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RESUMEN 
 

Los hongos filamentosos o miceliares representan para el hombre una 

entidad biológica de gran impacto. Estos organismos figuran como importantes 

causales de enfermedades en el hombre, los animales y las plantas, a la vez que 

constituyen una fuente de compuestos de importancia farmacológica. El estudio de 

los hongos en general, se ha abordado principalmente a través de técnicas 

microscopia, cultivo, inmunoensayos y técnicas moleculares; sin embargo, 

ninguna de estas técnicas ha satisfecho todos los aspectos de la necesidad del 

conocimiento e identificación de estos organismos. Por lo que continua la 

búsqueda de técnicas alternativas que puedan aportar avances en el estudio de 

los hongos miceliares. La electroforesis capilar está sirviendo como una 

herramienta alternativa en el análisis de microorganismos, pero en general son 

pocos los estudios electroforéticos que se refieren a los hongos. La gran mayoría 

de los estudios electroforéticos se han enfocado al primordialmente a hongos 

levaduriformes y conidias. Por lo que éste trabajo contribuye al estudio de hongos 

filamentosos por electroforesis capilar. Como modelos de estudio se utilizaron a 

los hongos Tricoderma atroviride y Neurospora crassa ambos tienen en común 

que son hongos filamentosos de crecimiento rápido y no patógenos. Además, 

Tricoderma atroviride representa un importante agente de biocontrol contra 

fitopatógenos y Neurospora es el hongo filamentoso modelo para el estudio de los 

más diversos problemas biológicos. Para analizar el comportamiento 

electroforético de células miceliares se utilizaron fragmentos de hifas y germínulas 

de ambos hongos. En principio se buscaron las condiciones adecuadas de cultivo 

y fragmentación para obtener muestras de fragmentos de hifas relativamente 

homogéneas. Por medio de un molino de aspas y cultivos sumergidos estáticos se 

obtuvieron muestras de fragmentos de hifas menores a 50µm. En el análisis 

electroforético, los buffers de fosfatos de concentración 10 a 80mM y pH 7 

permitieron una mejor observación de la migración a través del capilar de 

fragmentos de hifas, contenidos celulares y germínulas. Cada una de éstas 

proporcionó señales características. 

iv 
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1. MARCO TEÓRICO 
 
1.1 Introducción  
 

Durante la década pasada la Electroforesis Capilar (EC) ha sido 

desarrollada como una técnica estándar en múltiples disciplinas. La química, 

biología, biotecnología y microbiología, entre muchas otras, se han servido de ésta 

para el análisis de una amplia variedad de moléculas, con o sin carga. Las 

distintas modalidades de electroforesis capilar han permitido el estudio de 

carbohidratos, proteínas, ácidos nucleícos, iones, moléculas de interés clínico y 

farmacológico, y recientemente entidades biológicas tales como células y 

microorganismos. 

1 

  La EC es una poderosa herramienta analítica que permite separaciones 

rápidas y altamente eficientes. Sin duda una de sus mayores cualidades es su 

capacidad para el análisis de gran diversidad de analitos en matrices complejas 

con un mínimo de preparación y consumo de muestra; y aunque es 

predominantemente usada para el análisis de moléculas, recientemente ha 

posibilitado la separación, identificación y cuantificación de microorganismos 

[Armstrong et al, 2001; Desai et al, 2003]. Además, usando EC han posibilitado el 

estudio de propiedades de las superficies de células microbianas con el fin de 

obtener información de la manera en que se comportan e interactúan con el medio 

ambiente [Burtkus, 2003]. Las propiedades superficiales proporcionan información 

sobre la composición celular, sus puntos isoeléctricos, velocidad con la que captan 

nutrientes y fármacos antimicrobianos del medio, adhesión a diferentes superficies 

o su aglutinación [Berthod et al, 2002; Lytle et al, 1999; Pointevin et al, 2007; Van 

Der Mei et al, 2001]. A través de estos estudios se pueden hacer modificaciones 

que permitan aprovechar mejor las propiedades de tales microorganismos. 

Es bien sabido que a lo largo de las últimas décadas, la patología fúngica 

ha experimentado un considerable aumento, esto debido a diversos factores como 

cambios climato-ecológicos, socio-económicos, migratorios, uso y abuso de 

antibióticos, pacientes inmunodeprimidos (por VIH, trasplantes, procesos 

cancerosos, etc.), o la realización de una medicina cada vez más agresiva 
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[Mayayo, 2004]. Es por esto que ahora se requiere que los ensayos 

microbiológicos sean más rápidos, más sensibles y más selectivos. Varios autores 

se han enfocado a estudiar la posibilidad de analizar los microorganismos como 

células usando diferentes técnicas tales como los inmunoensayos, fluorescencia y 

PCR, además de diversas técnicas moleculares [Orbera, 2004; Yeo and Wong, 

2002]. Todas estas técnicas instrumentales, que pueden considerarse sofisticadas 

se están volviendo cada vez más comunes por las razones antes descritas; sin 

embargo, no podrán sustituir las técnicas tradicionales que involucran cultivos, 

microscopia, etc. pero si representan una herramienta para el diagnóstico rápido 

de microorganismos. Toda vez que se ha observado la posibilidad de utilizar la EC 

para estudiar las propiedades superficiales de las células microbianas, se vio que 

era posible analizarlos directamente de diferentes muestras. Actualmente, la EC y 

los dispositivos de análisis de microfluidos representan los métodos de ensayo 

microbiológico más prometedores [Desai et al, 2003]. Sakamoto y cols. [2005] 

reportaron un sistema de cuantificación rápido y simple para el conteo de bacterias 

en muestras en cultivo y ambientales. Las cuentas bacterianas obtenidas fueron 

similares a aquellas que se obtuvieron por microscopia directa, con la diferencia 

que con este método, que incluye un dispositivo de microfluidos, donde se 

analizaron 6 muestras en 30 min. Girod y Armstrong [2002] obtuvieron picos muy 

bien definidos por EC en la separación de dos bacterias y de una levadura que 

generalmente se adicionan como suplementos en alimentos. En otro estudio, 

Armstrong y Schneiderheinze [2000] pudieron distinguir los patógenos 

responsables de la mayor parte de las infecciones de tracto urinario, inyectando en 

el instrumento orina sin tratar. Palenzuela y cols. [2004] desarrollaron un método 

para la separación de bacterias que contaminan alimentos. Para lograr una mejor 

resolución, usaron iones calcio y mioinositol y de esta manera pudieron analizar 8 

diferentes tipos de bacterias en tan solo 25 min.  

2 

En general, son pocos los estudios electroforéticos que se refieren a la 

determinación de células microbianas, bacterias y virus, y casi nulos los que se 

refieren a células fúngicas. Aunque, para estas últimas, existen varios estudios en 

los que se utiliza EC con otras técnicas moleculares; estos se enfocan en analizar 
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los productos de PCR o metabolitos [Margraf et al, 2004; De Beare et al, 2005; Lim 

et al, 2001]. Entre estos, de los pocos estudios electroforéticos que analizan 

exclusivamente hongos como células, solo se reportan trabajos con hongos 

levaduriformes [Bao et al, 2008, Girod y Armstrong, 2002]. 

Si bien son de suma importancia los estudios sobre hongos levaduriformes, 

también tomemos en cuenta que los hongos filamentosos representan importantes 

patógenos, alternativas en la terapéutica, alternativas en fitoremediación, la 

producción de antibióticos, la industria alimenticia, etc. [Alexopoulos et al, 1996; 

Herrera y Ulloa, 2004; Lindequist, 2005; Ruan-Soto et al, 2006]. Por ello es 

importante toda información que pueda conducir al conocimiento de sus 

propiedades, tales que permitan suponer su comportamiento e interacción 

biológica. En este sentido la electroforesis capilar pudiera representar una valiosa 

herramienta para el estudio de los hongos filamentosos. Cazares [2007], ha sido la 

única en demostrar que es factible el análisis por electroforesis capilar de hongos 

filamentosos, esto en Botriosphaerea rodina y Trichoderma sp. Sin embargo, es 

necesario explorar más condiciones necesarias para llevar a cabo estudios 

electroforéticos aplicados. Partiendo de esta premisa, este trabajo pretende 

aportar mayor información acerca del comportamiento electroforético de hongos 

filamentosos. 

3 
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1.2 Importancia de los hongos 
  

Los hongos constituyen un grupo muy diverso de microorganismos que 

ocupan numerosas posiciones ambientales. Representan para el hombre una 

entidad biológica de gran impacto, que lo beneficia y/o perjudica directa o 

indirectamente (Fig.1).  

La relación perjudicial y benéfica de los hongos con el hombre y su entorno 

puede verse desde diversos ángulos. Estos organismos son responsables de 

enfermedades (micosis) potencialmente peligrosas para el ser humano, animales y 

plantas. Las micosis en humanos y animales abarcan graves infecciones 

sistémicas y/o cutáneas (Ej. histoplasmosis y candidiasis), respuestas alérgicas y 

envenenamiento por micotoxinas [Murray et al, 1999; Yeo y Wong, 2002]. 

Además, aunque la mayoría de las enfermedades conocidas en las plantas son 

causadas por hongos, ambos pueden establecer relaciones ampliamente 

beneficiosas, a través del intercambio de materiales esenciales para el desarrollo 

de ambos [Alexopoulos et al, 1996; Herrera y Ulloa, 2004]. 

4 

Los hongos son los principales responsables de la desintegración de la 

materia orgánica y como tales contribuyen al deterioro de los alimentos, productos 

textiles y diversos materiales sintéticos. Pero también numerosas especies son 

consumidas regularmente por su sabor y cualidades nutricias, en México y 

alrededor del mundo [Ruan-Soto et al, 2006]. Los hongos constituyen la base de 

varios procesos industriales, intervienen en la elaboración del pan, diversas 

bebidas alcohólicas (Ej. tempe, vino), quesos y otros productos a través de la 

fermentación y producción de diversas cetonas, aldehídos y ácidos orgánicos que 

aparecen como consecuencia de sus actividades metabólicas [Alexopoulos et al, 

1996; Herrera y Ulloa, 2004]. De manera sobresaliente los hongos se utilizan para 

la producción de esteroides, antibióticos y otros compuestos de importancia 

farmacológica. Por ejemplo, los antibióticos penicilina y cefalosporina son 

producidos por los hongos filamentosos Penicillium chrysogenum y Aspegillus 

chrysogenum,  respectivamente;  y diversos nucleosidos,  producidos por Lentinus  
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5 

 
 
 

Figura 1. Resumen de actividades de los hongos (Esquema basado en 
Alexopoulos et al, 1996). 

 
 
sp y sesquiterpenos de Pleurotelllus sp, se producen por su efecto antifúngico y 

antiviral [Brizuela et al, 1998; Gutiérrez, 2000]. Además de los compuestos de 

hongos que se producen extensamente a nivel comercial, extractos de 

polisacaridos obtenidos de Pleurotus ostreatus, Grifola frondosa y Schizophyllum 

commune (entre muchos otros) han mostrado actividad antitumoral e 

inmunoestimulante contra diferentes tipos de cáncer [Dabba y Ezeronye, 2003; 

Lindequist, 2005; Lull et al, 2005].  
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Finalmente, los hongos se consideran importantes modelos científicos para 

el estudio de procesos biológicos fundamentales en genética, bioquímica, 

relaciones entre parásitos y huéspedes, etc. [Alexopoulos et al, 1996; Murray et al, 

1999]. 

1.3 Características generales 
 

Los hongos se definen como organismos eucariotes que no poseen 

clorofila, portan esporas y pueden reproducirse de manera sexual y/o asexual. 

