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2. DADES DEL CENTRE

Aquest treball esta basat en les practiques realitzades en la Unitat de
Microbiologia de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de la URV,
departament de Ciencies Mediques Basiques (DCMB). Aquestes practiques van
tenir lloc en la seva totalitat en les instal-lacions d’aquesta facultat, en el carrer

de Sant Lloreng 21, 43201 Reus, Tarragona.

L’estructura interna del DCMB comprén 12 unitats funcionals i dues comissions
especifiques. Els investigadors del DCMB formen part de grups de recerca

consolidats amb una produccio cientifica destacada.

La Unitat de Micologia es dedica a I'estudi, identificacio i caracteritzacio de fongs.
Per a aix6 disposa d’un grup especialitzat en taxonomia; que s’encarrega de fer
estudis taxonomics d’espécies fungiques a partir de mostres de multiples
ambients i localitats utilitzant tant tecniques classiques com moleculars; i un grup
especialitzat en micologia médica, que estudia els factors genics implicats en la
viruléncia de fongs d'importancia clinica i caracteritza els mecanismes d’infeccio
gue aquests utilitzen; desenvolupa noves técniques histologiques de diagnostic

i fa estudis de sensibilitat antifangica, in vitro i in vivo.

La Unitat de Micologia és un centre de referéncia en I'ambit hospitalari quant a
la identificacié fongs oportunistes, i esta especialitzada a fer estudis de tipat
molecular de fongs responsables d’infeccions nosocomials (les produides al

centres sanitaris).

A més, aquesta unitat col-labora estretament amb el Grup de Microbiologia
Ambiental, especialitzat en estudis amb bacteris usats com a indicadors de la
qualitat de l'aigua destinada al consum huma, té experiéncia de contractes amb
companyes farmaceutiques, centres hospitalaris i 'administracio publica i, a part
de les diferents publicacions per part dels seus investigadors, ha coeditat I'Atlas
of Clinical Fungi amb el Centre de Col-leccions de Cultius de Fongs de
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), d’Utrecht. També forma part de
lIISPV (Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili) que gestiona I'activitat de

recerca biomédica en diferents institucions de la zona.




3. RESUM | PARAULES CLAU

L’aspergil-losi invasiva és una malaltia infecciosa causada per fongs del genere
Aspergillus que resulta letal entre el 30 i el 95% dels casos, segons els organs
afectats, i que en les darreres décades ha vist augmentada la seva incidencia de
forma paral-lela a l'increment de poblaci6 immunodeprimida. El tractament
d’eleccié contra aquesta malaltia inclou el grup dels antifungics azolics, pero
cada vegada hi ha més aillats d’Aspergillus capacos de resistir els tractaments
amb aquests compostos. Si bé Aspergillus fumigatus és el principal agent causal,
altres espécies d’Aspergillus també poden causar aspergil-losi invasiva sent
fongs d’Aspergillus seccid Nigri els segons en incidéncia. Encara que els
mecanismes de resistencia antifingica estan extensament estudiats en A.
fumigatus, aquests es desconeixen en espécies no-fumigatus. En aquest treball
s’han inclos soques d’Aspergillus de la seccid Nigri amb diferents graus de
sensibilitat al voriconazol i s’han estudiat possibles mecanismes de resisténcia
tals com la presencia de mutacions en la proteina diana dels azols, Cyp51A, la
degradacio de l'antifungic per part de les lacases i 'augment de la quantitat
d’ergosterol en la membrana. No es va poder establir una relacié entre les
mutacions trobades i la resisténcia de les soques, pero si entre aquesta i
'activitat lacasa. Es va observar que les soques amb major resisténcia a
voriconazol contenien una major concentracié d’ergosterol; amb la qual cosa
sembla que els mecanismes de resisténcia al voriconazol de la seccié Nigri

difereixen dels descrits per A. fumigatus.

Paraules clau: Aspergillus, CMI, CYP51, mutacions puntuals, lacases,

ergosterol, voriconazol, resisténcia antifungica.



4. INTRODUCCIO

4.1. FONGS

El regne dels fongs esta compost per un gran grup d’organismes eucariotes amb
caracteristiques molt diverses, des d’éssers unicel-lulars aquatics a grans bolets
terrestres. Els fongs es caracteritzen per ser éssers unicel-lulars (llevats) o
pluricel-lulars (filamentosos) amb un alt contingut de quitina a les seves parets
cel-lulars (amb excepcié dels Mucorales) i ergosterol a la seva membrana
plasmatica. S6n organismes heterotrofs que obtenen els nutrients per absorcio,
prévia digestio extracel-lular per secrecié d’enzims. S’estima que existeixen al
voltant de 2,2 a 3,8 milions d’espécies (Hawksworth i Liicking, 2017), de les quals

nomeés se n’han descrit 120.000.

La majoria de fongs son saprofits, sent uns grans descomponedors de matéria
organica i jugant un paper essencial en el cicle de la materia i I'energia. Els fongs
també poden establir relacions mutualistes amb altres microorganismes com €s
el cas de les micorrizes o els liquens, pero també poden actuar com a patogens
de plantes aixi com d’animals aquatics i terrestres. Han estat utilitzats des de
l'inici de les societats humans com aliments en forma de bolets i en processos
fermentatius en I'elaboracié del pa o la cervesa. Més recentment, els fongs
s’utilitzen també per a la produccié de metabdlits secundaris, un dels casos més
coneguts és la penicil-lina sintetitzada per fongs de la familia Penicillum i

utilitzada encara avui en dia com a antibiotic.

Tot i aixi, els fongs també tenen
efectes perjudicials ja que causen
grans pérdues economiques en
camps de conreu aixi com en
productes agricoles (fig. 1). Moltes
espécies també son capaces de
produir micotoxines, toxiques pels .‘ (2

animals. A diferéncia d'altres q-ﬂ......‘ ..

microorganismes com ara bacteris Figura 1. Nectarines infectades per Aspergillus niger

i virus, els fongs presenten en



general baixa patogenicitat per a 'ésser huma i unicament els fongs dimorfics
(aquells que presenten creixement llevaduriforme i filamentds) poden ser
considerats com a veritables fongs patogens primaris pels humans. La baixa
infectivitat dels fongs en I'ésser huma, malgrat la gran exposicio, és deguda
principalment a I'elevada eficacia del sistema immunitari en eliminar cel-lules
fungiques dels teixits, principalment per I'accié dels neutrofils i els macrofags
alveolars. Malgrat aquesta baixa patogenicitat, els casos d’infeccions fungiques
greus no han fet més que augmentar en les darreres décades. Aquest augment
s’ha anat produint de forma paral-lela a 'augment de poblacié amb defectes
immunitaris. Aixi doncs I'aparicié de la SIDA, l'increment de transplantaments
d’drgans i de tractaments de llarga durada amb corticoesteroides aixi com I'is
de quimioterapics contra el cancer, entre altres, han afavorit un augment en la
incidéncia de micosis greus. Les espécies fungiques amb capacitat de donar lloc
a malalties greus en pacients immunodeprimits reben el nom de fongs
oportunistes i, encara que es dificil fer un llistat de totes les espécies causants
de infeccions oportunistes en I'esser huma, actualment n’hi ha descrites unes
600 (Guarro, 2012; Hoog et al., 2014).

