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PROLEG

El motiu que m’ha impulsat a la realitzacié d’aquest treball és I'admiracié vers la natura i tots els

éssers que la composen.

Quan passegem pel bosc, especialment a la tardor o durant la primavera quan hi ha molta humitat
perqué ha plogut molt, tot sovint ensopeguem amb algun bolet que altre. Alguns d'aquest bolets fins i
tot els arrepleguem i ens els mengem perque son deliciosos, com ara els rovellons o les mucoses.
Aquests bolets sdn fongs de mida gran, que es veuen a simple vista i que genéricament se'ls anomena
macromicets. Pero en realitat no sén els Unics fongs que hi ha en el bosc, ni als jardins de la nostra
ciutat, ni al jardi del institut ... Hi ha tot un moén de bolets de mida molt petita, els micromicets, que
ens rodegen sempre. SOn per tant, aquests fongs, que no es veuen a simple vista, els protagonistes
del meu treball i per aixo I'he titulat “els fongs invisibles del nostre entorn”. Com que no cal anar gaire
lluny per recollir-los, ni tampoc cal esperar que plogui per a que surtin, els fongs invisibles que he
estudiat son els del nostre institut, que provenen del I'aire que respirem i de mostres dels parterres
del nostre claustre, recollides durant el mes de juliol. Hauria pogut agafar mostres d‘altres punts com
parets, fulles dels arbres o les plantes de jardi ... pero, com veureu, n'hi ha tants de fongs
microscopics diferents que si hagués agafat mostres de tots aquests llocs hores d'ara encara estaria
estudiant-los i intentant esbrinar quin és el seu nom. Cal destacar que els fongs microscopics son molt
importants a nivell ecologic, perd també son importants perque d’ells s’extreuen productes que
s'utilitzen com a farmacs o a la industria alimentaria per a transformar els aliments, fins i tot n'hi ha

que provoquen malalties a plantes, animals i també a I'home.

Tot seguit anem a explicar que son els fongs i a veure quin paper desenvolupen en el nostre entorn.

1. PART TEORICA
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1.1

1.2

INTRODUCCIO

Aquest treball de recerca tractara, com ja s’ha esmentat en el proleg, del coneixement
de la diversitat biologica fungica en el recinte del Institut Salvador Vilaseca de Reus.
En l'estudi ens agradaria poder arribar a establir connexions tals que la relacié que hi
ha entre els fongs presents en el sol del claustre i els fongs que es troben en l'aire del
mateix recinte, si els géneres en els dos espais son coincidents, quin és el genere de
fong que abunda més... En primer lloc s’explicaran les caracteristiques generals dels
fongs i dels diferents grups en que es troben dividits, seguit d’una detallada explicacid
dels diferents géneres flngics que hem trobat en aquest estudi. L'explicacié dels
géneres consistira en destacar la importancia o les caracteristiques propies de
cadascun d’ells i una breu descripcié de la seva estructura microscopica perqué aixi,
quan els treballarem posteriorment en la part practica, sapiguem ja com son.
Posteriorment, es passara a explicar els procediments duts a terme en la realitzacié de
la part practica com ara: les diferents mostres emprades, la metodologia per la
recollida i el processament de les mostres, I'estudi de les mateixes i |'establiment de

conclusions a partir dels resultats obtinguts.

ELS FONGS, QUE SON?
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1.2.1 Caracteristiques generals

Els fongs son entesos com organismes eucariotes, heterotrofs, unicel*lulars o
pluricel-lulars (tal'lofits 1), amb cél-lules rodejades per una paret formada
principalment per quitina [**., Els fongs unicel*lulars també se'ls coneix amb el hom
de llevats, mentre que els pluricel’lulars se'ls anomena fongs filamentosos o
miceliars. Els nom d’aquests Ultims es deu a que el seu tal*lus *® esta format per
filaments que reben el nom d'hifes, i el conjunt d’hifes es denomina miceli. Ambdds
tipus de fongs es poden reproduir tant asexualment com sexualment i sovint

formen espores.

Vers la seva nutricid, com organismes heterotrofs s’alimenten de mateéria organica
a partir d'una digestio externa, és a dir, secreten una gran quantitat d’enzims que
degraden els substrats organics i els converteixen en productes més senzills, els
quals son posteriorment absorbits per la cél'lula fingica. Aquest sistema de
nutrici6 comporta que precisin de llocs on hi hagi molta matéria organica i també
aigua, per aixo sovint es troben en ambients humits i sense necessitat de llum.
Segons el tipus de matéria organica de la qual salimenten es diferencien tres

tipus:
%  Saprofits: Es nodreixen de mateéria organica en descomposicio [Fig. 1].

% Parasits: S'alimenten de la matéria organica d’'organismes vius. Poden produir

malalties, plagues o infeccions [Fig. 2].

% Simbionts: Es nodreixen de la matéria organica produida per altres

organismes vius als quals viuen associats beneficiant-se mituament [Fig. 3].

Fig. 1: Fong saprofit. P.ex. Xampinyo. Fig. 2: Fong parasit. P.ex. Peu d'atleta.
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Fig. 3: Fong simbiont. P.ex. Liquen.

S6n organismes que sobreviuen en ambients amb intervals de pH molt amples
(entre 2 i 9) i amb amples rangs de temperatures. També sén molt resistents a

canvis de pressié osmotica 3.

Pel que fa a l'estructura, com hem dit abans, la part vegetativa del cos de la
majoria de fongs esta formada per filaments llargs, cilindrics i ramificats, les hifes.

Segons la forma de les hifes, se les pot dividir en:

% Cenocitigues o sifonades: No presenten divisions o septes. So6n

plurinucleades. [Fig. 8]

% Septades o dividides: Individualitzen les cel*lules mitjancant septes o parets

transversals. [Fig. 8]

Les hifes Gnicament creixen per I'extrem apical !, de manera que en general, el

creixement miceliar és de tipus radial, prenent formes discoidals "’} o anulars !,

En relacid a la reproduccid, les cél-lules dels fongs son haploides, és a dir,
contenen un sol joc de cromosomes. Els fongs unicel*lulars es reprodueixen

asexualment. Depenent del tipus de reproduccio, se'n diferencien:

Gemmacid: Estructura annexa que creix de l'organisme original i que finalment se

separa [Fig. 4].
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Fig. 4: Reproduccié asexual mitjancant la gemmacio.

Fragmentacié: Trencament o divisié d'una hifa o del miceli [Fig. 5].

Individuo
progenitor

Del fragmento
surge una nueva
estrella.

Fig.5: Reproduccid asexual mitjancant
la fragmentacié a partir de la comparacié

amb l'estrella de mar.

Els fongs pluricel*lulars es poden reproduir tant asexualment com sexualment.
Parlem de reproduccié asexual quan té lloc mitjangant mitospores (¢! (2n) —
generalment anomenades conidis '~ formades en el conididfor 1%, la part
reproductora d'unes hifes especialitzades, les quals son genéticament idéntiques al
seu progenitor [Fig. 6].

Per altra banda, en quant a la reproduccié sexual, es diferencien dos processos
principals: la singamia i la meiosi 2\, La singamia o fecundacié es pot donar entre
dues céllules, entre dos gametangis'® o entre dues hifes. Comporta dos
processos que, depenent del fong, es donen simultaniament o bé, es troben molt
separats en el temps, fet que dona lloc a la creacié d’hifes constituides per cél*lules
amb dos nuclis (cél-lules dicariotiques) [Fig. 8]. Aquests dos processos son la
plasmogamia, que es basa en la fusié dels citoplasmes i, en la cariogamia, que és

la fusio dels nuclis.
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Tot sequit i després de la cariogamia, es dona lloc la meiosi, de la qual sorgeixen
les meidspores B! (n) formades en els gametangis [Fig. 7]. Aquestes meidspores
son geneticament diferents al progenitor i diferents entre si.

G
Spora-producing =t
struu::u.u'as {
PLASMOGAMY
[fuﬂm of cytoplasm)
ASEXUAL
REPROCUCTION
Mycelivm tnj 2
$n-nrs5 i SEXUAL
EIES REPRODUCTION
GERMIMATION GER MINA‘I’IDN MEIDSIS
e
Dﬁmr&a {n) L
Key 1o labels oy G Spare-producing
Hagloid {m} ‘; siruciures (0}
Hetarakaryalic (n auckel from diflerent parenis) ‘5‘
Diploid (27} (6

Fig. 6: Cicle de reproduccid asexual i sexual.
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Fig. 7: Cicle de reproduccié sexual.
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Fig. 8: Diferéncia entre el tipus d'hifes.

Miceli

Fig. 9: Estructura microscopia d’un fong micelia.