Debido a que no poseen clorofila viven como saprófitos, simbiontes, comensales o 

parásitos. Morfológicamente presentan dos formas básicas: la unicelular o 

levadura y la multicelular o filamentosa (Fig.2). La mayoría de los hongos son de 

ordinario filamentosos, estos se describen como tubos cilíndricos de longitud 

variable que pueden presentar ramificaciones. Individualmente a cada uno de 

estos filamentos tubulares se le denomina hifa y al conjunto de éstas, micelio 

[Alexopoulos, 1996; Herrera y Ulloa, 2004; Murray et al, 1999].  
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Figura 2. Morfología y componentes estructurales de los hongos.  

https://eapbiofield.wikispaces.com/file/view/hypha.gif 
  

 
Ultraestructuralmente (Fig.2) los hongos poseen un citosol complejo que 

contiene básicamente vesículas, microtúbulos, ribosomas, mitocondrias, aparato 

de Golgi, un retículo endoplásmico de doble membrana y núcleos rodeados por 

una membrana nuclear. El citosol se encuentra rodeado por una membrana 

plasmática, formada por glúcoproteínas, fosfolípidos y ergosterol. Inmediatamente 

por fuera de ésta los hongos poseen una pared celular rígida y formada por 

múltiples capas. La pared celular es estructural y bioquímicamente compleja y se 
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tratará a detalle en el siguiente apartado. El citoplasma de las hifas está 

interrumpido a intervalos regulares por paredes tranversales, que dividen a cada 

hifa en compartimientos o células. Estos tabiques transversales se denominan 

septos y se forman por crecimiento centrípeto desde la pared hifal hacía la parte 

interna. Las hifas pueden ser septadas y aseptadas o cenocíticas [Alexopoulos, 

1996; Herrera y Ulloa, 2004; Murray et al, 1999]. 

Por su función el micelio se clasifica en: micelio vegetativo (también llamado 

de nutrición, se encarga de la absorción y transformación de nutrientes), y micelio 

reproductivo o aéreo (la porción que se proyecta por encima del sustrato, se 

encarga de soportar las estructuras y formas de reproducción) [Bonifaz, 2002]. En 

general el micelio se reproduce cuando las hifas aumentan su longitud mediante 

crecimiento apical, por lo que un fragmento diminuto de cualquier parte del hongo 

es capaz de producir un nuevo punto de crecimiento y dar origen a un nuevo 

individuo [Ruiz-Herrera, 2001]. Además de esta forma de propagación, llamada 

reproducción asexual somática, los hongos se reproducen también asexualmente, 

por medio de conidias producidas por meiosis; y para la reproducción sexual, los 

hongos forman uniones de hifas (plasmogamia), cariogamia y mitosis, para 

producir esporas o micelio somático [Herrera y Ulloa, 2004].  

7 

 

 
  

Figura 3. Etapas del ciclo de vida (asexual) de hongos filamentosos, las imágenes 
ilustran el ciclo del hongo Trichoderma atroviride, (fotografías en el micoscopio 
Leica DLMB, 40x) 
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1.3 1 La pared celular  
 

La principal característica que distingue a los hongos de otros organismos 

es su pared celular. La pared celular de los hongos está compuesta por capas 

multilaminadas embebidas en una matriz gelificada de glucopolisacáridos (Fig. 4). 

Las laminillas que la integran están formadas por fibrillas diversamente orientadas, 

que se componen principalmente por polisacáridos, pero lípidos, proteínas y otras 

sustancias constituyen también la pared celular [Alexopoulos, 1996; Neil, 1995]. La 

composición y estructura de la pared celular es muy parecida tanto en hongos 

filamentosos como en levaduras [Latgé JP, 2007; Pitarch et al, 2008] 
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               Figura 4. Organización de la pared celuar fúngica. 
               www.pasteur.fr/.../RAR/RAR2003/Aspergil-en.html 
 

 
La forma de una célula fúngica es la forma de su pared, ya que la rigidez y 

fuerza mecánica de sus paredes permite que el hongo asuma una gran variedad 

de formas, tales como hifa ramificada, penetrativa, célula de levadura proliferante, 

esporas de muchas formas y tamaños, etc. La constitución física y química de la 

pared da protección al citoplasma contra gran número de estresores ambientales, 

tales como medios con grandes diferencias osmóticas, radiación ultravioleta, lisis 

enzimática, solventes orgánicos, químicos tóxicos y desecación [Neil, 1995; Ruiz-

Herrera, 1997]. La superficie externa de la pared celular es la interfase primaria 

entre la célula y su medio ambiente, y de ninguna manera se considera una 

estructura estática, pues esta transmite al citoplasma la información necesaria que 
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permite regular respuestas positivas o negativas de un sinúmero de funciones 

como crecimiento, división nuclear, liberación de diversas enzimas líticas, 

ramificaciones y formación de estructuras especializadas (haustorios, rizoides, 

etc.), además es el sitio de antígenos y moléculas involucradas al acoplamiento y 

adhesión a sustratos, huéspedes y otras células [Latgé, 2007; Neil, 1995; Ruiz-

Herrera, 1997]. 

En su mayor parte, las paredes celulares de los hongos están constitidas de 

polisacáridos que comprenden típicamente cerca del 80% de su peso seco 

[Farkas, 1979]. Las proteínas están presentes en baja proporción, 

aproximadamente del 3 al 20%, y en cantidades más pequeñas lípidos, pigmentos 

y sales inorgánicas [Ruiz-Herrera, 1997]. Cabe destacar que la composición 

química no es la misma en todos los hongos, pero las regularidades observadas 

entre estás sirven como un importante criterio para fundamentar relaciones entre 

distintos grupos de hongos [Adams, 2004; Alexopoulos, 1996; Pontón, 2008]. 

9 

El carbohidrato más abundante es la glucosa, en forma de α– y β–glucanas, 

seguida muy de cerca por la N-acetilglucosamina (o quitina), ambos azúcares 

están estrictamente presentes en todas la paredes celulares de los hongos. Otros 

carbohidratos encontrados regularmente en casi todas las paredes celulares son 

lactosa y manosa; mientras que, galactosamina, quitosana, ácido glucurónico, 

ramnosa y xilosa estan presentes en menor cantidad en grupos taxonómicos 

selectos. Además, en taxones muy específicos y en cantidades traza, se han 

encontrado arabinosa, fucosa y ribosa [Neil, 1995; Ruiz-Herrera, 1997]. Todos 

estos carbohidratos forman diversas y características combinaciones de 

polisacáridos, por ejemplo, la quitina representa del 1-2% (peso seco) de la pared 

celular de las levaduras, mientras que en los hongos filamentosos puede haber 

desde un 10 al 20%, o las α-glucanas que se encuentran en 

Schizosaccharomyces, pero no se conoce en otras levaduras [Pitarch et al, 2008; 

Pontón, 2008]. 

El polisacárido más característico de las paredes celulares fúngicas es la 

quitina, pero las β-glucanas son sus mayores constituyentes (Fig. 5). La quitina es 
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un polímero no ramificado hecho de N-acetilglucosamina unida por enlaces de 

puentes de hidrógeno β-1, 4 y de la misma forma que otros polisacáridos ésta se 

une covalentemente a otras cadenas de glucanas u otros polisacáridos 

adyacentes formando fibras con arreglos antiparalelos. Las β-glucanas 

comprenden polimeros de glucosa β-1,4 (celulosa), glucosa β-1,6, y glucanas β-

1,3; α-1,3 y α-1,4 [Ruiz-Herrera, 1997]. Las β-glucanas son las principales 

responsables de la fuerza mecánica que posee la pared celular [Farkas, 1979; 

Pontón, 2008].  10 

Las proteínas que conforman la pared celular de los hongos pueden tener 

un rol estructural o funcional. Básicamente las proteínas estructurales son 

componentes esenciales de matriz de la pared celular y están covalentemente 

unidas a polisacáridos, formando complejos de glucopolisacáridos, como 

manoproteínas, galactomanoproteínas, glucanoproteínas, xilomanoproteínas, etc. 

[Latgé, 2007; Neil, 1995; Ruiz-Herrera, 1997]. Entre las proteínas no estructurales 

se han encontrado diversas especies de proteínas involucadas en funciones de 

transporte de Ca++ o fosfato, proteínas de fenómenos de reconocimiento 

(acoplamiento e invasión al huésped), glicoproteínas como enzimas responsables 

de la formación de heterocarión, enzimas líticas, de liberación y dispersión de 

esporas, etc. [Pontón, 2008; Ruiz-Herrera, 1997]. Entre estas proteínas podemos 

mencionar por ejemplo, las variedades de enzimas quitinasas y glucanasas 

pruducidas por Trichoderma, que son capaces de atacar los polímeros de la pared 

celular de otros hongos; o las glucanasas producidad por Saccharomyces 

cerevisiae, que hacen posible la separación celular durante su reproducción 

[Adams, 2004]. También podemos mencionar diversas adhesinas e hidrofobinas 

que intervienen en el proceso de interacción con el huésped, producidas por 

Pleurotus sp y Cladosporium fulvum, entre muchos otros hongos [Peñas et al, 

2002; Ruiz-Herrera, 2001]. 

Los lípidos son componentes minoritarios de las paredes celulares de los 

hongos, sus concentraciones varían de 1 al 10% del peso seco de la pared celular. 

Los lípidos más comunes encontrados hasta ahora son los ácidos grasos C16 y 
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C18, el ácido mirístico, el oleico, ácido palmítico, esteroles, ésteres de esterol, 

triglicéridos, fosfatidil serina, ácidos grasos libres y fosfolípidos. Aunque todavía no 

se han revelado caraterísticas importantes de los lípidos en la pared celular, se 

piensa que éstos ayudan a mantener la rigidez y proteger esencialmente de la 

desecasión a las paredes celulares [Ruiz-Herrera, 1997]. 

 

11 

 

Figura 5. Estructuras químicas de los principales compuestos que integran la 
pared celular fúngica [www.uib.es/.../modulos/modulo6/quitina.gif]. 
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Los otros componentes de la pared celular de los hongos incluyen, muy 

pequeñas cantidades de pigmentos y sales inorgánicas. Los pigmentos pueden 

acumularse en distintas capas de la pared de hifas, esporas o estructuras fúngicas 

especializadas (ej. esporangióforos). En general, los pigmentos proporcionan 

fuerza mecánica, protección contra estrés por luz ultravioleta o radiación solar, 

desecación y lisis enzimática. Entre los pigmentos más comunes de los hongos se 

encuentran las melaninas (producidas por la polimerizacion oxidativa de diferentes 

polifenoles) y las esporopoleninas (polímeros oxidados de carotenoides) [Neil, 

1995; Ruiz-Herrera, 1997]. 

12 

Aunque escasamente estudiado, diversos estudios muestran de presencia 

de componentes inorgánicos. El análisis de cenizas de preparaciones de pared 

celular de diferentes hongos revelan su presencia, en un 1.5 al 5% de su peso 

seco; estudios de rayos X y fluorescencia han encontrado Ca, K, Fe, Cl, Si, Cu,Cr, 

Al, Be, Mn y Na, en cantidades traza [Neil, 1995; Ruiz-Herrera, 1997]. 

 
1.4 Descripción general de los hongos filamentosos utilizados 
como modelos de estudio 

1.4.1 Neurospora crassa 
 
Neurospora es un organismo favorecido para la investigación de una gran 

variedad de problemas biológicos y un organismo modelo básico entre los hongos 

filamentosos; ha sido utilizado para el estudio de infinidad de mecanismos 

genético y bioquímico –moleculares, tales como: ciclos circadianos [Brunner y 

Káldi, 2008; Liu et al, 2003], fototropismo [Liu et al, 2006], actividad enzimática [Fuks 

et al, 2003; Klanner, 2001], conidiación [Kays et al, 2000], germinación [Pandey et 

al, 2004], morfogénesis [Seiler y Plamann; 2003], síntesis de pared celular de 

hongos [Bhanoori y Venkateswerlu, 2000], huellas genéticas [Borkovich, 2004], 

genoma [Galagan et al, 2003], dinámica celular [Hickey et al, 2002; Zhang, 2002], 

etc. Para profundizar en cualquiera de estos temas podemos referirnos a una 

vasta literatura, en este trabajo solo es necesario destacar, que Neurospora 
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crassa fue elegido como modelo de estudio por ser un hongo filamentoso de 

crecimiento rápido y no patógeno.  

