 36).

En el caso de la figura 36.b), se puede observar que el pico es diferente en
comparacion con los que se obtuvieron en los ensayos para cada cepa por
separado. Los electroferogramas muestran una sefial considerablemente amplia
en las que las conidias pudiesen haber migrado en un intervalo de tiempo mayor
al de las pruebas individuales, pero cuya sefal no estad exenta de un proceso de

optimizacion.
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Figura 36. Sefales electroforéticas de 5 cepas de Trichoderma spp mezcla.
a)HEPES 7.0, PEO 0.125% como recubrimiento y polaridad inversa, b)HEPES
7.0, CTAB 15 mM en BGE y en muestra, y polaridad inversa, c¢)Tricina 7.8,
CTAB en muestra y polaridad inversa, y d)Tricina 7.8, CTAB 1% como
enjuague y Tritén X-100 en muestra, y polaridad inversa.

8.1.- Observacién microscopicay sensibilidad del analisis.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron mediante un conteo de las células
contenidas en las diferentes muestras utilizadas. Esto se llevd a cabo tomando
100uL de la suspension inicial de conidias (1:3), la cual es la que se inyecta en el
equipo, y depositandolos en 900uL del BGE, para posteriormente tomar 100uL de
la dilucion 1:10 y colocarlos en 900uL del respectivo buffer, y asi obtener la

dilucién que permitié realizar el conteo, siendo esta una dilucion 1:100 (Tabla 18).

En dicha tabla se observa las distintas condiciones seleccionadas, la
concentracion de cada una de las muestras, misma que se obtuvo realizando el
conteo de una dilucién 1:100, el volumen tedrico calculado y la cantidad total de

células por inyeccién en cada ensayo.
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Como se puede observar el volumen permanece constante para todas las
condiciones probadas, debido a que se utilizé el valor de la viscosidad ya
establecido para soluciones BGE acuosas a 25 °C y la viscosidad de la muestra es
despreciable por ocupar una porcidn muy pequefia del total de la longitud del

capilar.

Tabla 18. Muestras de conidias de Trichoderma spp., diluidas 1:100 bajo diferentes condiciones y
cantidad de células por inyeccion.

HEPES 7.0 HEPES 7.0 con CTAB | Tricina 7.8 con CTAB | Tricina 7.8 con Tritén
X-100

= ) 4 @ 52 ° 0
o o o -
Concentracién de células en la muestra
135.7x10%cel/uL | 135.0x10%cel/uyL | 129.8x10%3cel/uyL | 126.2 x103 cel/uL
Volumen de muestra teérico inyectado en cada corrimiento electroforético
V=0.095uL
Numero de células teérico inyectadas en cada corrimiento
12.89X103células | 12.82X103células | 12.33X103células | 12.98X103células

El volumen de inyeccién con el que se trabajoé en el presente estudio fue de 95 nL,
inyectando en promedio 12.8X102 conidias/ uL, mientras que Horka et al, utilizaron
un volumen de 40 nL, con una inyeccién de 10° conidias/ uL, de las cuales fueron

detectadas aproximadamente 9000, cuando se utilizé deteccion por UV'. Es decir,
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que se trabajé con un volumen mayor pero con una concentracion menor de
células, y el porcentaje de conidias detectadas en relacion a las inyectadas fue de
un valor considerablemente mayor que en el trabajo de Horka et al, que fue de 9%

en contraste con el valor minimo de 35% en el presente estudio.

Sin embargo, mediante el empleo de la deteccion fluorométrica y la modificacion
dinamica de las conidias con un tensioactivo no-ionogénico, el grupo de Horka,
detectd valores cercanos a las 10 células, al inyectar volumenes entre 10 a 90 nL,
con concentraciones de entre 10% y 10° conidias/mL de cada una de las especies

en una mezcla.

El conteo de las células permiti6 determinar el niumero de células que fueron
detectadas en cada corrimiento (tabla 19), y puesto que se encontraban en el vial
de salida, comprobar que las sefiales obtenidas fueron consecuencia de la
migracion y deteccion de las mismas, asi como de su interaccion con el buffer y

los aditivos utilizados.