Entre els fongs oportunistes, el genere Candida és el més frequientment aillat en
mostres cliniques, sent C. albicans la espécie més recorrent. Entre els fongs
filamentosos, Aspergillus i, més concretament, A. fumigatus és la especie amb
major presencia en infeccions humanes greus, seguit d’Aspergillus seccié Nigri i

seccio6 Flavi.

4.2. ASPERGILLUS

El genere Aspergillus va ser originalment descrit per Pier Antonio Micheli (1729)
i comprén al voltant de 250 espécies. Les espécies d’aquest génere sbn
aerobiques i es troben en casi tots els ambients rics en oxigen. Normalment es
troben com a contaminants en menjars amb mid6, a més, poden desenvolupar-
se sota condicions de gran pressié osmotica i en ambients pobres en nutrients

(oligotrofs).

4.2.1. Morfologia

El nom Aspergillus prové de |

aspergillum” (llati) , I'estructura que forma les

espores (conidis), que recorda a un instrument per escampar aigua beneida amb




el mateix nom i es troba en totes les espécies del genere, tot i que
aproximadament un ter¢ d’espécies també presenten una forma sexual
(teleomorf). Aquesta estructura conidiofora es pot trobar en I'extrem de les seves

hifes septades.

El conidiofor és I'estructura que suporta i dona lloc a les espores asexuals
(conidis) i consisteix en un peu que es genera a partir del miceli somatic i
presenta en lI'extrem terminal una vesicula. A sobre d’aquesta vesicula es
disposen fialides que sén les cél-lules conidiogéniques que generen per mitosi
els conidis. En algunes espécies d’Aspergillus també es poden observar unes

cel-lules entre la vesicula i les fialides, conegudes com metules (fig. 2).

a) b)

Vesicula

ST

Hifa

Figura 2. a) Microfotografies de conidiofors d’Aspergillus sp. b) Esquema del
conidiofor i els seus components.

4.2.2. Taxonomia

El genere Aspergillus es troba sota el filum Ascomycota, classe Eurotiomycetes,
ordre Eurotiales, familia Trichocomaceae. Aquest genere es troba dividit en 8
seccions, que engloben diferents espécies per caracteristiques morfologiques i
genétigues comunes; en el cas de la seccié Nigri aquestes caracteristiques sén
el color fosc de les colonies i conidis en forma de globus i diametres inferiors a

eum.

Tradicionalment la classificacio dels fongs es feia mitjancant la observacio
morfologica de les estructures reproductives, és per aixd0 que moltes especies,

incloent algunes del génere Aspergillus, tenen noms diferents segons es parli de



la seva forma sexual (teleomorf) o asexual (anamorf). Les espéecies tractades en

aguest treball, pero, son exclusivament asexuals.

La taxonomia de les especies de Aspergillus resulta molt complexa i continua
sense estar totalment resolta i, per aquest motiu, recentment aquestes s’han
agrupat en seccions. A més, les diferéncies entre alguns taxons sén molt petites,

de manera que és dificil diferenciar-los amb certesa.

Actualment la classificacié s’ajuda també de técniques de biologia molecular,
com la sequenciacio de genomes. La definici6 d’espécie en el camp de la
micologia encara no esta del tot clara, de manera que s’utilitza el criteri basat en
el concepte de phylogenetic species recognition (PSR); aquest consisteix en la
sequenciacio de certs gens que s’utilitzen com a marcadors i en el seu posterior
analisi filogenétic. En el cas de les espécies d’Aspergillus aquests gens son el
de la calmodulina, el de la B-tubulina i el de RPB2 (la segona subunitat més gran
de la RNA polimerasa Il), principalment.
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Figura 3. Arbre filogenétic de les espéecies d’Aspergillus seccié Nigri (Varga et al., 2011)



Mitjangant I'is d’aquests sistemes de classificacio taxonomica podem afirmar
que les espécies incloses en aquest treball, A. brasiliensis, A. tubingensis i A.

niger, formen part del clade A. niger, dins la seccié Nigri (fig. 3).

4.2.3. Aspergil-losis

Aspergil-losis és el nom donat a una gran varietat de malalties causades per la
infeccid de fongs del genere Aspergillus. L'espécie causant més habitual és
Aspergillus fumigatus, tot i que Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus o Aspergillus nidulans, d’entre altres, sén també responsables

d’infeccions greus.

La infeccio es produeix principalment mitjangant la inhalacié d’espores i poden
donar lloc a aspergil-losi broncopulmonar al-lérgica, cronica o aspergil-loma
pulmonar. En el cas de pacients immunodeprimits, la primoinfeccié pot donar lloc
a quadres invasius que poden derivar en aspergil-losi sistemica amb afectacio
multi organica incloent-hi el sistema nervids central. El diagnostic prematur és
essencial per resoldre I'aspergil-losi invasora i aguest és un dels primers reptes
als que s’enfronta el clinic. Degut a que 'aspergil-losi dona lloc a manifestacions
cliniques poc especifiques, i a que els Aspergillus poden actuar com a
colonitzadors transitoris de vies aeries, sovint és necessari la combinacio de
diferents técniques per tal de diagnosticar-la. Les imatges radiologiques, la
biopsia o els rentats broncoalveolars sén algunes de les técniques més
utilitzades juntament amb la determinacié de galactomanan o (1-3)-B-d-glucan
sérics (polisacarids presents a la paret cel-lular) o la realitzacié de cultius pel seu
posterior estudi morfologic o molecular (Ullimann et al., 2018). Un cop realitzada
la correcta identificacié de I'agent causal, el seglent repte al que s’enfronta el
clinic es l'establiment d’un tractament antifungic adequat. Si bé en el cas
d’Aspergillus fumigatus s’han establert punts de tall clinic que permeten
diferenciar les soques sensibles als antifungics dels resistents, en el cas de altres
espeécies aquests no s’han establert. El tractament d’eleccio inclou els farmacs
triazolics (itraconazol, voriconazol, isavuconazol o posaconazol), o la
amfotericina B liposomal en cas de resistencia in vitro als anteriors (Chowdhary,
Sharma i Meis, 2017).



Cal destacar que existeixen només 5 families d’antifungics i.e, azols,
equinocandines, poliens, al-lilamines i analegs de base. L’Us de les al-lilamines
es troba limitat principalment a infeccions superficials i els analegs de base com
la 5-fluorocitosina, només s’'usen en combinacio en casos excepcionals degut a
la seva elevada toxicitat. La amfotericina B també presenta importants efectes
toxics pel que sovint cal interrompre el tractament per tal de revertir la toxicitat
associada i les equinocandines han mostrat poca eficacia (Nett i Andes, 2016).