Neurospora crassa es un hongo naranja y cuyo genoma ha sido 

secuenciado por completo [Galagan et al, 2003]. Su cultivo es económico y sus 

requerimientos nutricionales simples, crece en variados medios de cultivo, pero 

entre los más utilizados se encuentran el medio mínimo o suplementado Voguel y 

el medio papa dextrosa [Schmith et al, 1975]. En agar papa dextrosa Neurospora 

se desarrolla rápidamente (hasta 10cm/día) [www.fgsc.net], como un micelio 

blanco y algodonoso; después de 24h el color naranja característico aparece a 

consecuencia de la gran producción de conidias pigmentadas por carotenos 

[Turian y Bianchi, 1972]. Estudios tempranos por microscopia electrónica y 

ensayos enzimáticos en este hongo revelaron que su pared celular está 

compuesta por quitina, polímeros de galactosamina y mayoritariamente fibras de 

glucanas (α y β) [Mahadevan y Tatum, 1967; Shatkin, 1959], ensayos posteriores 

por técnicas como cromatografía de líquidos y gases, confirmaron estos 

componentes y reportaron otros componentes minoritarios como manosa, ácidos 

urónicos y algunos aminoazúcares [Cardemil y Pincheira, 1979]. 

13 

En el laboratorio, Neurospora crassa es el modelo experimental por 

excelencia de hongos filamentosos; en más de un siglo de observación y 

experimentación el género nunca ha sido implicado en la enfermedad humana u 

observado que cause enfermedad en animales o plantas. Además, no se conoce 

ningún metabolito secundario tóxico producido por ninguna de las especies y la 

literatura médica ha determinado que es totalmente benigno en términos de 

potencial infeccioso o alergénico [Perkins y Davis, 2000]. 

1.4.2 Trichoderma atroviride 
 
El género Trichoderma está integrado por un gran número de cepas 

fúngicas que se caracterizan por ser simbiontes avirulentos de plantas, se 

encuentran en suelos, y principalmente se aíslan de bosques y tierras de cultivo. 

Trichoderma ostenta importancia económica, pues es uno de los géneros más 
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usados como agentes de control biológico contra fitopatógenos [Ezziyyani, et al, 

2004]. 

Trichoderma atroviride es frecuentemente reportado en la literatura por sus 

diversas actividades biológicas y bioquímicas. Trichoderma atroviride es un hongo 

filamentoso de crecimiento relativamente rápido en múltiples medios de cultivo 

enriquecidos, como agar nutritivo especial (SNA) y agar papa dextrosa (PDA), a 

una temperatura óptima entre 25-30°C. En PDA después de 24h la colonia mide 

aproximadamente 10mm y siempre esta agudamente delimitada, a las 96 h puede 

observarse un disco central donde se forman conidias; la colonia miceliar es 

blanca y presenta un dulce olor a coco [Samuels, 2008]. 

14 

Trichoderma atroviride se reproduce por crecimiento apical de las hifas y 

por medio de conidias. Las conidias son típicamente verdes, de forma globosa a 

subglobosa y de textura lisa, éstos aparecen dentro de 57-66h [Samuels, 2008]. 

Pero, sí se expone a luz azul forma un anillo de conidias en el perímetro que la 

colonia tenía al tiempo de la exposición [Rosales-Saavedra et al, 2006]. El dulce 

olor de la colonia miceliar que ayuda a reconocer a Trichoderma atroviride es el 

olor a coco del antibiótico antifúngico 6-pentil-a-pirona [Dodd 2003]. 

Trichoderma atroviride al igual que otros miembros del género, se utilizan 

como agentes de biocontrol, estos actúan contra los fitopatógenos a través de tres 

mecanismos fundamentalmente: 1) competición directa por el espacio o por los 

nutrientes, 2) producción de metabolitos antibióticos, ya sean de naturaleza volátil 

o no volátil (Ej. enzimas hidrolíticas como glucanasas, quitinasas, etc.) y 3) 

parasitismo directo sobre determinadas especies de hongos fitopatógenos. 

Durante el micoparasitismo, estos tres mecanismos no son excluyentes sino que 

actúan sinérgicamente en el control de los patógenos [Brunner et al, 2005; 

Hermosa et al, 2000; Rey et al, 2000; Rocha-Ramírez et al, 2002]. El éxito de las 

cepas de Trichoderma como agentes de biocontrol se debe a su gran capacidad 

reproductiva, su habilidad para sobrevivir a condiciones muy desfavorables, 

eficiencia en la utilización de nutrientes y fuerte agresividad contra hongos 
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fitopatógenos, y además a la eficiencia en promover el crecimiento de plantas y 

mecanismos de defensa [Benítez et al, 2004]. 

En particular, la cepa Trichoderma atroviride ha mostrado ser un excelente 

agente de biocontrol contra diversos cultivos. Su aplicación en cultivos de plátano 

ha mostrado que disminuye significativamente la infección en la planta, por el 

nemátodo Radopholus similis; además, las plantas inoculadas con el hongo 

mostraron mayor sanidad en general de raíces y hojas [Pocasangre et al, 2006]. 

En hojas y raíces del Kiwi disminuyó la infección por Botrytis cinérea [Dodd et al, 

2004], también en patatas de campo contra el patógeno Rhizoctonia solani y 

cuando se aplicó como tratamiento en la semilla de trigo ha previsto buena 

protección contra Fusarium culmorum [Dodd et al, 2003]. 

15 
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1.5 Fundamentos de electroforesis capilar  
 

La electroforesis capilar es un método de separación que se basa en las 

diferencias de la velocidad de migración de especies cargadas, sometidas a un 

campo eléctrico. Los componentes básicos de un sistema de electroforesis 

incluyen una fuente de voltaje (que proporcione hasta 60 KV), un capilar de sílice 

fundida con un diámetro interno de menor a 200 μm, 2 reservorios con buffer 

donde se introducen cada uno de los extremos del capilar y un par de electrodos 

(platino), también en cada extremo, conectados a la fuente de voltaje, y un 

detector (Fig. 6). El capilar es llenado con el buffer al pH deseado, la muestra se 

diluye en buffer para ser introducida en capilar y se aplica el voltaje, entonces las 

especies iónicas de la muestra migran a través del capilar de acuerdo a su 

movilidad electroforética. Eventualmente las moléculas pasan por el detector (UV, 

LIF) y se registra la señal del detector. Dicha señal analítica se conoce como 

electroferograma (EFG). La movilidad electroforética es una propiedad 

característica de cada partícula y está determinada por su carga y masa. Puede 

calcularse a partir de la teoría de Debye-Huckel-Henry (Ec. 1), donde la movilidad 

está dada por la carga de la partícula (q), la viscosidad del buffer (η) y el radio de 

Stokes la partícula (γ) [Altria, 1999; Linhardt y Toida, 2002]. 
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Figura 6. Componentes básicos de un sistema de electroforesis capilar 
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En la práctica, la movilidad electroforética (µep=cm2/Vs) se calcula a través 

de la velocidad electroforética (vep=cm/s) y la fuerza del campo eléctrico (E=V/cm), 

la relación entre estos factores se muestran en la ecuación 2: 

17 

 
 
 
 
 

µep  – .     q     .     (1) 
                 6πηγ 

     µep - vep  -  Ld  / tm        (2)       
             E       V / LT 

 
 

Donde la velocidad electroforética se mide a través de la longitud del capilar 

hasta el detector (Ld) y el tiempo de migración (tm), es decir el tiempo que le toma 

a un soluto moverse desde la entrada del capilar hasta la ventana del detector. La 

fuerza del campo eléctrico está determinada por el voltaje aplicado (V) en la 

longitud total del capilar (LT). La µep es independiente del voltaje y la longitud del 

capilar, pero es altamente dependiente del tipo de buffer y pH [Beckman, 1991]. 

Además de la movilidad electroforética, otra fuerza que rige el proceso 

electroforético es el Flujo electrosmótico (EOF, del inglés, Electrosmotic flow). Este 

fenómeno se produce a consecuencia de la superficie cargada de la pared del 

capilar. Los capilares de sílice fundida tienen grupos silanol (Si-OH) que cuando 

se ionizan (en contacto con el buffer) producen una carga negativa (Fig. 7). Las 

paredes cargadas negativamente atraen iones cargados positivamente, creando 

una doble capa eléctrica. El grado de ionización es controlado principalmente por 

el pH de buffer y cuando se aplica el voltaje a través del capilar, los cationes en la 

parte difusa de la doble capa migran en dirección al cátodo, arrastrando agua con 

ellos. El resultado es un flujo neto de solución buffer en dirección al electrodo 

negativo. El EOF se genera en toda la longitud del capilar, es pequeño a pH bajo y 

alcanza su máximo a pH 11. Gracias al EOF es posible el análisis simultáneo de 

especies neutras, cationes y aniones, pues el EOF actúa como una bomba que 

impulsa todas las moléculas hacia el detector [Ciccone, 2001; Odda y Landers, 

1996]. 

  En EC, la separación de los analitos de basa en sus movilidades 

electroforéticas diferenciales, pero se discute en términos de resolución y 
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eficiencia. La resolución es esencialmente una medida de calidad de una 

separación y la eficiencia se refiere a que tan estrechos son los picos (Fig. 8).  

 

18 

 

Figura 7. Flujo electrosmótico [Dibujo basado en Odda y Landers, 1996 y Harris, 2001] 
 

 
Basados en el ancho del pico a la mitad de la altura del pico, W1/2, (de forma 

similar que en la cromatografía de líquidos) las eficiencias se calculan en términos 

de platos teóricos (N), a mayor número de platos teóricos, la separación es más 

eficiente. El cálculo de la resolución usa el tiempo de migración de dos picos (tm1, 

tm2) y el ancho de la base de los picos (Wb1, Wb2). A mayor resolución, mejor 

separación de 2 picos. Entre mejor separación, los resultados del análisis son más 

confiables [Harris, 2001; Desai y Armstrong 2003]. 

 

Figura 8.  Electroferograma que ilustra los cálculos de resolución y eficiencia en 
términos de platos teóricos. 
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Los principales parámetros a considerar en un análisis electroforético son el 

voltaje aplicado, el pH y concentración del buffer así como la longitud del capilar. 

El aumento o disminución de estas condiciones determinan variablemente la 

migración y por lo tanto la exitosa separación de los componentes de la muestra a 

través del capilar [Odda y Landers, 1996]. 

 

19 1.6 Origen de la carga de un microorganismo  
 
Es aceptable caracterizar a la mayoría de los microorganismos como 

partículas coloidales debido a su tamaño (10-4μm a algunos micrómetros) y 

comportamiento en suspensión acuosa; estos coloides deben el origen de su 

carga a dos motivos, primero a la ionización de grupos funcionales de la superficie 

como resultado de la protonación y desprotonación de moléculas ácidas o básicas 

de la superficie, y segundo a que la carga de la superficie también puede ser 

adquirida por absorción de iones de la solución [Desai y Armstrong 2003]. Los 

hongos, bacterias y virus no son tan diferentes, en el sentido en que poseen 

membranas y paredes celulares que contienen proteínas, lipopolisacáridos, 

moléculas lipídicas, ácidos teicoicos, etc.; los cuales les confieren su carga 

característica. Los grupos ionizables más comunes sobre la superficie externa del 

microbio son ácidos carboxílicos, fosfatos, aminas y sulfatos [García-Cañas y 

Cifuentes, 2007]. La química de la superficie celular externa (sea membrana o 

pared celular) determina no solo la carga del microorganismo sino también 

determina su interacción biológica con el medio y otros microorganismos. La carga 

del microorganismo puede variar con el pH, composición de la solución, fuerza 

iónica, e incluso la temperatura. Propiedades que permiten caracterizar al 

microorganismo por electroforesis capilar [Girod et al, 2002; Palenzuela et al, 

2004]. 
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Añadiendo al buffer de separación calcio y mioinositol, pudo separarse una mezcla 

de Yersinia enterocolitica, Leuconostoc mesenteroides, Salmonella enteriditis, 

Listeria monocitogenes, Escherichia coli, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus 

aureus y Enterococcus faeciumlas [Palenzuela et al, 2004]. Aplicando esta 

metodología a muestras de comida (hojuelas de maíz y jugo) pudieron identificar y 

cuantificar cinco de estas bacterias (Fig. 12). Como se ha mencionado, la 

separación electroforética depende de la movilidad diferencial de las bacterias en 

el capilar, con el uso de iones calcio y mioinositol la resolución electroforética es 

mejorada, debido a que iones específicos pueden interactuar con la superficie 

bacteriana cambiando sus propiedades eléctricas y su movilidad electroforética 

[Palenzuela et al, 2004]. En diversas aéreas de la ciencia y tecnología es muy 

valioso un ensayo rápido que permita saber si una muestra contiene cualquier 

microorganismo (bacterias aerobias, anaerobias o hongos), a este respecto Bao y 

col. [2008] crearon un prueba de esterilidad utilizando el surfactante catiónico 

CTAB® como aditivo en el buffer, en estos ensayos se logró la formación de un 

agregado de microorganismos, cuatro levaduras y tres bacterias (C. albicans, S. 

cerevisiae, C. albidus, S. subterránea, E. coli, B. cerus y P. fluorescens), el cual se 

detectó como un solo pico indicando la presencia o ausencia de los 

microorganismos. 