Durant molts anys, tots els eucariotes amb les caracteristiques que hem esmentat
abans, se'ls va considerar que formaven un Unic regne, el Regne Fungi, ben
diferenciat dels Regnes dels animals i les plantes, respectivament. Tot i aixo,
recentment, gracies a la biologia molecular i a I'estudi de I’ADN, en concret I'estudi
comparatiu dels gens que codifiquen els ARN ribosomics, es va veure que el Regne
dels Fongs incloia organismes molt diferents evolutivament. Per exemple, els
oomicets %, considerats i classificats fins a mitjans del segle passat dins del
Regne dels Fongs, en l'actualitat se’ls inclou en un altre regne, el Regne

51 Arran d’aquestes estudis, es va veure fins i tot que els fongs

Chromistes
verdaders estan evolutivament més propers als animals que no pas al Regne de les
plantes. Realment una paradoxa si pensem que els fongs sempre s’han estudiat

com una especialitat de la botanica. [Fig. 10]

10
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Fig. 10: Modif. a partir de: Adl, Sina M. et al. 2005. The New Higher Level Classification of Eukaryotes
with Emphasis on the Taxonomy of Protists. Journal of Eukaryotic Microbiology. 52(5): 399-451.

A partir doncs de I'estudi comparatiu de I’ADN fungic, en l'actualitat el Regne dels
Fongs es divideix en dos subregnes: Dikarya i el dels fongs basals. Els primers son
els que tenen el miceli vegetatiu septat i inclou el grup dels ascomicets
(Ascomycota) i dels basidiomicets (Basidiomycota), els quals comparteixen un
avantpassat comd [Fig. 11]. Els fongs basals son aquells que tenen el miceli
vegetatiu sense septes, antigament anomenats zigomicets (Zygomycota), i formats

per fongs evolutivament molt poc relacionats entre ells.

11
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:_‘f:?_-,- 2)
“fongs basals” ——E=
—— 3
PN ==
/\ ::_—:-m-

1

DIKARYA

[

Regne dels Fongs

Fig. 11: Arbre filogenétic del regne dels fongs modificat de McLaughlin i cols
(Trends in Microbiology 17: 488, 2009).

A partir d'aquest punt del treball es tractaran amb més detall els fongs pertanyents
als grups d’ascomicets, concretament les seves formes asexuals, també anomenats
deuteromicets, i un petit grup de fongs basals, els coneguts com a mucorals

(Mucoromycoting), ja que son els que es treballaran en la part practica.

12
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1.2.2 Ascomicets

Es el grup més ampli i diversificat de fongs. Les estimacions més recents (I'any
1988) n‘accepten unes 30.000 espécies (el 45% dels fongs coneguts). El seu miceli
estd format per hifes molt ramificades, septades i formades de quitina. Es
multinucleat i ramificat. La seva reproduccié sexual dona lloc a ascospores
(espores sexuals o meiospores); la reproduccié asexual déna lloc als conidis
(espores asexuals o mitospores) formats a partir de les cél-lules conididgenes 1},
en els extrems dels conidiofors [Fig. 9]. Normalment, parlem de deuteromicets per
referir-nos als fongs d‘aquest grup que solament es reprodueixen asexualment, ja
sigui perqué la seva reproduccié sexual es desconeix o bé no existeix. La majoria
dells son saprofits, perd també hi ha un considerable nombre d‘espécies
patogenes de plantes i animals. Tenen una gran importancia per I'home ja que sén
els fongs que engloben més patogens humans, pero també sén molt importants en
el camp de la industria, la biotecnologia o la medicina. Exemples destacats son: el
Tolypociadium inflatum productor de la ciclosporina, un farmac que es prescriu en
pacients transplantats per evitar el rebuig d'organs, el Penicillium notatum com a
formador de la penicil'lina, I'Aspergillus o Alternaria per a la descomposicio
daliments o causants d‘infeccions, o el Epidermophyton floccosum com a agent

causal de la infeccié anomenada “peu d'atleta”.

Fig. 12: Imatge de Tolypocladium inflatum a través Fig. 13: Imatge de Penicillium

d’un microscopi electronic d'escandellatge (SEM). Notatum gracies al SEM.

13
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1.2.3 Zigomicets (Mucorals)

Els mucorals formen el grup més complex i ampli dels fongs basals, comprenent
unes 60 especies. Aquests fongs presenten gairebé sempre un miceli filamentds i
ramificat i, amb paret quitinosa. Es diu que els mucorals, dins del grup al qual
pertanyen, presenten un caracter primitiu, el miceli sifonat, és a dir, sense septes
transversals en les hifes vegetatives —tot i qué és normal que se’n formin per a la
delimitaci6 dels organs reproductors—. Dels mucorals, se'n coneix tan Ila
reproduccié sexual com la reproduccié asexual. La reproduccié sexual es basa en la
fusid o conjugacié de dos gametangis iguals o desiguals, que ddéna lloc a una
zigospora 1®%, tancada a l'interior d'un zigosporangi %, de paret gruixuda i sovint
ornamentada. Al passar un periode de temps determinat, germina i produeix un
esporangi *”) de germinacié, sobre un peu. La reproduccié asexual esta ben
adaptada a la dispersio per |aire, i es realitza tipicament per esporangidspores 2,
originades a l'interior d'esporangis [Fig. 14]. La gran majoria son saprofits, viuen
sobre matéria organica en descomposicio, pero també hi ha parasits facultatius de

plantes i, fins i tot, parasits forca especialitzats d’animals i d'altres fongs.

Economicament, la seva activitat quimica és molt important per la seva
diversificacio, ja que ha permés que moltes especies hagin estat seleccionades per
a la produccio i fermentacio de certs enzims, acids organics, etc. En canvi, algunes
especies saprofites tenen una activa participacido en la degradacid6 de molts
aliments i, n’hi ha que poden causar malalties a I'home. Els trobem molt difosos al
sol, als fems, en matéria organica en descomposicié de tota mena, o sobre altres

bolets.

14
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Fig. 14: Cicle de reproduccio sexual i asexual dels mucorals. Fig. 15: Estructura d'un fong basal:
1) Hifes rizoidals; 2) Hifes de I'estold;
3)Esporangiofor; 4)Esporangi;
5) Columela.

Esporangi
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n (\ “\ - \‘ v )
\ -~ ~—
\ 3 ‘-"f’f.": /'- -3 ~
PR et R’
W f“‘i ' ( AT
< /{ s
Y /l(«‘ ~ \ \
/7 DR !
\ Conidiofor o

Fig. 16: Diferéncia entre les parts sexuals dels mucorals (esporangi) i dels ascomicets (conidiofor).

15



Els fongs invisibles del nostre entorn. = gi '

1.3 INFORMACIO GENERAL SOBRE ELS DIFERENTS
GENERES DE FONGS TROBATS A L'INSTITUT SALVADOR
VILASECA

1.3.1

Acremonium, 1821

Informacio: Antigament anomenat Cephalosporium. El génere Acremonium
engloba al voltant de 100 espécies de fongs miceliars, la majoria dels quals
son saprofits. Es poden trobar aillats en materia vegetal morta, en bolets
podrits i en el terra; ens espais interiors resten sobre papers pintats, plastics,
materials de construccié o fusta. Generalment en espais molt humits, amb
gran afinitat amb l'aigua. Moltes especies també son reconegudes com a
patogens oportunistes de I'home i dels animals, els quals poden causar

artritis, pneumonia, encefalitis i infeccions subcutanies entre altres.

Descripcio: Les colonies d'Acremonium son de creixement generalment lent.
Arriben a un diametre inferior a 25 mm en 10 dies. Al principi sdn compactes i
humides pero amb el temps es tornen pols, vellutades o amb flocs. Poden ser
de color blanc, gris, rosa o taronja [Fig. 18]. Les hifes son de parets fines i
hialines ©?”). Formen simples fialids ®*! erectes en forma de punxé sobre les
cél'lules conididogenes. Els conidis, en general, sén d'una sola céllula
(ameroconidia), hialins o pigmentats; poden adquirir formes des de
cilindriques fins a globoses. Normalment es troben en els extrems dels fialids

formant cadenes [Fig. 17 i 19].

Fig. 17: Esquema comu de Fig. 18: Placa de PDA ™! amb coldnia d’Acremonium.
I'estructura microscopia

d’Acremonium.

16
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1.3.2

Fig. 19: Estructura microscopia del fong Acremonium. (1000x).

Alternaria, 1816

Informacio: El génere Alternaria és un fong miceliar que inclou al voltant de
50 especies diferents, distribuides principalment per regions temperades. A la
natura s'acostumen a trobar creixent com a organismes saprobis sobre
material vegetal en descomposicio, tot i que algunes espécies son patogens
de plantes i causen importants pérdues econdomiques a lagricultura. Es un
dels fong demaciacis ™, és a dir, les seves hifes vegetatives contenen

melanina.

Descripcio: Les colonies d’Alternaria creixen rapidament i la mida acostuma
a assolir un diametre de 3-9 cm. La colonia normalment és plana coberta d'un

color grisos i forma hifes aéries amb el temps.