Aixi doncs, el tractament queda practicament limitat a I'Us dels azols.

4.3. AZOLS | MECANISMES DE RESISTENCIA

4.3.1. Mecanisme d’accié

Els azols actuen bloquejant la sintesi de I'ergosterol,
un esterol que es troba en les membranes cel-lulars
fangigues. Aquest compost dona fluidesa i
permeabilitat a la membrana a més de permetre la
funcio d’algunes proteines, d’'una manera similar al
colesterol en les celllules animals, i resulta
imprescindible per la viabilitat dels fongs (Da Silva
Ferreira et al., 2005; Sharpe et al., 2018).

F

En concret, inhibeixen la sintesis de I'enzim 14-a- \ljcl)grlllé(r)er\] gécﬁstructura quimica del
demetilasa (també anomenat Cyp51A), codificat pel

gen cyp51Aiinvolucrat en la ruta de sintesi de I'ergosterol. La inhibicié d’aquest
enzim provoca I'acumulacio de precursors de I'esterol i la reduccio de la quantitat
d’ergosterol, provocant un efecte fungistatic (inhibicié del creixement fangic) a
baixes concentracions o fungicida (mort cel-lular) a altes concentracions (Nett i

Andes, 2016).

4.3.2. Mecanismes de resistencia

La resisténcia d’Aspergillus fumigatus als azols es va reportar per primera
vegada als E.E.U.U. a finals dels 80 i a Espanya es comencen a detectar en
'ambient hospitalari al 2001 (Verweij, Mellado i Melchers, 2007). El principal
mecanisme de resistencia als azols descrit en A. fumigatus s6n mutacions
puntuals a cyp51A i repeticions en tandem en la seva regiéo promotora. S’han
descrit mutacions puntuals en les posicions G54, P216, F219, M220 i G448 i




repeticions en tandem en TR34/L98H;TTR46/Y121F/T289A que confereixen
resisténcia a voriconazol o altres azols. A part d’aquests “hotspots” també s’han
vist canvis d’aminoacids en altres posicions (Y431, Y121, G138) en soques
resistents (Mann et al., 2003; Mellado et al., 2004; Camps et al., 2012; Krishnan
Natesan et al., 2012; Hagiwara et al., 2016). Aquestes mutacions tendeixen a
apareixer durant tractaments perllongats amb farmacs azolics i darrerament
diversos estudis alerten sobre resisténcies creuades entre antifangics

fitosanitaris i d’Us hospitalari (Butts et al., 2018).

Altres mecanismes s’han relacionat també amb la resisténcia als azols com ara
sobre expressio de la proteina diana Cyp51A, mecanismes d’efluxié per accio de
bombes, rutes alternatives en la sintesi de I'ergosterol o degradacié de

I'antifungic intra- o extra- cel-lularment (Hagiwara et al., 2016) (fig. 5).
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Figura 5. Representacié dels mecanismes de resistencia als azols més comuns en A. fumigatus.

Actualment estem presenciant un increment global de resistencia als azols, cosa
que suscita una gran preocupacio ja que existeixen dubtes si I'Us dels azols
continuara sent efectiu els proxims anys (Verweij, Mellado i Melchers, 2007;
Howard et al., 2009). Es desconeix si els mecanismes de resisténcia descrits en
Aspergillus fumigatus actuen d’'una manera similar en altres espécies del génere,
amb la qual cosa la problematica terapéutica s’estendria a altres espécies
d’Aspergillus.



4.4. LACASES

Les lacases son enzims oxidants produits per un gran nombre d’organismes,
incloent els fongs del génere Aspergillus. Aquests actuen sobre anells fenolics
utilitzant oxigen com a substrat secundari i transformant-lo en aigua. Les lacases
tenen un gran ventall de substrats sobre els que poden actuar cosa que les fa
d’especial interés en processos biotecnologics. Aquestes aplicacions inclouen la
detoxificacio de restes industrials produides en la industria paperera, textil i
petroquimica perd darrerament s’esta investigant el seu Us en bioremediacio per
la seva capacitat de degradar pesticides i herbicides. Les lacases també
s’utilitzen en certs sistemes de depuracio d’aiglies i inclus en cosmeétics o en la
producci6 de farmacs (Rodriguez Couto i Toca Herrera, 2006). Encara que hi ha
poca bibliografia al respecte, s’ha hipotetitzat que les lacases fungiques podrien
estar implicades en la resistencia als farmacs antifungics. Estudis previs
realitzats en Talaromyces marneffei (Penicillium), han revelat que les soques
defectives en lacases son més sensibles a les especies reactives d’oxigen, a la
fagocitosi i als antifingics que les soques salvatges (Sapmak et al., 2016). A més
a més la produccio de lacases s’ha vinculat amb una major viruléncia i resisténcia
al tractament antifingic en pacients de cryptococcosis (Sabiiti et al., 2014). El
paper de les lacases en la resistencia antifangica en Aspergillus spp. no ha estat
investigada i per aguest motiu em investigat la produccié de lacases en

Aspergillus seccié Nigri i la seva relacié6 amb resistencia al voriconazol.



5. HIPOTESIS DEL TREBALL | OBJECTIUS

El principal mecanisme de resistencia als azols en Aspergillus fumigatus
(especie de referencia) son les mutacions puntuals i repeticions en tandem al
gen cyp51A, que codifica per la proteina que actua de diana pels azols. En altres
espécies d’Aspergillus es desconeixen els mecanismes de resistencia per
aguests compostos i si aquests estan relacionats amb els descrits en A.
fumigatus. Es probable que els mecanismes de resisténcia en Aspergillus spp.
no difereixin dels préviament descrits per A. fumigatus ja que les diferents
especies comparteixen caracteristiques fisiologiques, genétiques i ecologiques.

L’objectiu general del present treball és explorar si mutacions puntuals en cyp51A
en el complex d’espécies Aspergillus Nigri s6n responsables de la resisténcia als
azols i si aquestes mutacions son equivalents a les descrites en A. fumigatus. A
més a més, s’investigara si les soques amb major produccié de lacases o
aquelles amb major contingut d’ergosterol presenten una resisténcia
augmentada al voriconazol amb la finalitat de detectar quin o quins factors son
predominantment responsables de la resisténcia en la seccio Nigri.

Per a la consecucio de I'objectiu general es van establir els seglients objectius

concrets:

Determinacié de les concentracions minimes inhibitories (CMI) de

voriconazol en soques del complexe Nigri.

- Dissenyar primers especifics per a 'amplificacio i posterior sequenciacio
de cyp51A.

- Detecci6 de mutacions puntuals i repeticions en tandem al gen cyp51A i
correlacié amb els valors de CMI.