23 

La EC ha mostrado capacidad para la evaluación de la interacción                          

microorganismo-molécula [Berthod et al, 2002]; puede usarse para evaluar la 

conducta de asociación entre una amplia gama de ligandos y receptores; por 

ejemplo, se han estimado las constantes de asociación y comportamiento del virus 

del resfriado común [Okun et al, 2001] y rhinovirus humano serotipo 2 [Okun et al, 

1999] a anticuerpos monoclonales y otras biomoléculas. Las constantes de 

asociación son útiles para la cuantificación de toda asociación molecular, en 

estudios de actividad farmacéutica, toxicidad y estudios microbiológicos [Berthod 

et al, 2002]. Por otra parte, la medición de la movilidad electroforética ésta 

permitiendo el estudio de propiedades superficiales de las células microbianas, por 

medio de esta ha podido detectarse la sutil, pero importante, heterogeneidad que 

puede existir en una población monoclonal [Van Der Mei y Buscher, 2001]. 
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vulgaris, K. pneumoniae, E. fecalis, S. aureus, S. agalactiae, P. putida, Serratia 

ribidae son algunos ejemplos de microorganismos a los que se les ha medido su 

punto isoeléctrico a través de EC [Horka et al, 2006; Simonet et al, 2005]. 

Midiendo por EC los puntos isoeléctricos de E.coli, Staphylococcus epidermidis, 

Candida albicans y el bacteriófago ΦX-174 se propuso un sistema alternativo para 

monitorear la influencia de la inactivación sin lisis de estos MO por diferentes 

métodos químicos y físicos, como diversos tratamientos de calentamiento y 

adición de etanol o acido peroxiacético [Horka et al, 2007]. 25 

 
1.8 Estudio de los hongos por electroforesis capilar 
 

Los hongos son organismos morfológicamente complejos que difieren en 

estructura a lo largo de su ciclo de vida, además del estudio reportado por 

Cazares [2007] sobre la factibilidad del análisis de hongos filamentosos por EC, 

los estudios electroforéticos que han abordado a los hongos, por el momento, solo 

han reportado el comportamiento electroforético de levaduras, entre ellas diversas 

especies de Candida o Saccharomyces, y conidias de Aspergillus y Fusarium, por 

ejemplo [Armstrong y He, 2001; Bao et al, 2008; Horka et al, 2009]. Como ya se 

mencionó, la EC está tomando importancia como una herramienta alternativa para 

el análisis de microorganismos y células, por lo que sería de gran interés científico 

contribuir al estudio de hongos filamentosos por electroforesis capilar. Cazares 

[2007] reporta la detección de Botriosphaerea rodina y Trichoderma sp en las 

condiciones electroforéticas mostradas en la figura 13. No obstante, pese a este 

importante avance en el estudio de hongos filamentosos por EC uno de los 

primeros retos a cumplir para el estudio de hongos filamentosos por EC sigue 

siendo la obtención de muestras de fragmentos relativamente homogéneos de 

células fúngicas filamentosas, es decir, hifas de tamaños regulares, que permitan 

ser suspendidas eficientemente en buffer para ser inyectadas al sistema de EC.  

El cultivo de hongos levaduriformes, en medios sólidos o líquidos origina 

varias colonias de levaduras organizadas en agregados multicelulares, los cuales, 

en suspensión pueden ser fácilmente dispersables por agitación. En cambio, el 
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cultivo de hongos filamentosos en medios sólidos o líquidos, origina solo una 

colonia de hifas ramificadas y subramificadas que conforme crecen van formado 

complejos entramados de hifas [Herrera y Ulloa, 2004]. En el cultivo en medio 

sólido solo se observa una masa de micelio, mientras que en los cultivos 

sumergidos o líquidos se observan además formas dispersas de micelio, es decir 

hifas y pequeños agregados de hifas libres que se sueltan de la masa principal 

[Justen et al, 1998]. Las hifas libres, llamadas también formas dispersas de 

micelio, son las más idóneas para evaluar su análisis por EC. Es necesario 

destacar que aunque las hifas que constituyen el micelio representan la mayor 

parte de células miceliares de un hongo, también pudiera ser factible el estudio 

electroforético de hifas a través de germínulas, pues estas son equiparables a 

pequeñas hifas. 

26 

 

 

 

 

Figura 13. Electroferogramas 
Arriba, Botriosphaerea rodina y 
Abajo, Trichoderma sp. 
Condiciones: Buffer de fosfatos 
30mM pH7, capilar 100µm ID, 
15KV, 50cm de longitud total, 
detección 201nm. 
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2. JUSTIFICACIÓN  
 

Si bien el estudio de las características electroforéticas está sirviendo como 

una base prometedora para múltiples ensayos microbiológicos de interés biológico 

y médico, en general, son pocos los estudios que se refieren a la determinación de 

células microbianas. Debido a la falta de estudios por electroforesis capilar en 

células miceliares, en este trabajo se pretende aportar mayor información sobre el 

comportamiento electroforético de dichas células. 
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3. HIPÓTESIS 
 

Es posible analizar células miceliares de Trichderma atroviride y 

Neurospora crassa por electroforesis capilar.  
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4. OBJETIVOS 
 
 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 
 

29  
Determinar el comportamiento electroforético de células miceliares de 

Neurospora crassa y Trichoderma atroviride. 

 

 

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES  
 

 Establecer las condiciones de crecimiento en que es posible analizar el 

comportamiento electroforético de células miceliares de Neurospora crassa y 

Trichoderma atroviride.  

 

 Obtener fragmentos de hifas de longitud menores a 50µm 

 

Estudiar el efecto de la concentración y pH del buffer en el comportamiento 

electroforético de las células miceliares. 

 

Observar la influencia del voltaje y longitud del capilar en el proceso 

electroforético.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1 Cultivos fúngicos  
 

Se utilizaron las cepas Neurospora crassa y Trichoderma atroviride (IMI 

206040). Precultivos de micelio de ambos hongos fueron proporcionados por el 

Laboratorio de Genética Microbiana de la división de estudios de posgrado en la 

Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez”. Los cultivos 

fueron proporcionados en cajas de Petri sobre agar papa dextrosa (PDA) {BD 

Bioxon, México} y pases sucesivos sobre este medio fueron utilizados para uso y 

conservación de las cepas. 

31 

6.2 Cinéticas de Crecimiento del micelio 
 

Se realizaron cinéticas de crecimiento en medio liquido para Neurospora 

crassa y Trichoderma atroviride. Para ambos hongos, se sembraron 3 inoculos de 

5mm de precultivos de micelio sobre PDA (N.crassa con 12h de incubación y T. 

atroviride con 24h) en matraces de 125mL que contenían caldo papa dextrosa 

(PDB) {BD Difco, USA}. A continuación estos matraces se incubaron a 28°C en 

agitación continua a 120rpm. Posteriormente, para seguir la curva de crecimiento, 

se midió la cantidad de biomasa generada cada 2h hasta 48h y cumplido este 

tiempo se midió cada 24h. Para ello el contenido de cada matraz se filtró en una 

unidad de filtración {Supelco, USA} acoplada a una bomba de vacío, el micelio fue 

retenido en círculos de papel filtro y secado a 50°C hasta peso constante. Cada 

punto de la curva fue producido por triplicado. Además en cada tiempo de 

crecimiento se observó y midió en el microscopio {Leica, DLMB} el desarrollo de 

las hifas. Por último se establecieron gráficamente las fases lag, log y estacionaria, 

y además se midió la velocidad de crecimiento (µ, calculando la pendiente sobre la 

recta corregida de la fase log) y el tiempo de duplicación (td= In 2 /µ). 

6.3 Crecimiento de germínulas 
 

Para obtener germínulas se sembraron, de ambos hongos, 1x106 

conidias/mL en 25mL de PDB en matraces de 125mL, se incubaron a 28°C en 

agitación continua a 120rpm. Estos cultivos se realizaron por triplicado. Cada dos 
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horas se tomó un volumen de 1.5mL del cultivo y enseguida se centrifugó a 

12000rpm {Centrifuga Eppendorf 5415D}. Este procedimiento se realizó para 

observar y medir el desarrollo de las germínulas en el microscopio.  

6.4 Obtención de fragmentos homogéneos de hifas en cultivo 
líquido  

6.4.1 Lisis Química 
 32 Se prepararon cultivos de Trichoderma atroviride y Neurospora crassa con 

5h de incubación a 28°C y 120rpm, en matraces de 125mL que contenían 25mL 

de PDB. Se probó el efecto de los detergentes Dodecil sulfato de sodio {Fluka, 

Switzerland}, Tritón X-100 {Sigma-Aldrich, USA} y Tween 80 {HYCEL, México}, 

donde se evaluó su capacidad de dispersión y fragmentación de las hifas de dos 

maneras, primero cultivando los hongos en PDB adicionado con los detergentes 

en concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100mM; y segundo, añadiendo a los cultivos 

los detergentes en las concentraciones mencionadas y continuando su incubación 

a 28°C y 120rpm durante 30min, 1, 2 y 4h. En todos los experimentos se 

extrajeron muestras de la masa miceliar y del líquido de cultivo (centrifugando 

alícuotas de 1.5mL por 5min a 12000rpm). Ambas muestras se observaron al 

microscopio óptico {LEICA CME}. 

 

6.4.2 Lisis Mecánica 
 

Se prepararon cultivos de micelio de Neurospora crassa y Trichoderma 

atroviride y se ensayaron distintas condiciones de estrés mecánico, como 

velocidad de agitación y agitación en presencia de cuerpos de ebullición (ver 

Tabla). De cada cultivo de tomaron muestras del liquido de cultivo de 1.5mL que 

fueron centrifugadas a 12000rpm para concentrar y observar la cantidad y forma 

de fragmentos obtenidos en el microscopio. 

En todos los experimentos se utilizaron cultivos estándar de Neurospora 

crassa y Trichoderma atroviride. El cultivo estándar consiste en 3 asadas de 

micelio, inoculadas en matraces con 25mL de PDB e incubados a 28°C en 
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agitación constante a 120rpm {plataforma de agitación, Lab-Tech, México}. 

Neuropora crassa se incuba por 24h y Trichoderma atroviride por 48h. 

 
 
 

Tabla 1. Condiciones experimentales de estrés mecánico 
 
a) Cultivo estándar. 

 
b) Cultivo estándar y agitación posterior a 250, 450 y 650rpm 

por medio de agitador magnético {plancha, Fisher Scientific}, 
durante 1, 10 y 30min. 
 

c) Cultivo estándar con agitación a 150, 180 y 220rpm 
{plataforma de agitación, Lab-Tech, México}. 
 

d) Cultivo estándar con posterior aumento en la velocidad de 
agitación a 180rpm {plataforma de agitación, Lab-Tech, 
México}, por 30min, 1h y 2h. 
 

e) Cultivo estándar con agitación a 180rpm en presencia de 
cuerpos de ebullición de plástico {plataforma de agitación, 
Lab-Tech, México}. 
 

f) Cultivo estándar en agitación a 180rpm en presencia de 
cuerpos de ebullición de vidrio {plataforma de agitación, Lab-
Tech, México}. 
 

g) Cultivo estándar y posterior agitación (500 y 2500rpm) con 
vortex {JK minishaker IKA} en presencia de cuerpos de 
ebullición de vidrio (durante 1, 3 y 5min). 
 

h) Cultivo estándar, pero incubación estática y posterior 
agitación (500 y 2500rpm) con vortex en presencia de 
cuerpos de ebullición de vidrio (durante 1, 3 y 5min). 
 

i) Cultivo estándar tratado en molino de aspas {Osterizer D020} 
durante 30s, 1 y 5min. 
 

j) Cultivo estándar con incubación estática, tratado en molino 
de aspas durante 30s, 1 y 5min. 
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6.5 Electroforesis Capilar  
 
6.5.1 Instrumentación 

Los análisis electroforéticos fueron llevados a cabo en un sistema de 

electroforesis capilar Beckman & Coulter {PACE/MDQ Glycoprotein System, 

Fullerton CA USA} y equipado con detector de arreglo de diodos y capilares de 

sílice fundida de 100µm DI {Polymicro, Texas USA} y 38 o 50 cm de longitud total.  
34 

 
6.5.2 Condiciones 

Se probaron soluciones buffer de fosfato de sodio {J. T. Baker, México} en 

concentraciones de 5 a 80mM y pH de 6, 7 y 8 para cada concentración. Las 

soluciones de condicionamiento del capilar fueron agua e hidróxido de sodio 1N {J. 