La superficie és blanca grisosa al principi i més tard s'enfosqueix i es torna
verda, marrd, negra o verd oliva. El revers acostuma a ser de color marrd
tirant a negre degut a la produccié de pigments [Fig. 20]. Els conidis sén molt
caracteristics i es formen en I'extrem de les cél*lules conididgenes. Els podem
trobar tan en suspensi6 en l'aire, en el terra, sobre els objecte i en l'aigua. La
mida és de 10-50 x 5-14 um i freqlientment presenten un apendix simple o
dividit, de forma el'liptica o ovoide, normalment amb septes transversals i
longitudinals, tipicament oblics; tenen parets gruixudes, amb la superficie llisa
0 rugosa, de color marré pal-lid o fosc i sovint amb una petita cicatriu conidial
1 3 |a base [Fig. 21].
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Fig. 20: Placa de PDA amb colonia Fig. 21: Conidis d’Alternaria procedents

d’Alternaria. d’una colonia. (400x)

Aspergillus, 1809

Informacio: El geénere Aspergillus engloba una série de fongs micelians
hialins que inclouen 170 espécies diferents. Es molt freqiient en I'aire d’espais
interiors i exteriors, en el terra i en restes vegetals durant tot I'any i arreu del
mon. Pot créixer en un rang de temperatures de 20-50°C. Es conegut per ser

un agent causant comu de les infeccions oportunistes en I'home.

Descripcio: En cultiu, segons |'espécie, les colonies assoleixen els 1-9 cm de
diametre rapidament. Acostumen a tenir una superficie amb tacte borrallut, a
ser de color verd fosc, marrd, negre, marrd daurat, groc o blanc. El revers
acostuma a ser groc pal’lid o bé incolor [Fig. 23]. A vista del microscopi, €ls
conidiofors on s'originen les espores, no son septats, es troben tensos sobre
el miceli, de parets més gruixudes les quals acaben amb un engrandiment o
vesicula % que pot ser globosa, subglobosa, en forma de bastd o hemisférica
[Fig. 24], envoltada d’unes cél‘lules suport anomenades métules 7). Les
espores es formen en cadenes basipetes ), en els extrems de les cél'lules
conidiogenes, que tenen forma d'ampolla, anomenades fialids [Fig. 22]. Els
conidis de 3-7 ym de diametre, son unicel*lulars, esférics, hialins 0 amb color i

llises 0 amb ornamentacions.
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Conidios

Fidlide

Vesicula

Conididfora

Fig. 22: Estructura microscopica del fong Asperillus.

Fig. 23: Placa de PDA amb colonies Fig. 24: Cap conidial d’ Aspergillus (400x).
d'Aspergillus.

Aureobasidium, 1891

Informacio: El génere Aureobasidium és un fong miceliar demaciaci que
inclou unes 14 espécies diverses. Es comunament trobat en restes vegetals, al
terra, en fusta, en teixits i en I'ambient d'aires interiors. Es un fong dimorfic,

és a dir, quan envaeix un organisme, es comporta com un llevat.

Descripcio: Les seves colonies creixen moderadament rapid. El diametre de
la colonia acostuma a ser de entre 1-3 cm. La superficie de la colonia és
plana, llisa i humida. Normalment de color blanc, rosa pal‘lid o bé groga al
principi i posteriorment es torna en marré o negre vellutat amb una capa
grisosa a causa de I'envelliment. El revers pot ser pal‘'lid o negre [Fig. 26]. Al
microscopi Unicament es veuen les hifes quan la colonia és madura.
Normalment les cel*lules conididgenes es troben intercalades en les hifes o en
punts terminals de les mateixes. Els conidis mesuren entre 3-6 um, son

unicel*lulars, hialins i de forma cilindrica o ovala [Fig. 271].
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A vegades, les hifes madures fan unes agrupacions anomenades coremis,

que formen parets estructurals [Fig. 25].

Fig. 25: Agrupacio d'hifes

en el fong Aureobasidium.

Fig. 26: Placa de PDA amb colonia Fig. 27: Estructura microscopia del fong

d'Aureobasidium. Aureobasidium. (400x)

Bipolaris, 1959

Informacio: Bjpolaris és un genere de fongs demaciacis que inclou més d'un
centenar d'espéecies. Moltes d’elles s'acostumen a trobar colonitzant material
vegetal en descomposicid, pero algunes es coneixen com a importants fongs
fitopatdgens ! que provoquen grans pérdues econdmiques a I'agricultura,
principalment en cultius de canya de sucre i cereals. Algunes també s’han
descrit com agents causals d'infeccions oportunistes en I'home especialment

afectant les vies respiratories.
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Descripcié: Les colonies de Bjpolaris acostumen a créixer rapidament
arribant a assolir entre 3-9 cm de diametre. La superficie té una textura
vellutada, primerament de color blanc i posteriorment marrd grisés, i a
mesura que madura més, es torna en color verd oliva i negre amb una
periferia grisosa [Fig. 28]. Les hifes que es formen son septades i marrons. Els
conidiofors de color marrd, poden ser tan simples com ramificats, i son
flexibles en els punts d'on sorgeixen els conidis. Aquests, també anomenats
poroconidiums, mesuren entre 30-35 pm de llargada i 11-13 pm d’amplada.

Varien de marro clar a fosc i segueixen un patrd de creixement [Fig. 29].

Fig. 28: Placa de PDA amb colonia de Fig. 29: Conidis procedents d’una colonia de

Bipolaris. Bipolaris. (400x)

Botryotrichum, 1885

Informacio: El génere Botryotrichum engloba un total de 10 espécies
diferents aproximadament de fongs filamentosos. Majoritariament son
fitopatogens, és a dir, causants de malalties a les plantes, tot i que també se
les pot trobar en productes de cel'lulosa, en aiglies residuals, excrements

d’animals, etc. Algunes espécies es troben parasitant ous de nematodes.

Descripcio: Les colonies son denses i blanques primerament i, al cap del
temps es van tornant fosques. El revers habitualment és de color taronja. Son
de creixement lent al desenvolupar-se només 2 o 4 cm [Fig. 32]. Els conidis
son hialins, tenen forma globular, de tacte aspre i mesuren uns 200 pum. Es
poden trobar lliures pel citoplasma o bé, en grup formant cadenes [Fig. 30 i

33]. Presenta esporodoquis 1 [Fig. 31].
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Fig. 30: Conidiofors i conidis del fong Fig. 31: Esporodoqui.
Botryotrichum.

Fig. 32: Placa de PDA amb Fig. 33: Conidis del fong
colonia de Botryotrichum. Botryotrichum (x400).

Cladosporium, 1995

Informacio: Els fongs pertanyents al génere Cladosporium es troben
freqlientment a les zones temperades, de muntanya boreal. Es pot localitzar
tan en aiglies (rius, llacs tan nets com contaminats), hidrocarburs, matéries
vegetals en descomposicio, nius i plomes d‘aus diverses, murals i frescos,
pintures de cavallet, dispersat per l'aire atmosferic, productes alimentaris
(llavors, cereals, etc.), terres (cultivades o no), téxtils (seda, cotd, etc.), etc.
Pot arribar a ser toxic per a I'ésser huma causant allérgies respiratories. Es
un dels fongs més comuns transportats per l'aire. Se’n coneixen unes 500

espeécies diferents, totes elles demaciacis.

Descripcio: Les colonies son de creixement més aviat lent. Acostumen a ser
vellutades, de color olivaci marré a marrd negre tot i qué a vegades també és

de color gris.

22



Els fongs invisibles del nostre entorn.

1.3.8

Amb freqiiéncia es trona pols a causa de I'abundant produccié de conidis [Fig.
34]. Les hifes vegetatives, els conidiofors i els conidis estan pigmentats de la
mateixa manera. Els conidiofors es troben erectes sobre les hifes, poden ser
lineals o flexibles i no ramificat o ramificat Gnicament en les zones apicals. Els
conidis mesuren entre 1-4 pm, soén unicel*lulars, llisos i es produeixen en un
ramificat de cadena acropeta ™M, és a dir, en la cadena de conidis, I'espora

més jove es troba en I'extrem més distanciat de I'inici de la cadena [Fig. 35].
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Fig. 34: Placa de PDA amb colonies de Fig. 35: Imatge on es pot observar les cadenes
Cladosporium. de conidis. (400x)

Clonostachys, 1839

Informacio: El genere Clonostachys conté tres especies diferents.
Normalment sén conegudes per la seva capacitat de control biologic a causa
de la produccié de substancies volatils toxiques per a fongs, bacteris o
insectes, els quals podrien ser agents de plagues. Aquestes emissions volatils
es diu que son semblants al diesel, per tant és un possible potencial de
biocombustible. També s’ha d’esmentar el comportament saprofit. A vegades
colonitzen plantes vives com un enddfit [, establint relacions d‘antibiosi o bé

actuant com un parasit en altres fongs.

Descripcio: Les colonies de Clonostachys acostumen a créixer rapidament tot
i que no assoleixen gaire amplada —no superen els dos centimetres—. Prenen
un color hiali, amb textura granulosa [Fig. 37].

Microscopicament, es poden diferenciar dos conidiofors diferents, ambdos
amb fialids, [Fig. 36] a través dels quals sorgeixen uns conidis amb formes
el*lipsoidals [Fig. 38].
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konidie
c
0
fialida —— —— fialidy]
Fig. 36: Esquema de I'estructura Fig. 37: Placa de PDA amb colonia de
microscopica del fong Clonostachys. Clonostachys.