- Quantificar I'activitat lacasa en soques d’Aspergillus Nigri abans i després
de I'exposicié a voriconazol i establir una correlacié amb les CMls

- Quantificar el contingut d’ergosterol abans i després de I'exposicio a

voriconazol i establir una correlacié amb les CMIs obtingudes.



6. METODES

6.1. Soques

Per la realitzaci6 dels diferents estudis es van utilitzar un total de 14 soques
pertanyents al genere Aspergillus seccio Nigri, clade A. niger. En concret, es
disposa de 7 soques de I'espécie A. niger, 6 soques de I'espécie A. tubingensis
i una soca de I'espécie A. brasiliensis, tal com mostra la taula 1. Aquestes sén
identificades pel seu nimero FMR, un sistema de classificacio de la col-lecci6 de
la Facultat de Medicina de Reus.

Espécie FMR
A. niger 11894
A. niger 11898
A. niger 11254
A. niger 15388
A. tubingensis 11906
A. niger 15385
A. tubingensis 15389
A. tubingensis 14630
A. tubingensis 14635
A. tubingensis 14712
A. tubingensis 17207
A. brasiliensis 15386
A. niger 15441
A. niger 11900

Taula 1. Espécies i codis FMR de cadascuna de les soques utilitzades.
6.2. Preparacioé d’inoculs

Per realitzar els assajos descrits a continuacié es van realitzar diferents d’inoculs.
Aquests es van obtenir a partir de plagues amb cultius ben esporulats
d’aproximadament 5 dies. Els cultius es van inundar amb solucié salina amb

0.01% de Tween 20 i es van rascar suaument amb una nansa de cultiu per tal




de desprendre els conidis. Es va recollir la suspensio conidial i es va filtrar per
tal d’eliminar restes de miceli i agar. Es van realitzar dilucions seriades 1:10 i es
va ajustar la mida de l'inodcul (conidis/mL) per comptatge amb una camera de

Newbauer.

6.3. Determinaci6 de CMls

La determinacio de les CMIs de voriconazol es va realitzar seguint el protocol
descrit pel Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en el seu document
M38-A2 (Rex et al., 2008).

L’assaig es va dur a terme en microplagues de 98 pouets, on es va disposar
I'antifungic en files a concentracions dobles seriades (rang de 16 a 0,031 pg/mL).
Les columnes 11 i 12 es van fer servir com a control de medi (sense farmac ni
microorganisme) i control positiu (sense farmac), respectivament. Les
microplaques es van inocular amb 0,1mL de medi RPMI-1640 amb 0,4-10% -
5-10% conidis/mL a excepci6 de la columna 11, que es va fer servir com a control
negatiu. A la darrera filera de la microplaca (filera H) s’hi va inocular una soca
control (quality control), provinent de la col-leccié de 'ATCC, de la qual ja en
sabiem la CMI (fig. 6). D’aquesta manera es podien assajar un total de 7 soques

per microplaca.
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Figura 6. Esquema d’una microplaca de 98 pouets i la distribuci6 de les concentracions de VRC
assajades.




Les microplaques es van incubar durant 48 hores a 30°C i, mitjangcant la
comparacié amb el control positiu, es van assignar valors numerics al creixement
observable en cada pouet. EI nUmero 4 indicaria un creixement equivalent al
control positiu i.e.,100% de creixement; el 3, un 75%; el 2, un 50%; el 1, un 25%
I; el 0, un 0% de creixement. Definint-se la CMI d’un farmac vers la soca assajada

com la concentracid més baixa d’antifungic a la que se li va assignar un 0.

6.4. Deteccié de mutacions en el gen cyp51A

Es va buscar la seqliencia del gen cyp51A d’Aspergillus tubingensis en la base
de dades Aspergillus Genome Database per poder, a partir d’ella, dissenyar

primers per I'amplificacié d’aquest gen (taula 2).

Els primers es van dissenyar mitjancant el programa Oligo 7. Les caracteristiques
gue es van considerar per aquest disseny van ser una energia lliure negativa fins
un maxim de -3,6 kcal/mol, una temperatura de melting de 56 a 62 °C, una mida
de 19 a 24 bases, un contingut de GC d’aproximadament 50% i I'abséncia
d’estructures secundaries. Seguint aquestes premisses es van dissenyar quatre

primers per 'amplificacié del gen cyp51A (fig. 7).

Nom del primer Sequeéncia Temperatura de melting (°C)
Asptu-F1 ATGGCATATCTTGCTGTTGCA 60
Asptu-R1 TTAGTTCAAGGACCCCTTGGA 60
cyp51A-F1 GAACCCAGACGAGGAGAAG 60
cyp51A-R2 CGCAACATAATCCAAGAGCTA 60

Taula 2. Seqiiencia i TM dels primers utilitzats per I'amplificacié de cyp51A d’A. tubingensis.

Asptu-F1 Cyp51A-F1

(1-213 (BOG-824)
Promotor D,.rpﬂ JTerminad{:r
Cyp51A-R2 Asptu-R1
(947-967) (1575-1595)

Figura 7. Esquema de la localitzacié dels primers utilitzats per 'amplificacié de cyp51A
d’A. tubingensis.




Posteriorment es va dur a terme una amplificacié del gen amb els primers
dissenyats. Aquesta PCR es va efectuar amb una temperatura de
desnaturalitzacié de 98°C (1 minut), 25 cicles d’amplificacié6 amb 10 segons a
98°C, 30 segons a la temperatura de melting (60°C)i 1,5 minuts a 72°C, I'extensio
final va tenir lloc durant 10 minuts a 72°C. Els resultats d’aquesta PCR es van
visualitzar en un gel d’agarosa a I'1,5%. La polimerasa utilitzada va ser

EmeraldAmp GT PCR Master Mix, de la casa comercial TaKaRa.

Els productes de PCR, aixi com els primers utilitzats per a la seva amplificacio,
van ser enviats a 'empresa Macrogen per a la seva sequenciacio. Els resultats
es van rebre en forma de cromatograma per correu electronic. Es van alinear les
sequencies obtingudes i aquesta nova seqiiencia conjunt es va comparar amb

I'obtinguda de Aspergillus Genome Database mitjangant el programa SegMan.

6.5. Determinacio de I’activitat lacasa

Es van utilitzar medis de patata dextrosa agar (PDA) amb blau de bromofenol i
diferents concentracions de voriconazol (0; 0,25; 1 i 2 ug/mL) i es van dispensar
en plaques de Petri de plastic de 8,6cm de diametre. Les plaques es van inocular
en un punt central amb 40 pL d’'una suspensio de conidis consistent en 1,25-10°
conidis/mL (5-10* conidis per placa). Aquestes es van deixar créixer 5 dies a

30°C i es van escanejar els resultats.

Mitjangant el programa ImagedJ es va mesurar I'area ocupada per la colonia i
I'area ocupada amb I'halo groc que indica activitat de la lacasa (fig. 8). La primera
area es va restar de la darrera per tal d’obtenir I'area unicament de I'halo. A
continuacié es va efectuar una normalitzacio dividint aquest nombre per I'area de
la colonia, ja que si no es fes les colonies més grans sempre tindrien valors dels

halos associats majors.