T. Baker, México}. Además, el material, soluciones buffer y de condicionamiento 

se utilizaron estériles. 

 
6.5.3 Preparación de la muestra 

La muestra consistió de fragmentos de hifas o germínulas, suspendidos en 

solución buffer. Toda muestra fue lavada y centrifugada con agua y solución 

buffer. Para su inyección en el aparato se resuspendieron fragmentos de hifas, 

aproximadamente 4mg N. crassa y 13mg de T. atroviride (peso seco) en 200µL del 

buffer de corrimiento y 1.5x106 germínulas/200µL, para ambos hongos. Para 

garantizar su dispersión las muestras se agitaron durante 1min en el vortex 

(1800rpm). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
 
7.1 Cinética de crecimiento de Neurospora crassa 
 

La cinética de crecimiento para las hifas de Neurospora crassa se siguió por 

408h en total (Graf. 1). Neurospora crassa no mostró claramente una fase lag, por 

lo que la fase log se observa suavemente desde el inicio y después de las 16h de 

incubación se mantiene acentuadamente hasta las 72h. La fase estacionaria se 

observa claramente desde las 120h y se mantiene así hasta concluir las 408h de 

incubación, donde aun no se observaba la fase de muerte. La velocidad de 

crecimiento se calculó en 0.094mg/h y el tiempo de duplicación en 7.4h. Durante 

las primeras 48h de la curva se siguieron a la par observaciones microscópicas, 

que proporcionaron la morfología general de la biomasa cultivada y su tamaño 

aproximado (Fig. 14). La cantidad de biomasa generada y las medidas tomadas 

respecto al grosor de las hifas se muestra en las tablas 2 y 3, respectivamente. El 

objetivo de la cinética fue también localizar el primer tercio de la fase logarítmica 

del hongo, el cual abarca gráficamente hasta las 24h de incubación. El micelio de 

esta fase representa el tiempo más corto en el que la población de hifas es más 

homogénea, en un sentido morfológico [Steele y Trinci, 1975] y se puede suponer 

que también metabólico. Entre las diversas variantes de Neurospora crassa, los 

datos de cinéticas de crecimiento suelen ser similares; sin embargo, la cepa aquí 

trabajada mostro parámetros marcadamente diferentes. Por ejemplo, se ha 

reportado para el crecimiento de la cepa silvestre de Neurospora crassa 74-ORB-

1a en medio voguel (suplementado con fructuosa y glucosa), una velocidad de 

crecimiento de 0.35mg/h y un tiempo de duplicación de 2h [Vázquez-Garcidueñas, 

1989]; el cultivo de la cepa silvestre Neurospora crassa chol-1 en PDB, mostro una 

µ=0.179mg/h y un Td=3.9h [Luck, 1963]; o en Neurospora crassa E-5256 una 

µ=0.284 mg/h y un Td=2.4h [Emerson, 1950]. Si bien, aunque estas cinéticas y los 

datos reportados por nuestra cepa son marcadamente diferentes, concuerdan en 

que sus fases log se aprecian en las primeras 24h y al igual que nuestra cepa, las 

dos últimas tampoco mostraron claramente una fase lag. 
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36 

 
 
Gráfica 1. Cinética de crecimiento de Neurospora crassa. Los puntos ilustran la 
biomasa generada cada 24h, desde 0 hasta 408h de incubación. El recuadro 
muestra la biomasa generada cada 2h hasta 36h. 
 

 
Durante el análisis microscópico nuestra atención se centró en observar la 

complejidad con que se organizan el micelio y el grosor de las hifas que los 

componen. A lo largo de la cinética se aprecian hifas agregadas que conforme 

aumentan en cantidad forman agregados más compactos y numerosos (Fig. 14). 

Sin embargo, toda hifa que compone estos agregados mantiene un grosor 

uniforme. Solo se evaluó el grosor, ya que prácticamente no es posible medir la 

longitud total de las hifas debido a lo complejo que puede ser establecer donde 

comienza y terminan estas, debido a sus largas ramificaciones y 

subramificaciones (Tabla 3). 

El grosor de las hifas que se encontró en mayor proporción para 

Neurospora crassa fue de 0.46 a 0.76µm. Las hifas más grandes alcanzaron de 1-

3µm y se presentaron en poca proporción. También se observaron hifas más 

pequeñas de 0.3 µm pero su proporción fue muy pequeña. Estos tamaños se 

observaron en todos los tiempos de crecimiento.  
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Figura 14 (1/3). Fotografías en microscopio óptico (Leica DLMB) de muestras de micelio 
durante la cinética de crecimiento de Neurospora crassa. En cada imagen se indica el 
tiempo de incubación (h) y objetivo.  
 

2h 20x 2h 40x 4h 20x 4h 40x 

6h 20x 6h 40x 8h 20x  8h 40x 

10h 20x 10 h 20x 12 h 20x 12h 20x 

14h 20x 14h 40x  16h 20x 16h 40x 

 
18h 40x 18h 40x 20h 20x 20h 40x 
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Figura 14. Continuación (2/3)  
 

22h 20x 22h 40x 24h 20x 24h 20x 

 
26h 20x 26h 20x 28h 40x 28h 40x 

30h 40x 30h 40x 32h 20x 32h 40x 

 
34h 40x 34h 40x 38h 40x 38h 20x 

 
40h 20x 40h 40x 42h 20x 42h 20x 
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Figura 14. Continuación (3/3) 
 

39 44h 20x 44h 40x 46h 20x 46h 40x 

48h 20x 48h 40x 

  

 

 

Tabla 2. Biomasa generada durante la cinética de crecimiento de Neurospora crassa.  
 
 

tin 
(h) 

Micelio 
(mg)* 

tin 
(h) 

Micelio 
(mg)* 

tin 
(h) 

Micelio 
(mg)* 

 0 2.6 22 15.3 44 32.5 
2 3.4 24 16.6 46 33.6 
4 4.8 26 18.5 48 43.7 
6 6.8 28 27.7 72 70.5 
8 6.9 30 28.4 96 73.6 

10 8.4 32 19.8 120 79.4 
12 8.2 34 28.5 144 79.1 
14 9.5 36 26.5 168 79.9 
16 8.4 38 35.5 192 78.6 
18 11.6 40 32.8 216 80.5 
20 13.3 42 32.7 408 84.2 

 
                              *Peso seco del micelio (M) 
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Tabla 3. Grosor de las hifas de Neurospora crassa durante la cinética de crecimiento 
 

Tiempo de 
incubación 

(h) 

Grosor de las Hifas
(µm) 

2 0.3, 0.46 , 0.53, 0.6, 0.76, 0.83, 0.9, 1, 1.1, 1.3, 1.4  
4 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.9, 1.5 
6 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.9, 1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.8, 2.3, 2.9, 3 
8 0.3, 0.53, 0.46, 0.6, 0.76, 0.9, 1, 1.2, 1.4, 1.5, 1.7, 2 
10 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.84, 0.9, 1, 1.2 
12 0.3, 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9 
14 0.46, 0.6, 0.76, 0.9 
16 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9, 1 
18 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9, 1.2 
20 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.9, 1.2 
22 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9 
24 0.46, 0.6, 0.76, 0.9 
26 0.46, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9, 1 
28 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.9, 1 
30 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.83, 0.9 
32 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.83 
34 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76, 0.9 
38 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76 
40 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.9 
42 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.76 
44 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.6  
46 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69, 0.76 
48 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.69, 0.76 
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7.2 Cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride 
 
Al igual que para Neurospora crassa la cinética de crecimiento para las 

hifas de Trichoderma atroviride se siguió por 408h en total (Graf. 2). Este hongo 

mostró una fase lag que abarca hasta las 24h de incubación, después de 26h la 

cinética muestra el inicio de la fase log que se mantiene acentuadamente hasta las 

96h de incubación aproximadamente. La fase estacionaria se observa alrededor 

de las 144h y hasta el tiempo de incubación registrado no se alcanza a observar la 

fase de muerte. La velocidad de crecimiento se calculó en 0.044mg/h y el tiempo 

de duplicación en 15.8h, estos datos son similares a los obtenidos por Vázquez 

Garciueñas [1997] para la misma cepa, donde se observo una µ=0.05mg/h y un 

Td=14h, pero utilizando medio mínimo mineral adicionado con glucosa al 2%. 
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Aunque con menos puntos de intervención, se siguieron observaciones 

microscópicas de la morfología general de la biomasa cultivada y su tamaño 

aproximado (Fig. 15). La cantidad de biomasa generada y las medidas tomadas 

respecto al grosor de las hifas de Trichoderma atroviride se muestra en las tablas 

4 y 5, respectivamente. El primer tercio de la fase logarítmica abarca gráficamente 

el intervalo de incubación de 26 a 50h. Microscópicamente el micelio de 

Trichoderma atroviride presenta un crecimiento que tiende al alargamiento de las 

hifas, en lugar de la aparición de ramificaciones nuevas. Las hifas más grandes 

observadas midieron 0.7µm y las más pequeñas 0.23µm. El crecimiento de 

Trichoderma atroviride en general es muy homogéneo pues en todos los tiempos 

de la cinética crecimiento se presentan la mayoría de los grosores de hifa medidos 

entre 0.3-0.6µm.  

41 

 

 

 

 

 
 

                                   Grafica 2. Cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride. 
  

LABORATORIO DE DESARROLLO ANALÍTICO UMSNH 
 



 DETERMINACIÓN DE LAS CARACTERÍSTICAS ELECTROFORÉTICAS DE CÉLULAS MICELIARES 
 

Figura 15 (1/2). Fotografías en microscopio óptico (LEICA DLMB) de muestras de micelio 
durante la cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride. En cada imagen se indica el 
tiempo de incubación (h) y objetivo.  
 

 
2h 20x 2h 20x 

 
8h 20x 

 
8h 40x 

 
12h 40x 12h 40x 

 
14h 40x 14h 40x 

16h 20x 16h 40x 
 

18h 20x 
 

18h 40x 

20h 20x 20h 40x 22h 20x 
 

22h 40x 

 
24h 20x 24h 40x 26h 20x 

 
26h 40x 
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Figura 15. Continuación (2/2) 
 

43 
28h 20x 28h 40x 30h 40x 

 
30h 40x 

 
48h 40x 48h 40x 

  

 
 
 
 
 

Tabla 4. Biomasa generada  durante la cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride 

 
tin (h) M (mg)* tin (h) M (mg)* 

0 10.7 30 29 
2 14 48 55.8 
8 13.9 72 73.1 

12 14.05 96 83.3 
14 10.1 120 73.8 
16 12.4 144 83.4 
18 11.7 168 96 
20 11.6 192 89.2 
22 17.1 216 88 
24 22.55 240 95.3 
26 19.8 264 102.5 
28 23.9 408 101.7 

                            *Peso seco del micelio (M) 
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Tabla 5. Grosor de las hifas durante la cinética de crecimiento de Trichoderma 
atroviride. 