Fig. 38: Imatge on es poden observar els dos tipus
de conidiofors, un curt a la part inferior dreta i l'altre,

a la part superior esquerra. (400x)

1.3.9 Epiccocum, 1824

Informacié: Els fongs pertanyents al genere Epicoccum es troben
ampliament distribuits arreu del mén i comunament aillats en I'aire, en el sol
actuant com a saprofit de plantes i en aliments, tot i que també es poden
trobar en animals i textils. Tot i que no es considerat com un patogen huma,

es creu que és un dels causants d'al’lérgies respiratories.

No s'acostuma a trobar en aillaments d‘aire interior, i és generalment més
abundant en ambients secs i ventosos. Només se’n coneixen dues espécies

diferents, ambdds demaciacis.
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Descripcié: Les colonies d’'Epicoccum creixen rapidament, amb tendéncia a
expandir-se i amb una forta pigmentacié groga inicialment i una posterior de
color taronja - marrd. Poden tenir un tacte llands, cotonds o esponjos [Fig.
40]. Els conidiofors, son curts i agrupats en forma de raims. El conjunt
d’aquests s'anomena esporodoquis. Les espores son de color marrd fosc,
globosos, rugosos i, quan son madurs, amb septes interns. Els conidis degut a
la seva gran mida (15-25 pm), es poden distingir com a petits punts negres
[Fig. 41].

40/\A/M

Fig. 39: Forma dels conidis del fong Fig. 40: Placa de OAT P amb colonia

d'Epicoccum. Epiccocum.

Fig. 41: Imatge microscopica de Epicoccum on es poden

veure els conidis, tan joves com madurs, i els conidiofors a

la part inferior de la imatge. (400x).
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Fusarium, 1821

Informacio: El genere Fusarium conté entre 50 i 70 espécies diferents que
es troben extensament distribuides en les plantes, generalment en la
microflora normal de productes basics com ara l'arros, la civada, el blat de
moro i I'avena i, en el sol. Tot i que sdon més comunes trobar-les en arees
tropicals i subtropicals, algunes habiten en el sol de climes freds. Es molt
conegut per ser causant de contaminacions i com a patogen en vegetals.

També pot causar diverses infeccions en humans.

Descripcidé: Les colonies generalment creixen rapidament. Depenent de
I'especie adopten colors pal‘lids o brillants. Algunes d'elles poden tenir un
miceli aeri cotonds. El color del tal'lus pot variar des de tons blanquinosos i
grocs fins a marrons, roses, vermells o tons liles [Fig. 43]. Els conidiofors
s'agrupen en esporodoquis amb fialids relativament allargats produint
macroconidis i microconidis. Els macroconidis son hialins, de dos a varies
cel'les, en forma de falg i en la seva majoria amb una cel*lula apical allargada

a I'extrem inferior.

Els microconidis son d'una a dues ceéllules, hialins i adquirint diverses formes

(piriforme, fusiforme o ovoide, recta o corba) [Fig. 44].

W4

Fig. 42: Representacid dels diversos tipus Fig. 43: Placa de PDA amb colonia
de conidis. (a: macroconidis; de Fusarium.

b: microconidis).
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Macroconidis

Microconidis

Fig. 44: Visi6 microscopica dels microconidis i macroconidis

de Fusarium. (400x)

Humicola, 1914

Informacié: El génere Aumicola conté 20 espécies diferents. Es un fong

cosmopolita !, Normalment es troba aillat del sol i de la matéria vegetal.

Descripcio: Les colonies del fong Aumicola tenen una taxa de creixement
lent. La textura de la colonia és cotonosa, normalment d'un color fosc [Fig.
46]. Microscopicament, podem veure els conidis que neixen directament de
les hifes vegetatives o conidiofors. Els conidis son grans i globosos [Fig. 45 i
47].

Fig. 45: Esquema de les hifes i conidis Fig. 46: Placa d’'OAT amb una colonia

del fong Humicola. d'Humicola.
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Fig. 47: Visi6 microscopica on es poden les

hifes vegetatives i els conidis. (400x)

Mucor, 1821

Informacio: El genere Mucor conté més de 50 espécies reconegudes que es
troben principalment en el sol, plantes, fruites i plantes en descomposicio. A
més de ser ubic ) en la naturalesa i un contaminant com( en els cultius
fungics dels laboratoris, algunes de les seves espécies son de gran

importancia econdomica.

A causa de la seva termotolerancia, poques espécies poden causar infeccions
en I'home —la seva activitat als 36°C és molt limitada—, tot i aix0, és possible
trobar-lo causant infeccions en el bestiar. Es I'lnic fong d’aquest treball que

no pertany a la familia dels ascomicets, sind que pertany als fongs basals.

Descripcio: Les colonies de Mucor creixen i s'expandeixen per la placa molt
rapidament en temperatures al voltat de 25-30°C. Té una aparenga esponjosa
amb una altura de diversos centimetres. La superficie és de color blanc
inicialment i amb el temps es converteix en marrd grisés [Fig. 49].
Microscopicament, es troben hifes no septades o escassament, amples —entre
6 i 15 pm—; els esporangiofors curts, erectes i estrets en els extrems; les
columel‘les son hialines i gairebé invisibles si I'esporangi no s’ha trencat. Els
esporangis son rodons —de entre 50 i 300 pm de diametre—, de color gris o
negre i plens d’esporangiospores [Fig. 50]. Quan els esporangis es trenquen
per alliberar les espores, queden disperses les parets cel'lulars que els
formaven anomenades collaretes %, Les esporangiospores, sén rodones o

lleugerament allargades amb un diametre de 8 um aproximadament.

28



Els fongs invisibles del nostre entorn. : Ei 4

1.3.13

Fig. 48: Estructura microscopica del fong

Mucor.

Fig. 49: Placa de PDA amb colonia de Fig. 50: Imatge on es pot veure la
Muco - la que té més extensio -. hifa no septada amb l|'esporangi ple
d’espores. (400x)

Paecilomyces, 1909

Informacié: Es pot dir que el fong Paecilomyces és omnipresent ja que es
pot trobar tant en l'aire, com en plantes, com en el sol, com en aliments... A
vegades també es pot aillar en insectes. Es considerat com a agent
contaminant, perod poc freqlientment com a causant d‘infeccions en I'home.

Se'n diferencien més de 80 especies diferents.

Descripcio: Les colonies de Paecilomyces creixen molt rapid i maduren amb
tres dies aproximadament. Normalment es desenvolupen a temperatures al
voltant dels 30°C, tot i que n’hi ha de termdfiles que creixen a temperatures

entre 50°C i 60°C. Sén planes, polsoses i amb textura vellutada.
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El color inicialment és blanc i posteriorment es transforma en groc, groc-verd,

groc-marro, rosa o violeta, depenent de les espécies. El revers és blanc brut,
ant o marré [Fig. 52]. Les hifes son septades i hialines. Els conidiofors
mesuren entre 3-4 um d'amplada i 400-600 um de longitud sovint estan
ramificats, portant fialids en les seves puntes. Aquests estan inflats en les
seves bases i s'estrenyen cap als seus apex . Normalment es troben
agrupats en parelles o bé en forma de gotims de raim. Els conidis, formats en
les puntes dels fialids, son unicel*lulars, i tant el color, hialins o foscos, com la
textura, suaus o rugosos, i com la forma, oval o formant llargues cadenes,
depenent de les diferents especies [Fig. 53]. L'estructura microscopica és
semblant al fong Penicillium, tot i que es diferencia per la forma de les
cadenes i el color verdds dels conidis propi del fong Penicillium [Fig. 50].

Fig. 50: Esquema estructura microscopica

del fong Paecilomyces.

Fig. 52: Colonia en PDA del fong Fig. 53: Visi6 al microscopi del fong
Paecilomyces. Paecilomyces. (400x)
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Penicillium, 1909

Informacio: El genere avarca més de 200 especies diferents, sent un dels
més abundants en el sol. Els llocs més comuns on es pot trobar és als
aliments, en teixits —sobretot en el cuir—, en restes vegetals en descomposicid,
en materials de construccid malmesos per l'aigua, en l'aire... Algunes especies
produeixen toxines, tot i aixd, moltes espécies de Penicillium sén beneficiosos
per I'ésser huma, com per exemple, gracies a elles és possible I'Us de
I'antibiotic penicil'lina ja que es sintetitza a partir d'una substancia que
secreten de forma natural, o bé la fabricacié de formatges com ara el Rocafort
o el Camembert, els quals son absolutament segurs de menjar. Sense

esporulacio, és quasi bé indistingible amb el genere Aspergillus.

Descripcio: Les colonies de Penicillium son de creixement rapid, filamentos i
llands o cotonds. Son inicialment blanques i posteriorment es tornen verdes
blavoses, grises verdoses, gris oliva, grogoses o rosades amb el temps. El
revers de la colonia és pal'lid o grogés  [Fig. 56]. Les hifes son septades i
hialines, amb conidiofors simples o ramificats, metules —ramificacions
secundaries que es formen sobre els conidis—, fialids i conidis. L'organitzacid
dels fialids en les puntes dels conidiofors és tipica per la semblanca a un
pinzell. Els conidis de 2,5-5 pym son rodons, unicel'lulars i agrupades en
cadenes no ramificades en els extrems dels fialids [Fig. 57]. En algunes
especies, grups d'erectes conidiofors que han perdut la seva individualitat,
s'agrupen formant unes estructures anomenades sinema ! [Fig. 55].