VAC O VRC0,23 i 2

Figura 8. Exemple dels resultats obtinguts. Es pot observar la colonia en el centre de la
placa i I'halo en groc. A la part superior s’indica la concentracié de voriconazol (VRC)
utilitzada.



6.6. Quantificacié d’ergosterol

La quantificacié de I'ergosterol es va realitzar en soques crescudes en medi YG
amb o sense voriconazol per tal de valorar el contingut d’ergosterol en ambdues
condicions. Es van inocular 1-107 cel-lules en un erlenmeyer amb 50mL de medi
YG i es va deixar créixer durant 12 hores en un shaker a 37°C i 180 rpm.
Posteriorment el miceli es va filtrar amb filtres Monodur® i es va dividir entre dos
erlenmeyers, un amb medi YG i 4ug/mL de VRC (condicions d’induccio) i I'altre,
que servia de grup control, sense antifangic. Es va deixar a 37°C i 180 rpm durant

8 hores.

A continuacio, es va tornar a filtrar el miceli i es va guardar embolicat en paper

d’alumini a -80°C (fig. 9).
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Figura 9. Esquema del procés d'induccié amb voriconazol.

Totes les mostres van ser liofilitzades per facilitar el trencament cel-lular posterior

mitjangant una molta. La extraccié d’ergosterol es va realitzar a partir de 60mg



de cada mostra que es van diluir en 6mL d’'una solucié de KOH (5,13M) i EtOH
(65%). Després d’'una hora en un bany d’aigua a 85°C es van afegir 2mL d’aigua
i 6mL de n-hepta. Després de vortejar durant 3 minuts es va transferir la fase
superior a un tub nou i es va deixar a -20°C. El contingut d’ergosterol va ser
mesurat en Nanodrop (240 — 300nm) utilitzant n-hepta com a blanc. Aquest

procediment esta basat en l'usat per Arthington-Skaggs et al., 1999.




7. RESULTATS | DISCUSSIO

7.1. Determinacio de CMIs

Al cap de 48h es va observar el creixement visible en els diferents pouets
mitjangant I'ajuda d’un mirall invertit. Les CMIs determinades per cada soca en

front al voriconazol es poden veure en la taula 3.

Especie FMR CMI (ug/mL)
A. niger 11894 0,25
A. niger 11898 0,25
A. niger 11254 1
A. niger 15388 1
A. tubingensis 11906 2
A. niger 15385 2
A. tubingensis 15389 2
A. tubingensis 14630 4
A. tubingensis 14635 4
A. tubingensis 14712 4
A. tubingensis 17207 4
A. brasiliensis 15386 8
A. niger 15441 8
A. niger 11900 16

Taula 3. CMls de les soques estudiades.

El rang de CMIs és bastant gran, cobrint des de 0,25ug/mL fins a 16 yg/mL. Les
diferents soques ja van ser escollides a partir d’'un screening previ per tal de
seleccionar soques amb sensibilitats diferents. Si bé en el cas de A. fumigatus
s’han establert els punts de tall clinics i.e., valor de CMI que permet considerar
si una soca és sensible o resistent al tractament, en altres especies d’Aspergillus
no existeixen aquests punts de tall. D’aquesta manera els protocols del CLSI per
a E.E.U.U. estableixen que A. fumigatus es sensible a VRC si la CMI < 0.25
Mg/mL, resistent si la CMI = 2 ug/mL i variable si la CMI es troba en valors

entremitjos. En el cas de TEUCAST per a Europa, es considera que una soca de




A. fumigatus es sensible a VRC sila CMI <1 ug/mL, resistent sila CMI =2 pg/mL.
Encara que no s’han establert punts de tall clinics per altres espeécies
d’Aspergillus, en general s’accepta que aquests son una dilucié més elevada que
els obtinguts per A. fumigatus (Borman et al., 2017; Kamali Sarwestani et al.,
2018). Tenint en conte aquests preceptes, 4/14 (28.6%) soques van resultar

sensibles al VRC i 10/14 (71.4%) es podrien considerar resistents.

7.2. Mutacions en el gen cyp51A

Els primers dissenyats han demostrat ser utils per 'amplificacié de cyp51A de A.
tubingensis, corresponent-se les mides de les bandes observades en el gel

d’agarosa amb les esperades (fig. 10).

Asptu-F1 Cyp51A-F1 Asptu-F1

2 Asptu-R1 AsptuRl Cyp51A-R2
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Figura 10. Bandes observades en un gel d’agarosa al 1,5%
corresponents als amplicons obtinguts. En la part superior
s’indiquen els primers utilitzats en cada cas.

Les soques seleccionades per aquest assaig van ser 11906, 14630, 14712 i

17207, pertanyents a I'espécie A. tubingensis.

La sequenciacié de cyp51A va permetre localitzar 29 mutacions en la soca
11906, de les quals 27 eren sindonimes; 23 mutacions en la soca 14630, de les
quals 21 eren sinonimes; 32 mutacions en la soca 17207, de les quals 30 eren
sinonimes; i 19 mutacions en la soca 14712, de les quals 17 eren sinonimes. Les

mutacions que comporten un canvi d’'aminoacid es poden veure en la taula 4.




Soca | Posicié Base Nova Posicié Aminoacid Nou Mutaci6

(CMI) (base) tedrica base | (aminoacid) teoric aminoacid

11906 475 C T 158 Ala Val A158V
(2) 1293 C T 431 Pro Ser P431S

14630 475 C T 158 Ala Val A158V
(4) 1293 C T 431 Pro Ser P431S

17207 190 A G 63 Lys Glu K63E
4) 1457 C G 485 His GIn H485Q

14712 1185 G A 395 Val lle V395I
(4) 1457 C G 485 His Gln H485Q

Taula 4. Mutacions amb canvi d’aminoacid observades per cada una de les soques seqiienciades.

La majoria de mutacions sindnimes observades es troben repetides entre
diferents soques, aix0 evidencia que hi ha zones d’aquest gen que tenen una
probabilitat més alta de ser mutades i ens mostra on sén. Quasi totes aquestes
mutacions corresponen a I'tltim nucleotid del codo i resulten ser sindbnimes degut

a la degeneraci6 del codi genetic.

Pel que fa a les mutacions amb canvi d’'aminoacid, es pot veure que també es
troben repetides entre diferents soques i que es localitzen principalment al
principi o al final de cyp51A. Aquestes zones del gen no formen part del centre
actiu de la proteina per a la que codifica ni es troben en posicions involucrades
en el plegament tridimensional d’aquesta, de manera que és bastant segur dir
gue no juguen un paper important en la seva funcié i/o activitat. En concret, es
pot veure que la soca 11906 i la 14630 tenen les mateixes mutacions de canvi
d’aminoacid, mentre que la seva CMI és diferent. Si bé en el cas d’A. fumigatus,
diferents mutacions puntuals al gen cyp51A han sigut directament relacionades
amb la resistencia al VRC, els nostres resultats no permeten establir una relacié
directa entre la presencia de mutacions puntuals al gen cyp51A i la resisténcia o
sensibilitat al VRC en Aspergillus no-fumigatus. Es necessari, pero, realitzar
estudis incloent un nombre major de soques representatives de les diferents

CMls per tal de donar robustesa a aguesta observacio.