 
 

Tiempo de 
incubación 

(h) 

Grosor de las Hifas 
(µm) 

2 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.76 
8 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69 

12 0.3, 0.38, 0.46, 0.5, 0.6, 0.7, 0.9 
14 0.3, 0.46, 0.5, 0.6, 0.83 
16 0.23, 0.3, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69 
18 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69 
20 0.3, 0.38, 0.46, 0.53, 0.84 
22 0.3, 0.38,0.46, 0.53 
24 0.3, 0.46, 0.53 
26 0.3, 0.4, 0.46, 0.53 
28 0.3, 0.38, 0.46,0.53,0.6, 0.76 
30 0.3, 0.38, 0.46, 0.53,0.6 
48 0.38, 0.46, 0.53, 0.6, 0.69 
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7.3 Crecimiento de germínulas 
 

Las germínulas tienen su origen a partir del crecimiento de conidias y se 

consideran como hifas una vez que su tubo germinal emerge. El desarrollo de las 

germínulas se siguió desde conidias hasta formar células de aproximadamente 

30µm (Fig.16 y 17). En Neurospora crassa este tamaño de hifas se encontró 

desde, las 6h de incubación y para Trichoderma atroviride hasta las 16h. El 

seguimiento de la longitud de las germínulas se reporta en las tablas 6 y 7. 

Podemos destacar que las conidias de Trichoderma atroviride inicialmente tienen 

una forma esférica y un tamaño muy homogéneo con un diámetro entre 0.3-

0.4µm, mientras que los de Neuropora crassa varían notablemente en su forma y 

tamaño, pues se observan conidias esféricas, ovoides y hasta cilíndricas, cuyo 

tamaño va desde los 0.7 a 2.4µm. Pese a la pequeña longitud de las germínulas, 

éstas conservan un intervalo de anchura igual a las hifas que forman grandes 

agregados de micelio, y que fueron observados en la cinética de crecimiento en 

ambos hongos. 

El crecimiento de las germínulas para una población de conidias de 

Trichoderma atroviride es homogéneo, mientras que para una población de 
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Neurospora crassa es heterogénea pues desde las primeras horas de incubación 

gran parte de las germínulas ya observan una longitud importante (+ 10µm) y otra 

parte numerosa se mantiene como pequeñas germínulas (+ 4µm) y conidias. Esta 

disparidad del tamaño de las germínulas de Neurospora crassa se debe a que la 

producción de conidias puede estar acompañada de la formación de artroconidias. 

Las artroconidias son segmentos de la hifa de tamaño variable que se desprende 

directamente del micelio para iniciar un nuevo punto de crecimiento [Herrera y 

Ulloa, 2004]. 45 

Las germínulas de Neuropora crassa comienzan a ramificarse desde las 4h, 

pero al cumplir 6h de incubación las ramificaciones observadas tienen una longitud 

casi igual a la hifa que les dio origen. Entre 12 y 14h las hifas de Trichoderma 

mantienen longitudes parecidas pero a las 14h es común observar hifas con 

ramificaciones pequeñas. 

 

 

Tabla 6(izq.) y 7(der.). Dimensión de las germínulas para ambos hongos 
 

tin 
 (h) 

Trichoderma atroviride 
Longitud de la germínulas 

(µm)* 
0 0.25, 0.3, 0.4, 0.45 
2 0.25, 0.3, 0.4  
4 0.3, 0.4, 0.45  
6 0.45, 0.5, 0.6  
8 0.6, 0.75, 0.9, 1.1 
10 0.9, 1.2, 1.5, 1.8, 2, 2.5  
12 3, 5, 4, 5, 7, 8, 9  
14 6, 11, 12, 13, 15, 17, 20  
16 11, 17, 20 ,22, 25, 27, 30, 32  
18 20,34, 36, 42, 45, 46, 47  

tin 
 (h) 

Neurospora crassa 
Longitud de la germínulas 

(µm)** 
0 0.76, 0.9, 1, 1.2, 1.4, 1.7, 2.1, 2.4  

 
2 0.8, 1.2, 1.6 2, 2.4, 5, 12 

 
4 1.6, 8, 14,17, 23 

 
6 0.8, 23, 29, 32, 40 

 

 * Los números en negritas representan el 
tamaño de la mayoría de población, al 
menos el 70%. 
** La mayoría de población presenta todos 
los tamaños descritos en cada tiempo 
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Figura 16. Fotografías en microscopio (Leica DLMB) de germínulas para Neurospora 
crassa. En cada imagen se indica el tiempo de incubación (h) y objetivo. 
 

 
Conidias 0h 20x Conidias 0h 20x Conidias 0h 20x 

 
Germínulas 2h 10x Germínulas 2h 20x Germínulas 2h 20x 

 
Germínulas 4h 10x Germínulas 4h 10 x Germínulas 4h 20x 

 
Germínulas 6h 10x Germínulas 6h 20X Germínulas 6h 20x 
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7.4 Obtención de fragmentos homogéneos de hifas en cultivo 
liquido  
 

7.4 Lisis química 
Durante años el uso de detergentes ha sido común para restringir el 

crecimiento de diversos microorganismos e inducir lisis de membranas y paredes 

celulares [Bao et al, 2007; Mahadevan y Tatum, 1965; Rodriguez y Mahoney, 

1994]. Además, entre otros usos y propiedades, el cultivo de MO en presencia de 

detergentes disminuye la adhesión (ya sea a sustratos o entre células vecinas) lo 

que evita la formación de agregados celulares y/o favorece la dispersión de dichas 

células [Holder y Keyhani, 2005]. Con el objeto de inducir fragmentación y facilitar 

la dispersión de masas miceliares se utilizaron los detergentes Tween 80, Dodecil 

sulfato de sodio y Tritón X-100, en los micelios de Trichoderma atroviride (Fig. 

18A) y Neurospora crassa (Fig. 18B). El efecto de los detergentes se evaluó con 

dos tipos de tratamiento, primero observando su capacidad de dispersión y/o 

fragmentación del micelio cultivado en presencia del detergente y segundo, la 

observación de estos mismos parámetros, aplicando el tratamiento con los 

detergentes sobre los hongos precultivados.  
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No obstante que se ha visto que el uso de Tween 80 a una concentración 

de 4 a 100mM en el cultivo de diversos MO (entre ellos Saccaromyces cerevisiae, 

Mycobacterium tuberculosis, Aspegillus sp, etc.), evita sin daño la formación de 

agregados celulares [Chhabra y Dhakad, 2008; Higuchi et al, 2008; Jauniaux et al, 

1978], este efecto no fue observado en Neurospora crassa ni en Trichoderma 

atroviride. El micelio de ambos hongos en presencia de Tween 80 se vuelve laxo y 

fácil de disgregar, sin embargo, desde la mínima concentración probada (0.1mM) 

se observan severas alteraciones morfológicas (Fig. 18E y G) y en 10 y 100mM 

los hongos no crecieron. En el tratamiento poscultivo se usó una concentración de 

1mM. En ambos hongos los tratamientos de 30min y 1h, no tienen efecto sobre la 

dispersión de la masa miceliar, en 2 y 4h se pueden obtener algunos fragmentos 

de micelio, pero sus hifas se observan dañadas (Fig.18 I y J). 
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En diversos cultivos de MO el uso de SDS en concentraciones de 10-

300mM permite la fragmentación parcial o rompimiento total de las células. Moré 

et al [1994], reportan que en el uso de SDS 144mM permite la lisis del 99% de las 

esporas de un cultivo de Bacillus subtilis. Lu et al [1994], mostraron que el 

tratamiento con este detergente a 300mM lisa eficientemente a S. cerevisiae. 

Mientras que Filip et al [1973], consigue fracturar ligeramente E. coli con un 

tratamiento de SDS 17mM. La concentración de SDS usada para lograr lisis o 

fragmentación celular es variable, por lo que se probaron concentraciones de SDS 

0.1 a 100Mm en Trichoderma atroviride y Neurospora crassa. En ambos hongos, 

el cultivo con SDS básicamente no tiene efecto sobre la calidad del entramado de 

las hifas y no induce fragmentación. Tanto en Trichoderma como en Neurospora la 

concentración máxima de SDS sin efecto aparente sobre el hongo fue 1mM, a 

concentraciones mayores (10-100mM) aumenta la perdida de contenido 

protoplásmico de las hifas (Fig. 18C). En el cultivo de Neurospora crassa con SDS 

10mM destaca la presencia de conidias y artroconidias (Fig. 18D), por lo que se 

hicieron experimentos adicionales a concentraciones de SDS de 20, 30, 40, 50, 

60, 70, 80 y 90mM. Se sabe que Neurospora crassa cultivado en medio liquido y 

agitación, solo presenta crecimiento vegetativo [Berlin y Anofsky, 1985]. Sin 

embargo, en estos experimentos se observó que la cantidad de conidias y 

artroconidias es consistente, su presencia aumentó progresivamente desde 20mM 

y fue máxima en 60mM. En 70, 80 y 90mM su presencia fue escasa. Brzobohaty y 

Kovac [1986], observaron en Saccharomyces que los tratamientos con los 

detergentes SDS (3.5mM) ó Tritón X-100 (16mM) por 30 y 60min, permiten la fuga 

de ácidos nucleicos debido al rompimiento moderado de estas células. En ambos 

hongos, para el tratamiento con SDS poscultivo, se eligió una concentración de 

10mM. En los todos los tiempos de tratamiento (30min, 1, 2, y 4h) no hay 

fragmentación y la masa miceliar solo se dispersa escasamente. El tratamiento de 

2 y 4h en Neurospora crassa induce conidiación y artroconidiación.  
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El desarrollo de los cultivos en presencia de Tritón X-100 promovió la 

fragmentación y dispersión de la masa miceliar desde la concentración más baja, 

0.1mM, sin embargo desde esta concentración el desarrollo general del micelio de  
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Figura 18. Fotografías al microscopio (Leica CME) de Neurospora crassa y Trichoderma 
atroviride en el tratamiento con surfactantes. 
 

 
(A) Neuroposra crassa 10x. 

Sin surfactantes 
(B)Trichoderma atroviride 

10x. Sin surfactantes 
(C) Neurospora SDS 20mM 

40x (+zoom) 

(D) Conidias y Artroconidias de Neurospora crassa inducidos por SDS 40x(+zoom) 

 
(E) Neurospora crassa con 

Tween 80 a 1mM 40x. 
(F) Neurospora crassa pos-
tratamiento con Tritón X-100 

1mM por 30min 

 
(G) Neurospora crassa con 

Tween 80 a 1mM 40x. 

 
(H) Trichoderma atroviride 
con Tritón-X100 1mM 40x. 

(I) Trichoderma atroviride 
postratamiento con Tween 80 

1mM por 2h, 40x. 

(J) Trichoderma atroviride 
postratamiento con Tween 80 

1mM por 4h, 40x. 
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ambos hongos se ve disminuido y se observan hifas drenadas (Fig. 18H). En los 

cultivos con 10mM aumenta notablemente la cantidad de hifas drenadas y el 

crecimiento es escaso, a 100mM se inhibe el crecimiento, en ambos hongos. Los 

tratamientos poscultivo de Tritón X-100 se realizaron con una concentración de 

1mM. En Trichoderma y Neurospora el tratamiento de tan solo 30min induce 

fragmentación de la masa miceliar y vaciamiento intercalar del contenido 

citoplásmico de las hifas (Fig. 18F). A mayor tiempo de tratamiento aumenta la 

fragmentación pero también el daño de las hifas en ambos hongos. 51 

 

7.4.2 Lisis mecánica 
 

Los cultivos líquidos en agitación de hongos filamentosos producen una 

masa de micelio primaria y formas dispersas de micelio (fragmentos de pequeños 

cúmulos de hifas o hifas libres, figuras 19 y 20, respectivamente). Uno de los 

principales factores que influyen en la fragmentación miceliar de un cultivo 

sumergido es la agitación [Amanullah et al, 2000; Justen et al, 1998]. Algunos 

hongos tienden a fragmentarse automáticamente con un pequeño estrés 

mecánico, en otros este fenómeno puede inducirse aumentando la velocidad de 

agitación y/o por medio del uso de hélices o esferas [Savage y Vander, 1946; 

Tuker y Thomas, 1994]. Por ejemplo, en una cepa recombinante de Aspegillus 

oryzae el aumento en la velocidad de agitación (con hélice) permitió la producción 

de mayor cantidad de fragmentos de micelio [Amanullah y Blair, 2000]; o bien, es 

frecuente el uso de perlas y agitación vigorosa para fragmentar diversos pre-

cultivos de micelio, como el de Mycosphaerella fijiensis, fragmentado de este 

modo para ser inoculado cuantitativamente en plantas y probar su capacidad 

infectiva [Garisto y Churchill, 2007].  