Macroscopicament es poden veure ja que son petites esferes negres.

Fig. 54: Estructura microscopica del Fig. 55: Sinema.

fong Penicillium.
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Fig. 56: Placa de PDA amb tres colonies Fig. 57: Imatge de l'organitzacié microscopica.
de Peniciflium. (400x).

Phoma, 1880

Informacio: Els fongs pertanyents al génere Phoma estan molt distribuits
arreu del moén. Es un dels géneres més grans de tots, tenint en si 2000
especies diferents; fet que dificulta la seva identificacid taxondomica sovint.
Com a fong habitual, es pot trobar en el sol, en matéria vegetal en
descomposicié o actuant com a patogen de les plantes. Varies espécies de
Phoma s'adapten facilment en els parametres ambientals interiors i prosperen
en els materials de construccid, com ara la fusta. També és comu trobar-lo en
paper, téxtils —com la llana o el cuir—, o els aliments que contenen grasses

vegetals i animals.

La prevalenga d’espores en |'aire exterior acostuma a ser baix, ja que son més
comuns i abundants en la superficie de fulles. Algunes de les espécies
produeixen importants micotoxines 8, Normalment no estan associats en

malalties humanes.

Descripcio: Les colonies de Phoma s'estenen amb un color marré grisos, de
tacte polsoses o vellutades. [Fig. 60] Rapidament es formen els picnidis [**
grans ( de 150 a 300 um), els quals son els cossos fructifers del fong, on dins
seu, hi trobem les cél'lules conididgenes. Els conidis, que son petits —menys
de 15 pum-—, unicel*lulars, transparents i globulosos o cilindrics, s'acumulen a
I'interior del picnidi [Fig. 59]; quan aquest esta ple, els conidis surten al
exterior a través de l'orifici del propi picnidi [Fig. 61].
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Fig. 58: Esquema estructuta microscopica Fig. 59: Picnidi amb els conidis a I'exterior.
del fong Phoma. (400x)

Fig. 60: Placa de PDA amb colonia de Fig. 61: Visi0 microscopica del fong
Phoma. Phoma. (200x)

Pithomyces, 1973

Informacio: Els fongs pertanyents al génere Pithomyces es pot dir que son
cosmopolites en la naturalesa. Existeixen més de 40 espécies diferents dins
d’'aquest génere, totes elles demaciacis. Els llocs més freqiients on es pot
trobar actuant com a fong saprofit son en les fulles mortes d’algunes plantes,
en el sol i en els camps de pastura; rarament es troba en espais interiors, tot i
que en condicions adequades es pot trobar en el paper, en les teulades i en
catifes. Tot i que actualment no es coneix com a patogen huma, esta en

estudi com a possible agent al*lergogen.

Descripcio: Les colonies de Pithomyces son de creixement rapid. El color de
la superficie de la colonia pot variar des de tonalitats clares fins a fosques com
ara el marrod fosc; el revers acostuma a ser de color marré fosc. Tenen una

textura cotonosa. L'esporulacié de les colonies és lenta [Fig. 63].
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Els conidis sén multicellulars i pigmentats. Mesuren entre 20 i 30 pm.
Presenten septes transversals i longitudinals i la forma pot evolucionar des de

forma de barril, a el*lipse o bé en forma de cub [Fig. 65].

M Tag

Fig. 62: Esquema estructura microscopica Fig. 63: Placa de PDA amb colonies de

del fong Pithomyces. Pithomyces.

Fig. 64: Estructura microscopica on Fig. 65: Conidis ja madurs de Pithomyces.
es pot observar la formacié de conidis,

tintats de color blau.

1.3.17 Scedosporium, 1919

Informacio: En el génere Scedosporium es diferencien tres espécies
diferents. Les tres espécies, demaciacis, es poden trobar comunament en
mostres de sol i afectant a pacients immunocompetents 28! i immunodeprimits
130 tan humans com animals. S6n resistents a la majoria dels farmacs

antifngics, el que comporta que la infeccié sigui sovint mortal.
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Descripcid: Les colonies de Scedosporium acostumen a créixer i madurar
amb rapidesa. La textura és cotonosa i humida al principi, com si fos un llevat,
i posteriorment es transforma en una textura plana amb fines, curtes i petites
tires de miceli. El color de la colonia minva de gris clar a negre a mesura que
va madurant. El revers és de color gris o negre [Fig. 68]. En la visid
microscopica veiem que té unes hifes septades hialines; unes cel*lules
conididgenes, anomenades annélides, [Fig. 67] que poden sorgir directament
de les hifes o bé formar-se en les puntes dels conidiofors, tenen forma
d’ampolla i tenen la base inflada amb un coll allargat; els conidis, que
mesuren entre 3 i 13 ym son unicel*lulars, de forma ovalada i de color oliva
tirant a marrd [Fig. 69]. Es formen en els raims en I'apex de les annelides.
Alguns ceps poden produir conidis rodons, de parets gruixudes que deriven

directament de les hifes.

—

10 pm
Fig. 66: Esquema de l'estructura Fig. 67: Visi6 microscopica de les hifes (marro)
microscopica del fong Scedosporium. i les annélides (blau) observada a través d’un

microscopi electronic d’escandellatge.

|_—Annelida

7Conidis

———Hifa

Fig. 68: Placa de PDA amb una colonia Fig. 69: Estructura microscopica del fong

del fong Scedosporium. Scedosporium. (400x)

35



Els fongs invisibles del nostre entorn.

1.3.18

Stemphylium, 1833

Informacio: El génere Stemphylium conté més de 20 especies demaciacis
diferents, les quals estan distribuides principalment en matéria vegetal, tan
viva com en descomposicid, provocant plagues en plantes. També es poden
trobar, tot i que en menys freqliéncia, associats a la degradaci6 i destruccid
de llana, cotd, lli i cuir, entre altres productes d'origen animal. Ocasionalment,
també se'ls pot trobar en espais interiors, com en les pintures i plastics, si les
condicions de humitat son oOptimes. Algunes d'elles poden produir
micotoxines.

El fong Stemphylium pot ser el causant de reaccions al*lérgiques en humans.
No confondre amb Ulocladium ja que l'estructura microscopica és molt

semblant.

Descripcio: Les colonies de Stemphylium creixen i maduren rapidament.
Tenen una textura que pot variar des de vellutada fins a cotonosa. Adopten
un color gris, marr6 o bé marré—negre. El revers és negre [Fig. 71].
Microscopicament, es poden observar les hifes septades de color marr6 clar;
els conidiofors— que poden ser simples o ramificats— presenten unes
protuberancia produides facilment per [l'envelliment; i les céllules
conididgenes que estan situades en I'extrem de les protuberancies. Els
conidis, que mesuren entre 12-25 um, son solitaris, de color marré fosc o
negre, i de parets llises o rugoses [Fig. 72]. Poden adquirir formes tals com
oblongues o rodones. Tenen septes transversals i verticals; en la base tenen

una cicatriu.

f

Fig. 70: Esquema de l'organitzacio

interna del fong Stemphylium.
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1.3.19

Fig. 71: Placa de PDA amb colonia Fig. 72: Conidis d’Stemphylium procedents
d'Stemphylium. d’'una colonia, on es poden observar les

protuberancies. (1000x)

Trichoderma, 1801

Informacio: El genere T7richoderma recull una vintena d'espécies diferents.
Els fongs pertanyents a aquest genere son saprofits cosmopolites ubics en el
medi ambient, especialment en el sol i la fusta en descomposicid. Soén
contaminants habituals en cultius flingics. Se'ls coneix per ser causants
d'al*lérgies i, en pacients immunocompromesos *°!, causants d'infeccions
fungiques. Algunes espécies produeixen metabolits antifingics i moltes
micotoxines. Aquests fongs tenen un gran interés per a la industria
alimentaria per a la produccié de cel‘lulasa ® i aromes. Algunes espécies
també s’empren per al control biologic per a la proteccidé d'arbres i plantes de

cultiu contra I'atac de patogens de les plantes.

Descripcio: Les colonies de Trichoderma creixen i maduren rapidament. Les
colonies tenen una textura cotonosa que es torna compacta amb el temps. Al
principi son de color blanquinds i a mesura que es van formant els conidis, les
zones en que hi son present, es tornen de color blau-verd o groc-verd. A
vegades, aquestes parts acolorides poden formar anells concéntrics. El revers
és pal'lid o grogds [Fig. 74]. En l'estructura interna es poden apreciar les hifes
septades hialines, els conidiofors hialins, ramificats i en ocasions presentant
una disposicié piramidal, els fialids hialins en forma d’ampolla i inflats en la
base, que poden ser solitaris 0 agrupats en gotims de raim i els conidis, de 3
pm de diametre aproximadament, unicel*lulars, amb parets suaus o rugoses i
rodons o el'lipsoidals. Es troben agrupats en els caps enganxosos de les

puntes dels fialids. Normalment sén de color verd [Fig. 75].
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Sovint, en les preparacions microscopiques, l'estructura queda malmesa i es

fa dificil de veure.