Tot i la importancia de les mutacions al gen cyp51A en la resistencia als azols en
A. fumigatus, diferents autors han suggerit altres mecanismes. Aixi doncs, la
sobre expressio de bombes d’efluxié implicades en el transport d’azols (ABC i

MFS) ha demostrat estar implicada en la resisténcia antifungica d’ A. fumigatus




als azols. Aixi mateix, el factor de transcripcié SrbA que participa en una ruta
alternativa de sintesi d’ergosterol ha demostrat estar també implicat en les
resisténcies. Altres mecanismes com ara la quantitat d’ergosterol en les
membranes fangiques o alteracions en la dinamica i estructura de membranes
mitocondrials han estat recentment descrits com a possibles factors de
resisténcia antifungica (Garcia-Rubio, Cuenca-Estrella i Mellado, 2017). La
resisténcia als azols sembla ser multifactorial i més que estar directament
relacionada amb un sol factor, es trobaria relacionada amb caracteristiques

multiples de soques concretes.

Seria interessant fer un analisi similar en les soques de A. niger per tal de veure
Si es podrien extreure les mateixes conclusions, de manera que els resultats es
puguin estendre a més espécies de fongs de la seccié Nigri i poder, potser,
observar algun patr6. A més, les soques estudiades de A. niger presenten un
rang més ampli de CMIs, de manera que és possible que hi hagi alguna mutacio
corresponent a les descrites en A. fumigatus, que només aparegui en soques

molt resistents.

7.3. Determinacio de I'activitat lacasa

Tres de les soques estudiades no van presentar activitat lacasa en absencia de
VRC en canvi, dues d’elles si ho van fer en preséncia de VRC indicant que la
produccio de lacases pot ser induida pel VRC. En la taula 5 es poden observar
els valors dels halos normalitzats de cadascuna de les soques, que es troben
representats en la figura 11.

SOCA CMI CONTROL VRCO.25 VReL VRC2
Hg/mL Hg/mL Hg/mL
11894 0,25 0 0 0 0
11898 0,25 0,20 0,44 0 0
11254 1 0,24 0,27 0,70 0
15388 1 0,35 0,49 1,10 0
11906 2 0 0 0,47 0
15385 2 0,17 0,25 1,79 1,89
15389 2 0,38 0,30 1,54 0
14630 4 0,41 0,37 1,70 1,20




14635
14712
17207

0,18 0,26 2,33 1,52
0,28 0,38 4,20 2,06
0,11 0,20 0,94 1,02
15386 0 0 1,08 4,09
15441 0,22 0,39 1,84 0

11900 16 0,28 0,36 0,90 2,40

Taula 5. Valors normalitzats de I'halo obtinguts per cada soca.
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Figura 11. a) Representacio grafica de les dades de la taula 5. b) representaci6 grafica del creixement
observat per cada soca en les diferents concentracions de voriconazol.




En general, es veu un augment en el valor de I'halo en concentracions creixents
de voriconazol, de manera que es pot dir que la preséncia d’aquest antifungic

estimula la sintesi o activitat de les lacases.

En les soques amb CMiIs de 0,25 (11894 i 11898) es pot observar poca activitat
lacasa; en el cas de la soca 11894 la seva activitat és nul-la sense presencia de
voriconazol i tampoc es veu induida quan se n’hi afegeix i, de fet, ja no s’observa
creixement en la concentracié corresponent al seu CMI. En canvi, la soca 11898
si que mostrava activitat lacasa en el medi sense voriconazol i encara era capag
de créixer en la concentracié de 0,25ug/mL, mostrant una activitat encara major,
de manera que és bastant possible que aquesta produccio sigui el que li hagi
permés sobreviure en preséncia de I'antifungic. Cap de les dues ha sigut capag

de créixer en concentracions més elevades.

En les soques de CMI 1 (11254 i 15388) s'observa, en ambdds casos, una
activitat creixent de lacases amb més concentracié de voriconazol. Les dues
presenten un comportament similar en les concentracions inferiors al seu CMI,
perd 15388 sempre té una activitat més elevada, i aguesta diferéncia es pot
veure reflectida en les concentracions més altes d’antifungic, ja que aquesta soca
€s capagc de créixer més en presencia de 1ug/mL que 11254 i, en presencia de
2ug/mL de voriconazol, es pot observar una mica de creixement, cosa que no es

veu en el cas de 11254.

Les de CMI 2 (11906, 15385 i 15389), mostren totes la tendéncia d’augmentar
I'activitat en concentracions de voriconazol majors, pero les lacases de la 11906
i 15389 ja no presenten activitat en la concentracié d’antifungic més alta, tot i que
ambdues presenten creixement en aquesta condicio. Aquest fet fa pensar que hi
ha altres mecanismes de resistencia que juguen un paper més important que
I'activitat de les lacases, almenys per aquestes soques, que els permeten créixer.
A més, en totes aquestes soques es comeng¢a a observar un creixement
lleugerament meés elevat en preséncia de 0,25ug/mL que en la condicié control,
aixo reforca la hipotesi que aquestes son capaces d’utilitzar el voriconazol en
petites concentracions com a substrat, pero en concentracions majors sembla

que l'efecte perjudicial del voriconazol és més prevalent.



En les soques de CMI 4 (14630, 14635, 147121 17207) es pot observar un canvi
pel que fa a les plaques amb 2ug/mL de voriconazol, ja que I'activitat de les
lacases és inferior a les de 1ug/mL. En la soca 15385 (de CMI 2) ja es podia
veure que l'activitat en la concentracié més elevada tampoc era gaire alta, pero
en aquestes l'activitat es redueix a aproximadament la meitat de la condicié VRC
1. Hauria sigut interessant, doncs, haver fet 'experiment amb una altra condicio,
VRC 0,5, per comprovar si aquesta tendencia es podria observar també en
soques de CMI 1. A més, també es pot apreciar el que ja es podia observar en
les soques anteriors, un major creixement en preséncia d’'una concentracié baixa

de voriconazol respecte la condicio control.