La siguiente tabla e imágenes son un reporte de experimentos conducidos a 

pequeña escala, probando varios métodos y estresores mecánicos para obtener 

mayor cantidad de fragmentos de micelio. En todos los experimentos se utilizaron 

cultivos estándar de Neurospora crassa y Trichoderma atroviride. El cultivo 
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estándar consiste en 3 asadas de micelio incubadas a 28°C en agitación constante 

a 120rpm. Neurospora crassa se incuba por 24h y Trichoderma atroviride por 48h. 

Bajo todas las condiciones ensayadas se obtuvieron resultados muy parecidos 

para ambos hongos por lo que, la cantidad de fragmentos producidos se reporta 

en una sola tabla (tabla 8). 

 

52 Tabla 8. Reporte de experimentos de fragmentación por medio de estrés mecánico. 
 

Experimento 
 

 Cantidad de fragmentos 
generados * 

 
Cultivo estándar.  Escasos 

 
Cultivo estándar y agitación posterior a 250, 450 
y 650rpm por medio de agitador magnético, 
durante 1, 10 y 30min.  
 

 Pocos 

Cultivo estándar con posterior aumento en la 
velocidad de agitación a 180rpm, por 30´, 1h y 
2h.  
 

 Moderados 

Cultivo estándar con agitación a 180rpm. 
 

 Moderados 

Cultivo estándar con agitación a 180rpm en 
presencia de cuerpos de ebullición de plástico. 
 

 Moderados 

Cultivo estándar en agitación a 180rpm en 
presencia de cuerpos de ebullición de vidrio. 
 

 Abundantes 

Cultivo estándar y posterior agitación (500 y 
2500rpm) en presencia de cuerpos de ebullición 
de vidrio (durante 1, 3 y 5min). 
 

 Abundantes 

Cultivo estándar, pero incubación estática y 
posterior agitación en presencia de cuerpos de 
ebullición de vidrio (durante 1, 3 y 5min) 
 

 Abundantes 

Cultivo estándar tratado en molino de aspas
durante 30s, 1 y 5min 
 

 Fragmentación casi completa 

Cultivo estándar con incubación estática, tratado 
en molino de aspas durante 30s, 1 y 5min. 

 Fragmentación completa 

 
* Para la observación al microscopio se concentra una alícuota de 1.5mL del líquido 
de cultivo y se centrifuga a 12000rpm. Para cada experimento se observó toda la 
muestra con el objetivo de 10x. Nos referimos como: escasos al observar de 1-3 
fragmentos por alícuota; pocos ,4-6; moderados de 7-10 y abundantes, más de 10. 
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En un proceso de fragmentación mecánica la ruptura de la célula es 

causada por la colisión entre la pared celular y los cuerpos de impacto (perlas) 

dentro del recipiente de agitación. La efectividad de la ruptura está en función de 

la velocidad de colisión, material de las perlas usado y la energía del impacto 

[Muller et al, 1998]. En los experimentos realizados, en general, pudo observarse 

que tanto en los cultivos de Neurospora crassa como de Trichoderma atroviride 

conforme aumenta la velocidad de agitación y/o presencia de cuerpos de 

ebullición (estrés mecánico), aumenta la cantidad de fragmentos presentes, sin 

embargo estos son pocos (máximo 10 en 1.5mL de cultivo). 
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Además del aumento en la cantidad de los fragmentos en los cultivos con 

mayor velocidad de agitación, se observó también que con una agitación de 

180rpm aumenta la presencia de conidias, artroconidias y germínulas. 

Comparando los cultivos de 120rpm con los producidos a 150rpm no hubo 

diferencias morfológicas, ni presencia de artrosporas, germínulas o conidias y 

tampoco aumento en la cantidad de fragmentos obtenidos. En los cultivos a 

220rpm se inhibió el desarrollo de ambos hongos.  

En todo momento el uso de cuerpos de ebullición permite una mayor 

obtención de fragmentos y la utilización de cultivos estáticos aumenta 

extraordinariamente la cantidad de fragmentos obtenidos en comparación con los 

cultivos estándar. Para muchos hongos producidos en un cultivo sumergido, 

puede ser vital una agitación adecuada que permita la suficiente aireación del 

micelio [Trinci, 1969]; no obstante, las cepas estudiadas fueron capaces de 

desarrollarse en cultivos sumergidos estáticos sin más diferencias morfológicas 

aparentes que su organización. Por otro lado Gillie [1968], reporta que las 

cinéticas de crecimiento de dos cepas silvestres de Neurospora crassa en cultivos 

estáticos presentan fases logarítmicas similares a las que presentan en cultivos 

sumergidos agitados. En un cultivo sumergido incubado en agitación (cultivo 

estándar) el micelio forma compactos entramados de hifas (Fig. 19) que se 

observan a simple vista como esferas algodonosas (Fig. 20), mientras que en un 
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cultivo sumergido estático el micelio crece disperso por todo el liquido (Fig. 21) sin 

formar entramados de hifas compactos (Fig. 22). 

El uso del molino de aspas para romper el micelio de cultivos sumergidos 

estáticos, produjo los fragmentos de hifas más homogéneos y de tamaño viable 

para su posterior análisis por EC. Por este método se logró la fragmentación 

homogénea del micelio completo (Fig. 23). Los fragmentos obtenidos por este 

procedimiento miden desde 5 a 40µm de longitud pero los más abundantes miden 

entre 20-30µm.  
54 

 

 

 

 

 

Figura 19. Muestras tomadas de la masa primaria de micelio en cultivo estándar 
después de 24 y 48h de incubación para Neurospora crassa y Trichoderma 
atroviride, respectivamente. 

 
 

 
Neurospora crassa 4x 

 
Trichoderma atroviride 10x 

 
Neurospora crassa 10x 

 
Trichoderma atroviride 40x 
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Figura 20. Formas dispersas de micelio en un cultivo estándar, arriba Neurospora 
crassa, abajo Trichoderma atoviride. Fotografías +zoom (microscopio Leica CME). 
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Figura 21. Matraces de cultivo sumergido; arriba, incubación en agitación continua 
a 120rpm; abajo, incubación estática.  
 

 

 
* Trihcoderma incubado por 48h y Neurospora por 24 
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Figura 22. Muestras de micelio de cultivos sumergidos incubados estáticos. 
 

 
Neurospora crassa 10x 

 
Neurospora crassa 40x 

 
Trichoderma atroviride 10x 

 
Trichoderma atroviride 40x 
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Figura 23. Fragmentos de micelio de cultivos estáticos obtenidos con molino de aspas. 
 

 
Neurospora crassa 10x 

 
Trichoderma atroviride 40x 

 
Neurospora crassa 40x (+zoom) 

 
Trichoderma atroviride 10x (+ 

zoom) 
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7.5 Electroforesis capilar para fragmentos de hifas 
 
Los fragmentos de micelio más idóneos para su análisis por electroforesis 

capilar, fueron los obtenidos al moler cultivos sumergidos estáticos (Fig. 23). Los 

fragmentos obtenidos por este procedimiento miden en su mayoría entre 20-30µm 

de longitud. Sin embargo, pese a la uniformidad en el tamaño de los fragmentos 

obtenidos, existe una importante heterogeneidad en la calidad de estos. Una 

muestra incluye (Fig. 24) fragmentos de micelio íntegros, fragmentos sin contenido 

celular (drenados), fragmentos mixtos (es decir, con partes integras y drenadas) y 

los contenidos celulares inmersos en el líquido de disolución (membranas, 

mitocondrias, ribosomas, trozos de pared, metabolitos, etc). 
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Los comportamientos electroforéticos de los fragmentos de hifas de 

Neurospora crassa y Trichoderma atroviride se observaron como una serie de 

picos. Pocas veces se comprobó la migración de los fragmentos de hifas, sin 

embargo, la migración de los contenidos celulares fue constante en todas las 

condiciones probadas. Para descartar las interferencias del medio de cultivo se 

realizaron corridas del medio donde los hongos fueron cultivados (PDB). Todas las 

condiciones de concentración y pH del buffer ensayadas se enlistan en la tabla 9. 

Entre los experimentos que permitieron corroborar la migración de algunos 

fragmentos mixtos e intactos de micelio se demuestran en las corridas para 

Neurospora crassa con buffer de fosfatos 10mM pH 8 (Fig. 25) y para Trichoderma 

atroviride el buffer de fosfatos 30mM pH 8 (Fig. 26). En ambas corridas se 

recuperaron algunas hifas (del medio migrante) en el vial de salida. Los EFG de 

ambos hongos muestran una serie de picos en los que no fue posible establecer 

cuál correspondía a estas hifas. Aunque las muestras de fragmentos de micelio 

tienen una longitud aparentemente viable para su inyección en el capilar, parece 

ser que los fragmentos todavía son demasiado grandes para ser inyectados en el 

sistema de EC, pues las hifas recuperadas en el vial de salida median entre 10 y 

15µm. Cabe la posibilidad de que si hayan entrado al capilar pero que se hayan 

quedado adheridas en las paredes del mismo. Esto bien podría comprobarse 

recuperando las soluciones de lavado del capilar. 
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También fue posible confirmar la migración de fragmentos vacios. En 

Trichoderma atroviride los buffers de fosfatos (Fig. 27) 20mM pH 6, 30mM pH 7 y 

30mM pH 8, permitieron la migración de esta clase de fragmentos. En Neurospora 

este tipo de migración se observó con los buffers (Fig. 28) de fosfatos 20mM pH 6, 

20mM pH 8, 30mM pH 7, 30 y 40mM pH 8. Los fragmentos drenados parecen ser 

sensibles al proceso electroforético ya que después de la aplicación del voltaje 

estos lucen hinchados, se sabe que la aplicación de pulsos de voltaje aumenta la 

permeabilidad de la membrana por medio de formación de poros; según el tipo de 

célula e intensidad de voltaje, la formación de estos poros puede ser reversible o 

no y permitir el ingreso de diversos solutos [Fox et al, 2006; Mazurek et al, 1995]. 

Se podría suponer que el aumento en la permeabilidad de los fragmentos durante 

el largo potencial aplicado, aunado a la presencia del electrolito, permite un influjo 

de moléculas de agua a los fragmentos y por eso se ven hinchados. 
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La migración de los contenidos celulares fue una constante a lo largo de 

todos los ensayos. Su presencia fue detectada en las muestras previas a su 

inyección y recuperadas después del procedimiento electroforético (Fig. 29). La 

migración de los contenidos celulares puede darse de dos formas (Fig. 30), 

primero pensado en estos contenidos como un paquete de partículas, que migra a 

través del capilar debido una carga neta aportada en conjunto por cada uno de los 

componentes de los contenidos celulares, o segundo; al someter los contenidos 

celulares al campo eléctrico estos se separan y migran individualmente [Armstrong 

et al, 2002; Lantz et al, 2007]. 

El primer comportamiento de migración fue el más frecuente y se observó 

claramente para los contenidos celulares de Trichoderma atroviride en corridas 

con buffer de fosfatos 60 y 80mM pH 7. En los EFG registrados (Fig. 31) se 

observan varias bandas con el mismo espectro de absorción, solo diferentes en el 

tiempo de migración y área de los picos, lo que nos indica que las partículas que 

migraron solo difieren en tamaño. Varios autores reportan que es posible obtener 

varios picos de las mismas partículas o células de la misma especie, si estos 

forman agregados de diferentes tamaños [García-Cañas y Cifuentes, 2007; 
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Simonet, 2005; Sumski et al, 2008]. En Neurospora este comportamiento se 

observa en 40mM pH 6 y 60mM pH 7 (Fig. 32). En estas corridas no se obtuvieron 

fragmentos de micelio en el vial de salida. 

En Trichoderma atroviride el segundo comportamiento de migración se 

observó claramente en corridas con buffer de fosfatos 30mM pH 8 y 40mM pH 7. 

En los EFG registrados (Fig. 33) se observan varias bandas con diferentes 

espectros de absorción. Para Neurospora el buffer de fosfatos 10 y 30mM pH 7 

(Fig. 34), ponen en evidencia la diversidad de los contenidos celulares que 

migraron. 
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En las mismas condiciones electroforéticas la migración de los contenidos 

celulares de Trichoderma y Neurospora es similar en el tiempo de migración pero 

cada uno posee un espectro de absorción característico, por ejemplo, 20mM pH 8 

y 60mM pH 7 (Fig.35).  