En la tabla 19 se puede apreciar que dependiendo de la condicidn utilizada, las
conidias detectadas estuvieron en un intervalo entre 9.52 X 103y 4.55 X103, lo
cual se explica por el hecho de que cada condicién modifica el comportamiento
que tendran las células durante el analisis y existen factores como la adsorcién al
capilar que modificara el total de células recuperadas al final de los corrimientos.
Es importante mencionar que en todas las condiciones seleccionadas existio la

presencia de células en el vial de salida.
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Tabla 19. Numero de células post corrimiento para cada una de las condiciones seleccionadas

HEPES 7.0 HEPES 7.0 HEPES 7.0 con Tricina 7.8 con Tricina 7.8 con
con PEO CTAB en BGEy | CTAB en muestra CTAB como
como muestra enjuague yTriton
enjuague X-100 en muestra
Concentracion de células recuperadas en vial post corrimiento después de 5 ensayos
136 cel/uL | 66 celluL 82 cel/uL | 122 cel/uL 65 cel/uL
Volumen de buffer conteniendo las células recuperadas post corrimiento
V=350 pL

NUmero de células detectadas por corrimiento

9.52X103 células 4.62X103 5.74X103 células 8.54X103 células 4.55X103 células

células
Porcentaje de nimero de células detectadas en relacién al nimero de células inyectadas
75.8 | 35.8 | 44.8 69.3 | 35

Figura 37. Conidias de Trichoderma spp., reéupradas en el vial dé’
salida post corrimiento. Las conidias fueron marcadas con circulos rojos
para mejorar su visualizacion, a) Trichoderma spp, HEPES 7.0, CTAB
15 Mm en BGE y muestra, y b) Mezcla de conidias, HEPES 7.0, PEO
Como enjuague.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

¢ Los valores de pH que arrojaron las mejores sefiales para cada uno de los
buffers correspondientes, muestran el agrupamiento de las células fungicas
en un pico electroforético estrecho, simétrico y definido; siendo estos:
Tricina 7.8, MOPS 7.5 y HEPES 7.0.

« El disefio experimental permitié establecer los ensayos necesarios para
determinar la influencia de distintos recubrimientos del capilar, aditivos en
muestra y en BGE, asi como su interaccion, sobre el pico electroforético.
Su implementacion redujo los ensayos necesarios para obtener las mejores

condiciones de 243 a 81.

% Las mejores condiciones fueron las siguientes:
e HEPES 7.0, polaridad normal.
e HEPES 7.0, PEO 0.125% como recubrimiento.
e HEPES 7.0, CTAB 15mM en buffer y en muestra.
e Tricina 7.8, CTAB 15 mM en muestra.
e Tricina 7.8, CTAB 1% como recubrimiento y Triton x-100 1% en

muestra.

s El volumen de inyeccién fue de 95 nL, inyectando en promedio una
concentracion de 12.8X10° conidias/uL. Dependiendo de la condicion
utilizada, las conidias detectadas por corrimiento estuvieron en un intervalo
entre 9.52 X 103y 4.55 X103.
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10. CONCLUSIONES

El uso de buffers zwitteridnicos (fisiolégicos) agrup6 las conidias, y a
determinado valor de pH (Tricina 7.8, MOPS 7.5 y HEPES 7.0) se
obtuvieron sefales estrechas, definidas y simétricas. Su utilizacion es una

muy buena alternativa para realizar ensayos por EC de células fungicas.

Utilizando solo buffer, las cepas seleccionadas se agruparon en picos
representativos en ensayos individuales, mientras que el electroferograma
de la mezcla muestra la posibilidad de un proceso de optimizacién que

resulté en la separacion de las mismas.

El disefio experimental permitié encontrar las mejores condiciones de
recubrimiento del capilar y aditivos en muestra y BGE, con un minimo de

ensayos, mejorando las sefales obtenidas unicamente con buffer.

El recubrimiento del capilar tanto con PEO como con CTAB, produce
sefales mas estrechas y definidas, agrupando las cepas en ensayos

individuales, pero dificultando la separaciéon de las cepas en mezcla.

Los ensayos con CTAB y Triton X-100 adicionados en la muestra,
resultaron en sefales estrechas y definidas con picos propios de cada
especie en ensayos individuales, pero no favorecieron la separacion de las

cepas en mezcla.

La cantidad de células inyectadas es congruente con lo reportado en la
literatura y la sensibilidad del analisis muestra una vez mas el potencial de

la EC para el estudio de células fungicas.
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11. PERSPECTIVAS

Pruebas con distintas concentraciones de los buffers fisiolégicos

seleccionados.

Modificacion de la concentracion de PEO y surfactantes, tanto para el

recubrimiento del capilar como para aquellos adicionados en la muestra.

Determinar el efecto de iones divalentes en la movilidad electroforética de

conidias con los buffers propuestos.

Pruebas con un modificador dinamico de conidias, el surfactante no iénico
PB-PEG.

Pruebas con buffers complejos tales como TBE (Tris-acido boérico —EDTA)

en el analisis de células fungicas.

Ensayos de las mejores condiciones con distintos tipos de células fungicas

en mezcla.

Optimizacion de las senales producidas por mezclas de especies de un

mismo género a partir de unicamente el uso de buffer.

Observacion microscopica del comportamiento electroforético de las células
fungicas al utilizar diferentes tipos de aditivos, y en particular con las

condiciones seleccionadas.
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