Les soques de CMI 8 (15386 i 15441) mostren comportaments diferents entre
elles, de manera que novament s’evidencia que hi ha altres mecanismes de
resisténcia que afecten als resultats obtinguts. Aixo es pot veure també amb el
fet que la soca 15386 no mostri activitat lacasa en les dos concentracions
d’antifungic més baixes pero el creixement no es vegi afectat. A més, considerant
gue novament es veu un major creixement en VRC 0,25 que en VRC 0, podria
ser que hi hagués un altre enzim involucrat en la degradacié de l'azol que
s’expressés més que la lacasa en aquesta soca, que és la unica de I'espécie
Aspergillus brasiliensis. En la soca 15441 no s’observa activitat de lacases en
les plaques de VRC 2, pero el creixement tampoc és 'esperat, és possible que

hi hagi hagut un error en la preparacié d’aquestes plagues.

Per ultim, la soca 11900 amb un CMI de 16 mostra una activitat creixent de
lacases en concentracions mes elevades de voriconazol, el fet que les condicions
estudiades es vegin més allunyades del CMI de la soca (>8 vegades més petites)
explica que l'activitat no sigui tant elevada com en les soques anteriors mentre

que el creixement és molt gran.

No s’observen diferéncies significatives entre el comportament de les soques

d’A. niger i A. tubingensis.




7.4. Quantificacié d’ergosterol
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Figura 12. Espectres d’absorbancia obtinguts en el programa Nanodrop per la quantificacié d’ergosterol.

Els valors obtinguts d’ergosterol en les diferents soques van mostrar que
I'exposicié a VRC provoca una disminucié en el contingut d’ergosterol, tal com
s’esperava, pero és d’interés que les soques amb una major CMI de VRC
presenten uns nivells basals d’ergosterol majors que els corresponents a les

soques amb CMls baixes (fig. 12).

En les a soques de CMI 0,25 (11894 1 11898), les quantitats d’ergosterol son molt
baixes i 'espectre resulta molt poc discernible, degut a aixd una quantificacio

numerica seria molt inexacta.

Per les soques amb CMIs més altes (11900 i 15441) I'espectre resulta molt més
clar. La soca de CMI 16 (11900) mostra un contingut d’ergosterol més elevat que
la de CMI 8 (15441) tant en la mostra control com en la induida. Ambdues es
veuen afectades per la preséncia de I'antifungic en una quantitat similar, pero el
fet de partir d’'una concentracio major en el cas de 11900 explica que el
creixement d’aquesta es vegi menys afectat pel voriconazol. La preséncia d’'una

concentracio major d’ergosterol fa que sigui necessaria també una concentracio



major de voriconazol per tal de fer-li front, de manera que es podria explicar la
resisténcia de les soques. Amb aquests resultats es pot, doncs, establir una
correlacié entre la quantitat d’ergosterol i el CMI de la soca. Tot i aixi, caldria

realitzar aquest estudi amb més soques de diferents CMIs.

Per la comprovacié d’aquests resultats seria convenient realitzar I'analisi genétic
del promotor de cyp51A, ja que una sobreexpressio d’aquest explicaria 'augment

de la concentraci6 d’ergosterol apreciable en les soques amb major CMI.




8. CONCLUSIONS

L’analisi de les mutacions trobades en cyp51A d’A. tubingensis mostra que
existeixen “hotspots” per mutacions en aquest gen. Tot i aixi, la majoria
d’aquestes mutacions son sindnimes (aproximadament un 90%) i es troben
localitzades en els extrems del gen, sense formar part del centre actiu de la

proteina per la que codifica o trobar-se involucrades en el plegament d’aquesta.

Tot aixo ens indica que no hi sembla haver una relaci6 directa entre la preséncia
de mutacions i la resistéencia en aquesta espécie. Tot i aixi, caldria fer més
estudis amb més soques de diferents especies d’A. Seccié Nigri i amb un rang

de CMI més ampli.

Els resultats obtinguts mostren que la preséncia de voriconazol indueix I'activitat
lacasa i que una activitat major sembla permetre un major creixement de la soca.
Hi ha, pero, alguns resultats que no es poden explicar solament amb l'activitat
d’aquest enzim; aixd suggereix I'accié d’altres mecanismes de resisténcia, o

potser d’'un altre enzim capag¢ de degradar el voriconazol.

A més, el fet que en la majoria de casos es pogués veure un creixement major
en preséncia de 0,25ug/mL de I'antifiungic que en les plaques control fa pensar
que aquestes soques poden ser capaces d’utilitzar-lo com a substrat en
concentracions baixes, perd que en concentracions majors I'efecte fungicida és
més prevalent. Caldria afegir noves concentracions de voriconazol a aquest

assaig per comprovar si les diferents observacions son aplicables.

També sembla que es pot establir una correlacié entre la quantitat d’ergosterol
present en la soca i la seva CMI, pero caldria realitzar aquest assaig amb més
soques i fer un analisi estadistic dels resultats per poder afirmar-ho.



9. PERSPECTIVES DE FUTUR

Els experiments mostrats en aquest treball i els seus resultats formen part de les
primeres etapes d’'una investigacio més amplia pel que fa als mecanismes de
resisténcia als azols per part d’Aspergillus seccid Nigri; com a tals, estan
destinats a donar una idea general de la direcci6 a la que encaminar els assajos

posteriors.

A partir de I'analisi de les mutacions trobades en cyp51A d’A. tubingensis s’ha
pogut veure que les soques d’aquesta espécie no mostren els mateixos patrons
de mutacions que les d’A. fumigatus. Aixo indica que calen fer més estudis amb
diferents especies de la seccié Nigri i amb un ventall més ampli de CMIs, per tal
de poder acabar de caracteritzar les mutacions que es poden trobar i, de la
mateixa manera que amb A. fumigatus, establir, si escau, en quins rangs de CMIs

apareix cada mutacio. Actualment aquests estudis s’estan duent a terme.

A més, també seria convenient sequenciar altres parts del genoma d’aquestes
espeécies i fer un analisi similar, com seria el cas del promotor de cyp51A, el gen
SrbA (factor de transcripcié d’'una ruta de sintesi alternativa d’ergosterol) o el gen
cdrlB (codificant d’un transportador d’eflux) per tal d’estudiar la prevalenca

d’altres mecanismes de resisténcia des d’'un punt de vista genétic.

Els resultats obtinguts apunten a que I'enzim lacasa pot estar relacionat amb la
resisténcia als azols, tot i aixi, aquests només es corresponen a una o dues
repliques i, per tant, caldria repetir els assajos per obtenir resultats més fiables.
També caldria afegir altres condicions, com la concentracié 0,5ug/mL de VRC;
aixo permetria comprovar si alguns dels patrons observats es mantenen. A més,
la manera de quantificar els resultats resulta una mica subjectiva, ja que és
l'usuari mitjangant el programa Imaged el que selecciona I'halo per tal de
mesurar-ne I'area i molt sovint aquest no té limits ben definits, o la seva intensitat
varia. Per tal de solucionar aquest problema, es proposa realitzar aquest assaig
en medi liquid i mesurar el canvi de color indicador de I'activitat lacasa mitjangant
un canvi en l'absorbancia o bé utilitzar HPLC, ja que aixi s’obtindria un valor

objectiu i absolut d’aquesta activitat.