Fig. 73: Esquema de I'estructura microscopica Fig. 74: Placa de PDA amb colonia del
del fong T7richoderma. fong Trichoderma. Es poden observar els

anells concentrics que formen els conidis.

Hifa
Conidiofor

Conidis agrupats
en raim

Fialid

Fig. 75: Estructura microscopica del fong 7richoderma. (400x)

1.3.20 Wardomycopsis, 1978

Informacio: El génere Wardomycopsis consta actualment de tres espécies,
totes elles sempre aillades del sol. Es desconeix perd, el paper biologic

d'aquests fongs en I'esmentat substrat.

Descripcié: Les colonies d’aquest fong tenen un creixement restringit. Son
de color fosc —grises o negres— [Fig. 77]. Els conididfors sén simples o

ramificats i hialins o de colors pal‘lids [Fig. 76].
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Les cél'lules conididgenes son terminals o laterals, cilindriques i subgloboses.
Els conidis, que mesuren entre 3 i 5 pm, formen curtes cadenes basipetes,
unicel-lulars, globosos o el*lipsoidals, de color oliva, negrosos si es troben en

massa i amb una marcada linea germinal en posicié longitudinal al madurar
[Fig. 78].

Fig. 77: Placa d’OAT amb colonies de Fig. 78: Conidis pertanyents a una

Wardomycopsis. colonia de Wardomycopsis
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2. PART EXPERIMENTAL

2.1 ORIGEN I TIPUS DE MOSTRES ESTUDIADES

Per dur a terme la part practica d'aquest treball de recerca i un posterior estudi, els

principals tipus de mostres estudiats han estat el sol i l'aire.

Tot el material estudiat procedeix, exclusivament, de |'Institut Salvador Vilaseca de
Reus. Els parterres emprats han sigut agafats del claustre de l'institut —en uns punts
de mostreigs concrets— i, les mostres daire s’han agafat, des de les finestres, del

mateix claustre, del pati exterior, i del Carrer Balmes.

2.2 RECOLLIDA I ACTIVACIO DE LES MOSTRES

La recollida de les mostres es va dur a terme el dia 27 de juny de 2014.

Per a les dues mostres diferents, les técniques emprades van ser les segiients:
2.2.1 Sol

Les mostres del terra es van recollir amb I'ajuda d’una pala jardinera, el més
asépticament possible. Primerament es va netejar la superficie d’on s’havia
d'agafar la mostra de manera que no s'agafés ni matéria vegetal, ni la capa
més superficial de la terra per pervenir qualsevol organisme puntual. Es va
trossejar la terra per no agafar cap pedra ni petites branques, a més intentant
que quedés de manera més solta i manipulable per els seglients processos
[Fig. 78]. Cada mostra, d'uns 50 grams, es van introduir en una bossa de
plastic estéril i, aquesta, es va tancar herméticament amb la finalitat de
preservar al maxim, la humitat inicial. En la part externa de la bossa es va
anotar el codi d'identificacio i, simultaniament, s'apuntava en una llibreta les
seglients dades: data de recollida i punt de mostreig del qual provenia la
mostra —basant-se en el planol-. Posteriorment, al laboratori d'investigacio de
la Facultat de Medicina de Reus, les mostres es van guardar, en el mateix
envas de recollida, a una temperatura de 4°C durant 10 dies fins al seu

processat [Fig. 79].
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Fig. 78: Recollint les mostres dels parterres del claustre.

Fig. 79: Guardant les mostres recollides en

una cambra frigorifica.

2.2.2 Aire

En el cas de les mostres d‘aire es van emprar plaques de Petri PDA.

Primerament, repetint el procés igual que en les mostres de sol, es van
numerar les plaques amb el seu codi d‘identificacié i, en la llibreta, es van
apuntar les diferents dades: localitzacié de la mostra —AF si es tractava d'una
mostra del pati exterior o del Carrer Balmes o AC si es tractava d'una mostra
del claustre—; nimero de la placa corresponent en cada finestra seguint
I'ordre en que s’havien col*locat; data de la recollida i component del medi de

cultiu de les plaques.
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Per fer-ho es van col'locar dues plaques en cadascuna de les finestres,
marcades en el planol, tan de dins del claustre com del pati exterior i del
Carrer Balmes [Fig. 80 i 81]. Van romandre obertes durant una hora i, tot
seguit acabat aquest, es van recollir amb el mateix ordre que es van posar
[Fig. 82]. Tot seguit, les plaques van ser traslladades al laboratori
d'investigacié de la Facultat de Medicina de Reus on es van posar a incubar a

250C durant 10 dies, revisant-les periddicament cada tres dies [Fig. 83].

=9

Fig. 81: Placa oberta col'locada en la finestra del pati exterior.
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Fig. 83: Introduint les mostres en I'estufa a 25°C durant 10 dies.

2.3 CULTIU DE LES MOSTRES

El processat de les mostres va ser diferent depenent de la seva procedéncia.

Durant el processat, sempre es va tenir encés un cremador Bunsen, intentant treballar
dins del seu radi estéril —uns 15 cm aproximadament— amb el fi que la mostra no es

contaminés amb altres microorganismes.

43



Els fongs invisibles del nostre entorn.

2.3.1 Sol

Per a l'obtencid de colonies flngiques, a partir de les mostres de terra
recollides anteriorment, es va dur a terme una técnica de diluci6 amb aigua

esteril.
Per dur-la a terme, es van seguir els seglients passos:

En un tub que contenia 10 ml d’aigua esteéril, préviament numerat amb el lloc
de parterre que li corresponia, s'hi va introduir una quantitat aproximada d’un
gram de sol [Fig. 84]. Amb l'ajuda d'una pipeta estéril (canviant la punta en
cada transferéncia) es van realitzar dilucions progressives amb un factor de
dilucié 1:10 en tubs de 9 ml daigua estéril [Fig. 85]. Abans de fer cada
dilucié, les mostres es barrejaven amb I'ajuda de la maquina Vortex B per a
que tota la mostra tingués les mateixes particules. De la dilucié 1:100, es va
sembrar 0,5 ml de la superficie en una placa de Petri amb medi de cultiu —
nomenada amb la part del sol que corresponia, la data de sembra i el factor
de dilucié— i, amb I'ajuda de la nansa de Digralsky'®! es va estendre per tota
la superficie i es va deixar assecar [Fig. 86]. Posteriorment es van incubar les
plaques a 25°C aproximadament durant uns 10 dies. Aquest procés es va dur

a terme amb cadascuna de les mostres agafades préviament.

Els primers cultius que es van fer, és van sembrar en plagues de PDA més
cloramfenicol (antibiotic) i de DRBC 8 [Fig. 87]. Al veure que els cultius no es
desenvolupaven prou bé en les plagues de Petri amb el medi de cultiu DRBC,
es va optar per suprimir-lo i, fer la réplica del cultiu amb una altra placa de
PDA [Fig. 88]. També s’ha de dir que, en els primers cultius es van sembrar
dilucions amb factor de dilucid 1:100, 1:1000 i 1:10000. Com que els
resultats no van ser esperats ja que en les dilucions 1:1000 i 1:10000 el
creixement fungic era molt pobre, es va optar per sembrar Unicament, dues

plaques amb factor de dilucié 1:100.
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Fig. 85: Diluint la mostra obtinguda.

Fig. 86: Sembrant I'ltima Fig. 87: Plaques emprades en el banc de dilucions.

dilucié obtinguda.

Fig. 88: Diferencia en el creixement fungic entre les plaques de DRBC (rosa)

i PDA amb cloramfenicol (blanca).
2.3.2 Aire

Les mostres recollides de I'aire no es van sotmetre a cap processat especific
perque ja es trobaven en plaques de Petri amb medi de cultiu optim.
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2.4 OBSERVACIO DELS FONGS DESENVOLUPATS

Els fongs que es van desenvolupar en qualsevol de les mostres, es van localitzar i
examinar préviament amb un microscopi estereoscopic —Cambridge Instruments— 3%
[Fig. 89]. Seguidament i per a la seva identificacio es feia el seglient: amb I'ajuda d’'una
agulla hipodérmica ¥, s'extreia una petita porcié de la colonia i es dipositava sobre un
portaobjectes, on préviament s’havia posat una gota de lactofenol-blau coté ¥4, com a
medi de muntatge [Fig. 90]. Es cobria amb un cobreobjectes i s'examinava amb el
microscopi optic —Olympus BH-2-. Cadascun dels diferents generes observats era

sotmeés a un aillament per poder obtenir un cultiu pur.

Fig. 89: Obtenint una petita mosta de la colonia. Fig. 90: Dipositant la colonia en la preparacid

microscopica.