En el análisis electroforético el manejo de la concentración y pH del buffer 

son parámetros vitales, su efecto es variable, pero determinante sobre la 

separación, resolución y sensibilidad [Odda y Landers, 1996]. Bajo una misma 

concentración del buffer y observando el efecto del pH 6, 7 y 8, en general el pH 7 

permitió una detección más sensible y con bandas más agrupadas, por Ej., los 

EFG con buffer de fosfatos 80mM pH 6, 7 y 8 para Trichoderma y Neurospora 

(Fig. 36 y 37). En los contenidos celulares de ambos hongos el tiempo de 

migración no se modifica de manera importante. En cuanto al efecto de la 

concentración sobre el mismo pH se observó que a las mayores concentraciones 

de buffer aumentan notablemente la cantidad de bandas y su detección. Por 

ejemplo, para los componentes de Trichoderma y Neurospora a pH 7, las corridas 

con buffer de fosfatos a 10mM fueron las más pobres, mientras que a 40 y 60mM 

mejoran marcadamente (Fig. 38 y 39). A mayor concentración, es decir, a mayor 

fuerza iónica del buffer, las partículas adquieren mayor carga, lo que promueve un 

aumento en la repulsión electrostática entre las partículas y una mayor exposición 

de grupos cromóforos [Butkus et al, 2003; Lytle et al, 2004], ambos fenómenos se 

vieron reflejados por un aumento en la sensibilidad (intensidad de señal) y la 
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presencia de varias bandas, respectivamente. La concentración limite probada fue 

80mM, en los pH ensayados, ya que a esta concentración se generan corrientes 

de 275µA; concentraciones superiores a las probadas generarían corrientes 

mayores a 300µA, donde el proceso electroforético se vuelve inestable debido al 

efecto Joule [Odda y Landers, 1996]. 

Finalmente, se evaluó el efecto del voltaje (7, 10 y 13.5 KV) y el efecto de la 

longitud del capilar (38 y 50cm de LT). Tanto en Trichoderma como en Neurospora, 

ambos parámetros solo tuvieron un efecto en el tiempo de migración y no en la 

separación de las muestras, pues al aumentar el voltaje o acortar la longitud del 

capilar solo se observó una discreta disminución en el tiempo de migración.  
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Tabla 9. Condiciones de concentración y pH del buffer ensayadas en ambos hongos 
 

Neurospora 
crassa 

 Buffer de 
fosfato de sódio 

 Trichoderma 
atroviride 

     
[mM] pH  [mM] pH 

10 6, 7, 8  10 6, 7, 8 
20 6, 7, 8  20 6, 7, 8 
30 6, 7, 8  30 6, 7, 8 
40 6, 7, 8  40 6, 7, 8 
60 6, 7, 8  60 6, 7, 8 
80 6, 7, 8  80 6, 7, 8 
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Figura 24. Diversidad de los ffragmentos de micelio en uuna muestra 
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Figura 30. Esquemas de migración propuestos para los componentes celulares de Trichoderma 
atroviride y Neurospora crassa. Las esferas representan la diversidad de los componentes 
celulares. Arriba, migración como un paquete de partículas, que migra a través del capilar debido 
una carga neta aportada en conjunto por cada uno de los componentes de los contenidos celulares 
y su correspondiente EFG. Abajo, migración y separación de los contenidos celulares al someterse 
al campo eléctrico y tipo de EFG esperado. 
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Figura 31. EFG de contenidos celulares de Trichoderma atroviride, en estos se supone la migración 
de los componentes como paquetes de partículas. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de 
absorción. Condiciones: muestra, 13mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos en concentración y 
pH según se indique, capilar 38cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 7KV. 
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Figura 32. EFG de los contenidos celulares de Neurospora crassa, en estos se supone la 
migración de los componentes como paquetes de partículas. Arriba EFG a 201nm y abajo 
espectros de absorción. Condiciones: muestra, 4mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos en 
concentración y pH según se indique, capilar 38cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi). 
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Figura 33. EFG de contenidos celulares de Trichoderma atroviride, en estos se supone la migración 
y separación de los componentes. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de absorción. 
Condiciones: muestra, 13mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos en concentración y pH según 
se indique, capilar 50cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 13.5 KV. 
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Figura 34. EFG de contenidos celulares de Neurospora crassa, en estos se supone la migración y 
separación de algunos componentes. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de absorción. 
Condiciones: muestra, 4mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos en concentración y pH según se 
indique, capilar 50cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi). 
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Figura 35. EFG de contenidos celulares de Neurospora crassa y Trichoderma atroviride, en estos 
se ejemplifica las diferencias en los espectros de absorción y la similitud en su tiempo de 
migración, bajo las mismas condiciones. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de absorción. 
Condiciones: muestra, Neurospora 4mg y Trichoderma 13mg de micelio/200µL de buffer de 
fosfatos 20mM y pH 8, capilar 50cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 10KV. 
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Figura 36. EFG de los contenidos celulares de Trichoderma atroviride del efecto del pH (6, 7 y 8) 
bajo una misma concentración de buffer. muestra 13mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos 
80mM y pH según se indique, capilar 38cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 10KV. 
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Figura 37. EFG de los contenidos celulares de Neurospora crassa del efecto del pH (6, 7 y 8) bajo 
una misma concentración de buffer. muestra 4mg de micelio/200µL de buffer de fosfatos 80mM y 
pH según se indique, capilar 38cm LT, 100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 7KV. 
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Figura 38. EFG de los contenidos celulares de Trichoderma atroviride del efecto la concentración 
del buffer bajo un mismo pH. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de absorción. muestra: 13mg 
de micelio/200µL de buffer de fosfatos pH7 y concentración según se indique, capilar 38 o 50cm LT, 
100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 10KV. 
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Figura 39. EFG de los contenidos celulares de Neurospora crassa del efecto la concentración del 
buffer bajo un mismo pH. Arriba EFG a 201nm y abajo espectros de absorción. muestra: 4mg de 
micelio/200µL de buffer de fosfatos pH 7 y concentración según se indique, capilar 38 y 50cm LT, 
100µm DI, Inyección 10s (0.5psi), 10KV. 
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7.6 Electroforesis capilar para germínulas 
 

Una alternativa viable para el estudio de células miceliares lo representan 

las germínulas. Bajo las condiciones ensayadas se observó que fue posible la 

migración de germínulas de Neurospora crassa y Trichoderma atroviride. 

  Para el análisis de Trichoderma atroviride se utilizaron germínulas con 14h 

de incubación (Fig. 16), en este tiempo de crecimiento tienen un tamaño 

aproximado de 15µm. En un buffer de fosfatos 10mM a pH 7 y 8 las germínulas de 

Trichoderma atroviride pasan a través del capilar en un tiempo de migración entre 

2.5 y 5min (Fig. 40). Al final del análisis, fue posible recuperar las germínulas en el 

vial de salida, donde se observó al microscopio (Fig. 41) que los tamaños de estas 

células eran bastante diferentes entre sí, lo que explica, que los electroferogramas 

se expresen en varias bandas electroforéticas. En teoría podemos suponer que al 

igual que se ha visto en el análisis electroforético de bacterias [Szumski et al, 

2008], los conjuntos y agregados de células más parecidos migran en una serie de 

de bandas que agrupa tamaños cercanos. Las bandas observadas para las 

germínulas de este hongo tienen un espectro de absorción al UV igual (Fig. 42), 

donde las únicas diferencias entre éstas radican en el tiempo de migración 

(relacionado al tamaño de la célula) y la intensidad de la señal registrada (debida 

su concentración). 

71 

El análisis electroforético de germínulas de Neurospora crassa se vio 

limitado por la falta de un cultivo de germínulas de tamaños relativamente 

homogéneo (Fig. 15). Neurospora crassa produce simultáneamente conidias y 

artroconidias de tamaños muy diferentes, en cultivo las artroconidias se 

desarrollan más rápido que las conidias, por lo que es necesario implementar 

algún método de separación de estos. Pese a esto, un cultivo de germínulas de 4h 

de incubación, nos permitió observar que es posible su migración. Utilizando un 

buffer de fosfatos 30mM a pH 7, las germínulas de este hongo migraron en varias 

bandas electroforéticas (Fig. 43), entre 2.5 y 6 minutos. El espectro de absorción 

al UV (Fig. 44) fue igual en todas las bandas aunque con un tiempo de migración 
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diferente. Al observar al microscopio el vial de salida se observaron germínulas, 

conidias y artroconidias (Fig. 45).  

 
Figura 40. EFG a 201nm de germínulas de Trichoderma atroviride, 1.5x106germínulas/200µL en 
buffer de fosfatos 10mM pH 7 y 8. Capilar 100µm DI, 38cm LT, 13.5KV, inyección 10s (0.5 psi). 
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Figura 41. Fotografías al microscopio (40x +zoom) de germínulas de Trichoderma atroviride 
(teñidas con azul de metileno) después de su análisis electroforético con buffer de fosfatos 10mM 
pH 8. Capilar 100µm DI, 38cm LT, inyección 10s (0.5 psi) y 13.5KV. 
 

 

 
Figura 42. Espectro de absorción de germínulas de Trichoderma atroviride, 
1.5x106germínulas/200µL. Buffer de fosfatos 10mM pH 7. Capilar 100µm DI, 38cm LT y 13.5KV. 
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Figura 43. EFG a 201nm de germínulas de Neurospora crassa, 1.5x106 germínulas/200µL. 
Condiciones: buffer de fosfatos 30mM pH 7. Capilar 100µm DI, 38cm LT y 15KV. 
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Figura 45. Espectro de absorción de germínulas de Neurospora crassa. Condiciones: buffer de 
fosfatos 30mM pH 7. Capilar 100µm DI, 28cm LT y 15KV.  
 

 

 
Figura 45. Fotografías al microscopio óptico (+zoom) de germínulas de Neurosporacrassa, 
después del análisis electroforético con fosfatos 30mM pH 7. Capilar 100µm DI, 28cm LT y 15KV. 
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8. RESUMEN DE RESULTADOS  
 74 
 

La EC ha probado ser una técnica valiosa para el estudio de materiales 

biológicos. En este trabajo se logró por medio de fragmentación mecánica y 

cultivos sumergidos estáticos la obtención de muestras de fragmentos de hifas lo 

más homogéneas posibles para su análisis por EC. Bajo las condiciones 

electroforéticas probadas de voltaje, longitud del capilar, concentración y pH del 

buffer; aunque no hubo un comportamiento electroforético característico para 

todos los fragmentos de hifas de Neurospora crassa y Trichoderma atroviride, sí 

se pueden separar sus componentes celulares (Ej. núcleos, organelos, etc). 

Además, se comprobó la posibilidad del estudio de células miceliares como 

germínulas en ambos hongos con buffer de fosfatos 10 y 30mM a pH 7. En el 

análisis de componentes celulares las concentraciones de buffer más altas (60 y 

80mM) y pH 8 permitieron una mayor sensibilidad en la detección de estos. El 

voltaje y la longitud del capilar solo tuvieron un efecto importante sobre el tiempo 

de migración de los componentes y no en la separación. 
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9. CONCLUSIONES  
75  

Si es posible analizar células miceliares de Trichderma atroviride y 

Neurospora crassa por electroforesis capilar, aunque con los estudios realizados 

hasta el momento no se pudo establecer un comportamiento característico para 

cada fragmento miceliar. Sin embargo, es posible separar componentes celulares, 

lo que abre las posibilidades para realizar otro tipo de estudios en estos hongos. 

Además, se probó por primera vez que es posible el análisis de germínulas por EC 

para ambos hongos, pero aun es necesario trabajo adicional para controlar y 

probar la conducta de estas en el sistema de EC. 
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10. PERSPECTIVAS 

 
76 

Probar la dispersión del micelio con otros ensayos de los detergentes, como 

tratamiento con buffer adicionado con el detergente sobre micelio lavado. 

Probar en el micelio diversos morfógenos, tales como sorbosa, para inducir 

el crecimiento colonial y restringir su tamaño. 

Estudiar el comportamiento electroforético de germínulas con distintos tipos 

de soluciones buffer y diferentes valores de pH. 

Aislar mediante EC las diferentes fracciones celulares para su posterior 

caracterización. 
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