La quantificacié d’ergosterol es va fer de manera molt temptativa, ja que es volia
comprovar si el procediment seguit per Arthington-Skaggs et al. seria aplicable a
fongs filamentosos i a més a més se li van afegir algunes modificacions, com
canvis en concentracions o el pas de liofilitzacio. Es per aixd que es va dur a
terme amb molt poques soques. El fet que els resultats mostrin una correlacio
entre el nivell d’ergosterol i el CMI indica que cal seguir investigant en aquesta
direccié i que, per tant, caldria fer el mateix procediment amb la resta de soques.
A més, seria convenient poder obtenir un numero concret a partir de I'espectre
d’absorbancia donat pel programa de Nanodrop, aixd permetria fer un analisi

estadistic dels resultats.
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11. AUTOAVALUACIO

He de confessar que al comencar les practiques no sabia qué esperar-me i vaig
arribar molt nerviosa, ja que mai havia estat treballant en un laboratori fora de les
practiques d’algunes assignatures de la carrera. A més, tampoc sabia
exactament amb qué treballaria, degut a que s’havia d’avaluar el que s’estaria
fent en diferents linies d’investigacié per tal de posar-me la que fos més
convenient. Aquesta por, pero, no va durar gaire ja que el Dr. Capilla em va fer
una introduccio detallada de qué s’estava fent i els primers dies vaig poder
treballar amb les tecnics de laboratori, cosa que em va permetre ubicar-me,

habituar-me al funcionament del laboratori i coneixer els diferents investigadors.

Una vegada vam decidir quina linia d’investigacio seguiria més, em vaig informar
sobre el génere Aspergillus, sobre mecanismes de resisténcia... | em vaig adonar
que gracies al que havia aprés en la carrera era capa¢ d’entendre qué es feia,
com es feia i el perque i donar les meves opinions. Aixi doncs, em vaig poder

integrar en I'equip molt rapidament i em vaig sentir molt comoda en ell.

Aviat em vaig adonar també de la importancia de la llibreta de laboratori que tant
tothom odiava en les practiques de les assignatures, sobretot si s’esta
investigant, ja que cada petita modificacid, observacio... pot resultar molt més
important del que podia semblar en primera instancia. |, també, tenir una llibreta

neta i entenedora facilita molt I'analisi dels resultats obtinguts.

Crec que aquestes practiques m’han permeés créixer molt en 'ambit professional,
ja que no es limitaven en seguir un protocol o un procés repetitiu, siné que calia
estar molt atent i pensar sobre els resultats i quin podria ser el segient pas a
donar. A més, he pogut practicar algunes tecniques donades a classe i
aprendre’n de noves, a part d’observar diferents maneres de fer coses similars
quan les fan diferents investigadors. Com a conclusid, estic molt satisfeta d’haver
fet les practiques en el grup de micologia de la FMR, de la meva feina alla i
d’aquest mateix treball, que espero que sigui una fidel representacié d’aquest

sentiment.



ANNEXOS



Annex I: Imatges dels halos de lacasa

SOCA VRC O VRC 0,25 VRC 1 VRC 2

11894

11898

11254

15388




11906

15385

15389

14630




14635

14712

17207

15386




15441

11900

En les fotografies es poden observar les plaques per la part superior i inferior,
per tal de mesurar les arees amb ImageJ es van utilitzar les de la part inferior,

fent la mitjana entre les diferents répliques.




Annex Il: Llistat de mutacions

Les mutacions amb canvi d’aminoacid es troben marcades amb un asterisc.

SOCA 11906
Posicié (base) | Base teorica | Nova base | Aminoacid teoric | Nou aminoacid
156 G A Gly Gly
475%* C T Ala Val
494 T C Val Val
512 G A Glu Glu
524 T C Tyr Tyr
554 G T Ala Ala
653 G A Ala Ala
689 G A Gly Gly
794 T C Asn Asn
845 G C Leu Leu
866 T C Asn Asn
878 A G Val Val
908 C T lle lle
911 A T Thr Thr
1013 A G Gln Gln
1031 C T Asn Asn
1073 T C Asp Asp
1091 G A GIn Gln
1160 A G Pro Pro
1172 C T Pro Pro
1193 C T Pro Pro
1250 C T Phe Phe
1256 C T Asn Asn
1293* C T Pro Ser
1301 G A Lys Lys
1358 C T Ala Ala
1367 C T Tyr Tyr
1424 T C Asn Asn
1457 C T His His
SOCA 14630
Posicié (base) | Base teorica | Nova base | Aminoacid teoric | Nou aminoacid
156 G A Gly Gly
257 A G Gly Gly
475* C T Ala Val
494 T C Val Val
512 G A Glu Glu
524 T C Tyr Tyr
554 G T Ala Ala
653 G A Ala Ala

Vi




689 G A Gly Gly
845 G C Leu Leu
878 A G Val Val
908 C T lle lle
911 A T Thr Thr
1013 A G Gln Gln
1031 C T Asn Asn
1073 T C Asp Asp
1091 G A Gln Gln
1172 C T Pro Pro
1193 C T Pro Pro
1256 C T Asn Asn
1293* C T Pro Ser
1424 T C Asn Asn
1457 C T His His
SOCA 14712
Posici6 (base) | Base teorica | Nova base | Aminoacid teoric | Nou aminoacid
156 G A Gly Gly
293 A C Thr Thr
338 C A Gly Gly
425 C T Asn Asn
530 G A Arg Arg
554 G T Ala Ala
680 C A Leu Leu
782 A G Thr Thr
794 T C Asn Asn
845 G C Leu Leu
1013 A G Gln Gln
1031 C T Asn Asn
1073 T C Asp Asp
1100 C T lle Ile
1160 A G Pro Pro
1172 C T Pro Pro
1185* G A Val lle
1193 C T Pro Pro
1457* C G His Gln
SOCA 17207
Posici6 (base) | Base teorica | Nova base | Aminoacid teoric | Nou aminoacid
156 G A Gly Gly
190* A G Lys Glu
293 A C Thr Thr
425 C T Asn Asn
498 C T Leu Leu

Vi




512 G A Glu Glu
653 G A Ala Ala
680 C A Leu Leu
782 A G Thr Thr
794 T C Asn Asn
845 G C Leu Leu
866 T C Asn Asn
878 A G Val Val
896 C T Ala Ala
1013 A G Gln Gln
1031 C T Asn Asn
1061 T C Tyr Tyr
1073 T C Asp Asp
1100 C T lle lle
1172 C T Pro Pro
1250 C T Phe Phe
1253 C T Pro Pro
1265 G A Arg Arg
1274 A C Pro Pro
1292 A G Gln Gln
1301 G A Lys Lys
1304 G A Glu Glu
1424 T C Asn Asn
1457* C G His Gln
1481 C T Gly Gly
1496 A T Pro Pro
1514 G T Thr Thr

Vil