Fig. 91: Observant l'estructura microscopica.
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2.5 AILLAMENT I OBTENCIO DE CULTIUS PURS

Per a l'aillament i preparacid de cultius purs es va agafar lleugerament, amb una agulla
hipodérmica, I'apex de les estructures esporulades per a obtenir uns pocs conidis del
fong desitjat [Fig. 92]. Aquests es van sembrar a una placa de Petri, que contenia el
medi de cultiu PDA, fent unes interseccions dins del medi [Fig. 93]. Les plaques es van
numerar correctament i es van incubar en una estufa de cultiu a uns 25°C. Quan es va
observar la presencia de conidis, es va comprovar, mitjangant una preparacid
microscopica, si era realment el fong que s'esperava aillar. Si el fong era el desitjat, i la
placa no presentava cap mostra de contaminacid, tan per part d‘altres fongs com per
acars, es prosseguia a obtenir els cultius purs.

Per a obtenir els cultius purs, el procediment és semblant al fet anteriorment: amb
I'ajuda d'una agulla hipodérmica, es va agafar una petita part de la colonia que
presentava major esporulacié i es va sembrar en una placa de Petri —amb medi de
cultiu PDA o OAT depenent del génere— fent-hi dues o tres incisions, equidistants entre
elles i els marges de la placa, per a facilitar el creixement de la colonia i evitar aixi,
qualsevol possible contaminacié [Fig. 93]. Posteriorment, es posaven en una estufa de
cultiu a una temperatura de 25°C, en posicid invertida evitant que les gotes de
condensacio es dipositessin sobre les superficies de les colonies en desenvolupament.
Al cap d'un 7 dies i depenent de la velocitat de creixement del fong, es va dur a terme

un examen macro i microscopic per la seva identificacio.

Fig. 92: Obtencid dels conidis del fong desitjat. Fig. 93: Sembrant els conidis per a obtenir el cultiu

pur.
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2.6 RESULTATS

A continuacié es mostraran unes taules comparatives entre la diversitat de géneres en

els diferents espais on s’ha dut a terme I'experiment.

Taula 1: Relacié entre els géneres de fongs
treballats i les colonies trobades de cadascun

Taula 2: Relacié entre els generes de fongs
treballats i les colonies trobades de cadascun
d’ells en els dos ambients diferents.

Diversitat fungica trobada en
les diferents mostres de l'aire

d’ells en el sol.
Diversitat fungica trobada en
les diferents mostres del sol
NUm.
Génere colonies
Acremonium 2
Alternaria 0
Aspergillus 22
Aureobasidium 8
Bjpolaris 0
Botryotrichum 0
Cladosporium 29
Clonostachys 3
Epicoccum 0
Fusarium 39
Humicola 8
Mucor 5
Paecilomyces 3
Penicillium 102
Phoma 4
Pithomyces 0
Scedosporium 5
Stemphylium 0
Trichoderma 2
Wardomycopsis 1

AF |AC

NUm.
Geénere Colonies
Acremonium 1 5
Alternaria 179] 161
Aspergillus 1 1
Aureobasidium 2| 11
Bipolaris 1 1
Botryotrichum 0, 1
Cladosporium 395| 384
Clonostachys 0] 0
Epicoccum 1 0
Fusarium 2 1
Humicola 0] 0
Mucor 0, 0
Paecilomyces 1] 0
Penicillium 0| 2
Phoma 2| 0
Pithomyces 1] 0
Scedosporium 0l 0
Stemphylium 4 1
Trichoderma 0 1
Wardomycopsis 0l o

Com es pot observar comparant les taules 1 i 2, els géneres de fongs predominants en

cada tipus de mostra, no coincideixen. Aquest fet suposem que és degut a que els

diferents generes de fongs es desenvolupen millor en unes condicions d’humitat i

temperatura diferents entre ells i, que no son iguals entre els dos medis emprats.
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Referint-nos als géneres de fongs més abundants en cadascun dels medis, podem dir
que els generes Alternaria i Cladosporium —majoritaris en les mostres recollides de
I'aire— son presents en gran nimero d’atmosferes del medi exterior, sobretot en zones
temperades i, son les que abunden en quantitat, per aixd és normal que destaquin en el
nostre estudi. Per altra banda, el génere predominant en els fongs recollits del sol del
claustre, és el Penicillium, principal descomponedor de matéria organica. Per aquest
motiu, creiem que és logic que hi sigui més abundant en els parterres, ja que és on hi

ha la major part de matéria organica, que no pas en l'aire.

També podem afirmar, que la concentracié de microorganismes en l‘aire interior del
claustre i, l'aire exterior del pati i del Carrer Balmes és gairebé la mateixa. Per tant la
part edificada que separa els dos ambients no influeix en la diferéncia i quantitat de

fongs miceliars.

Grafic 1: Percentatge dels fongs totals

Percentatge de géneres flngics

totals
0,3594

0,3594 ,1437 0,0718 W Acremonium
0,5751 M Alternaria
30194 M Aspergillus
O’,O718 M Aureobasidium
0,2156 ‘: M Bipolaris

M Botryotrichum

B Cladosporium
1,7253 ™ Clonostachys
1,5097 Epicoccum
1437 M Fusarium

B Humicola

M Mucor
0,0718
m Paecilomyces
M Penicillium

Phoma
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Com hem dit anteriorment, els fongs més destacats, respecte del nimero de colonies,
en el nostre treball son el Cladosporium amb un 58,0877%; |'Alternaria amb un
24,4428%; el Penicillium amb un 7, 4766%; el Fusarium amb un 3,0194%;
I"Aspergillus amb un 1,7253% i I’ Aureobasidium amb un 1,5097%. Els altres generes de

fongs, no arriben al 1% cadascun en les mostres obtingudes [Grafic 1].

Grafic 2: Percentatge de la presencia del 9,9929% dels fongs.

0,1437 B Acremonium

r

03594 0.3594 0,0718 B Aspergillus

M Aureobasidium

H Bipolaris

M Botryotrichum

m Clonostachys

M Epicoccum

M Fusarium

= Humicola

B Mucor

M Paecilomyces

M Phoma
Pithomyces
Scedosporium
Stemphylium

Trichoderma

Wardomycopsis

Podem observar de manera més precisa en el grafic 2, els fongs amb més presencia tan
en l'aire com en el sol. En aquest grafic circular no apareixen els géneres Cladosporium,
Alternaria i Penicillium ja qué al ser tan abundants, no permetien la clara comparacié
entre els géneres minoritaris. Esta calculada sobre el 9,9929% dels fongs, ja que l'altre
90,0071% el formen els géneres préviament esmentats. Segons I'estudi, els fongs més
representatius —després del Cladosporium, |'Alternaria i el Penicillium— son el Fusarium i
I’Aspergillus. Creiem que aquest fet és degut a que ambdds fongs es desenvolupen en
uns rangs de temperatures molt amplis i en habitats molt diferents, per tant, s'adapten

millor a les condicions del medi.
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3. CONCLUSIONS

1. Del estudi d’'un total de 1.392 colonies trobades, considerem que el génere Cladosporium
és el més abundant en |'aire atmosféric, tant en l'aire del claustre, com en |'aire exterior
del pati i del Carrer Balmes, fet que ens permet dir que aquest génere de fongs és el

majoritari tant en l'aire de l'interior del claustre com en el de I'exterior.

2. Segons les dades obtingudes a partir del nostre estudi, considerem que el genere
Penicillium és el més abundant en els terrenys de sol distribuits pel claustre i, que ho és
de manera homogeénia ja que el nombre de colonies en cadascuna de les plaques de Petri

resultats, eren molt similars entre elles.

3. Durant el procés d'identificacié, hem pogut observar que els géneres, tan de sol com de

I'aire, que presenten una major diversitat d'espécies son Cladosporium i Alternaria.

4. Podem establir la relacié que la majoria de fongs trobats en I'aire atmosféric —i en el sol
tot i que en menys quantitat— son uns dels principals causants d‘al*lérgies respiratories en

les persones actualment.

4. EPILEG

Considero interessant que aquest treball s’hagi pogut realitzar pel fet que m’ha permés
adonar-me que vivim envoltats d’una gran quantitat de particules microscopiques, invisibles
per a nosaltres, les quals tot i qué a vegades ens poden perjudicar, la nostra vida sense elles

seria molt més dificil o fins i tot, impossible.

Aquest treball de recerca m’ha permés endinsar-me en un camp d’estudi que fins ara no
coneixia amb profunditat i que ha resultat ser apassionant i motivador per a continuar

investigant en futures recerques.

I, finalment, aquest treball m’ha permés conéixer d'aprop I'estructura i el funcionament de
I'ambit de la recerca i m’ha ajudat a decidir cap on enfocar el meu futur relacionat en el camp

de la investigacio.
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5. GLOSSARI

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]
[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]
[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

Acropeta: Condicié d’'una cadena de conidis, en la qual el conidi més jove es troba
en |'apex i el mes vell en la base.

Agulla hipodérmica: Agulla buida normalment emprada amb una xeringa per
injectar substancies al cos. També pot ser usada per a prendre mostres.

Anular: Que té forma d’anell.

Apex: Extrem superior, cim, punta d’alguna cosa.

Apical: Extrem superior o punta de la planta o d’un organ vegetal. Semblant a
Apex .,

Basipeta: Condicié d’una cadena de conidis la qual el conidi més jove es troba a la
base.

Cél'lula conidiogena: Cél'lula que genera conidis.

Cel'lulasa: Enzim que provoca especificament la hidrolisi dels enllacos B-1,4-
glucosidics de la cel'lulosa.

Cicatriu conidial: Porcid de la cél*lula conididgena resultat de la seccid del conidi.
També porcid de la paret de la cél'lula conididbgena que, després de la secessio,
constitueix la base del conidi.

Collarete: Estructura en forma de copa sobre I'apex d‘alguns fialids, originada a
partir de la paret del primer conidi.

Conidi: Espora asexual, immobil, que sol separar-se de la cél*lula que el produeix.
Conidiofor: Hifa simple o ramificada que o bé suporta a cél-lules conidiogenes o bé
produeix directament els conidis actuant com una cél*lula conididogena.

Conidiogen: Que produeix conidis.

Cosmopolita: Que es troba a tot arreu del mon.

Demaciaci: Referent al miceli, conidis o conidiofors de color més o menys fosc,
generalment per la preséncia de melanina.

Digralsky: Nansa utilitzada per a I'extensié de microorganismes sobre la superficie
d’un medi de cultiu en una placa de Petri.

Discoidal: Que té la forma d’un disc, semblant a un disc.

DRBC: Agar dicloran rosa-bengala cloramfenicol.

Endofit: Que viu o es desenvolupa dins una planta.

Esporangi: Cél-lula o organ pluricel*lular dins el qual es produeixen una o més
espores.

Esporangiospores: Espores asexuals tipiques dels fongs inferiors (micromicets).
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[22]

[23]

[24]

[25]
[26]
[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]
[34]

[35]

[36]
[37]
[38]
[39]

[40]

[41]

[42]

Esporodoqui: Masa compacta de conidiofors en forma de coixi, sovint diferenciats
sobre un estroma !,

Estroma: Massa o matriu d’hifes vegetatives sobre les quals poden diferenciar-se
conidiofors o cél*lules conidiogenes.

Fialid: Tipus de céllula conididgena allargada o en forma d'ampolla, que pot
presentar un o varis punts on es genera el conidi.

Fitopatogen: Agent que causa malaltia a les plantes.

Gametangi: Cél'lula o organ pluricel*lular dintre la qual es formen els gametes.
Hiali: Transparent, no pigmentat o almenys de color clar.

Immunocompetens: Pacients amb manca de desenvolupar reaccions dimmunitat
sota una estimulacié apropiada, per mitja de les quals l'organisme adquireix la
capacitat de reconéixer bioquimicament les substancies alienes a ell.
Immunocompromesos: Que pateix dimmunodeficiencia.

Immunodeprimits: Pacients, |‘organisme dels quals, inhibeix la resposta
immunitaria.

Lactofenol-blau coté: Medi de preparacid6 comu ja que permet destruir la flora
acompanyant del fong, conservar les estructures flngiques i permet apreciar
I'organitzacié microscopica gracies a la capacitat d’adherir-se a la quitina present en
les hifes i conidis.

Meiosi: Procés de divisid cel*lular consistent en dues divisions nuclears successives
per tal de formar gametes o espores sexuals que tenen la meitat de material genétic
que la ceéllula original.

Meiospores: Espora formada mitjangant la meiosi =2,

Microscopi estereoscopic: Lupa binocular.

Mitosi: Procés de divisid de les cél-lules somatiques dels eucariotes, que consisteix
en una divisio longitudinal dels cromosomes i en una divisid del citoplasma, i que
origina dues céllules filles genéticament iguals.

Mitospores: Espora formada mitjangant divisions mitotiques.

Meétula: Ramificacié del conidiofor sobre la que es posen els fialids.

Micotoxines: Toxina produida per un fong, activa sobre I'home o els animals.

OAT: Agar farina de civada.

Oomicet: Classe de pseudofongs, aquatics, saprotrofics o parasits de peixos, o bé
parasit de plantes vasculars, que formen oospores.

PDA: Agar patata dextrosa.

Picnidi: Conidiofor més o menys globular format per teixit fungic i amb la superficie

interior coberta de cel*lules conididgenes.
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[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]
[50]

[51]

[52]

[53]

Pressio osmotica: Diferéncia de pressions que hi ha entre els dos costats d’'una
membrana semipermeable que separa dues dissolucions de concentracions diferents
quan el sistema assoleix I'equilibri.

Quitina: Polimer lineal que és el principal constituent de les parets cel'lulars de
molts organismes i de I'exosquelet dels insectes i dels crustacis.

Regne dels Chromistes: Conjunt d'organismes amb mitocondris de crestes
tubulars i amb flagels tipics, que compren els pseudofongs i grups d‘algues.
Sinema: Grup més o menys compacte de conididfors o hifes erectes, que
produeixen conidis en |'apex o també als costats.

Tal'lofit: Vegetal amb tal*lus (],

Tal"lus: Aparell vegetatiu d’organitzacié relativament simple, pluricel*lular, amb
parts poc o molt diferenciades morfologicament i funcionament, propi de la majoria
de les algues pluricel*lulars i dels fongs.

Ubic: Fet d'ésser present pertot.

Vesicula: Apex inflat del conidiofor.

Vortex: Dispositiu simple que s'empra comunament en els laboratoris per barrejar
petits recipients amb liquids.

Zigospora: Zigot encistat, especialment el de les zinematoficies o dels zigomicets.
Zigosporangi: Cos fructifer delimitat per una capa de cél'lules que son esterils.

Forma les zigospores.
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1. PLANOL DE LES MOSTRES DEL SOL

CLAUSTRE

. Primera sembra {15-07-2014)

. Segona sembra (D4-09-2014)

*  Repeticid

Fig. 1: Planol del claustre del Institut Salvador Vilaseca de Reus.

En la Fig. 1 s'observa el planol que es va fer servir per a numerar les
diferents mostres recollides en els parterres del claustre de l'institut. En
cadascun dels llocs —menys en les zones més petites— es van agafar dues
mostres, una en cada extrem, per poder aixi assegurar-nos tenir un
reemplacament en el cas que la mostra no fos valida.

Durant I'estudi es van fer dues sembres, cadascuna d’elles marcades de
manera diferent en el planal.

Va haver-hi dues mostres, la C-1-1 i la C-3-1, que durant l'estudi els
resultats no s'aproximaven als altres i es van tornar a fer, per si en algun

cas, s’hagués fet un error durant el processament.
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2. PLANOLS DE LES MOSTRES DE L'AIRE

AC-8 AC-7 AC-6 AC-5 AC-4

AC - 10

AC -11

AC -3

CLAUSTRE

AC -12

AC -2

AC -1

AC -13

AC -14

Fig. 2: Planol del claustre del Institut Salvador Vilaseca.

Es pot veure en la Fig. 2 I'ordre i el nomenament que es va dur a terme en

les mostres recollides de I'aire de l'interior del claustre.
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AF - 10 !
LABORATORI :

AF - 11 \ AF-8
AF - 12 AF-9 |
SEMINARIS 1

AF-13 )
1

LAVABO

AF-6/AF -7

AF -5

AF-3/AF -4

AF-1/AF -2

Fig. 3: Planol del claustre i I'exterior del Institut Salvador Vilaseca.

En la Fig. 3 es pot apreciar la forma en que es van numerar i ordenar les
plagues en cadascuna de les finestres exterior de les classes que
comunicaven amb el pati exterior i el Carrer Balmes. Es van col*locar dues
plagues en cadascuna de les finestres —menys en la AF-5 degut a la
proximitat amb les plaques AF-3 i AF-4— per poder aixi fer repliques i

observar que els resultats eren similars.
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3. MEDIS DE CULTIUS

En aquest apartat s’expliquen tots els medis de cultiu utilitzats per I‘aillament de

colonies i la descripcié de generes.

e Dicloran Rosa-Bengala Cloramfenicol (DRBC): Medi de cultiu selectiu utilitzat en
el recompte i aillament de fongs. El component Rosa-Bengala és un antibiotic
que inhibeix el desenvolupament de bacteris i, el Cloramfenicol redueix la
velocitat de creixement dels fongs que es desenvolupen més rapid. Necessita

més temps per que s’hi desenvolupin colonies que el PDA.

e Oatmeal Agar (OAT): Medi de cultiu a base d’agar i farina de civada. Es ric en
nutrients i, a la vegada, permet una bona esporulacié. Molt Util per a la

identificaci6 morfologica. No conté antibiotic.

e Potato Dextrose Agar (PDA): Medi de cultiu format a partir d’una infusié de
patata i sucre, el que comporta que sigui un medi molt ric en nutrients i faciliti
el desenvolupament flngic, emfatitzant en el creixement d'hifes en lloc

d’esporular.
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4. PREPARACIO DEL MEDI DE CULTIU PDA

En aquest aparat s’explica el procediment dut a terme, durant la part experimental, per

preparar les plaques de Petri amb el medi de cultiu PDA artesanalment.

Primer, es van pesar 19,59 d'agar dextrosa de patata i mesurar 500 ml d’aigua
destil'lada. Es van barrejar els dos components en una botella de Pyrex —ja que es un
vidre resistent a altes temperatures i pressions— fins que va quedar una solucio
homogeénia sense grumolls [Fig. 4]. Per a esterilitzar el contingut, en el tap del pot
semiobert, es va col*locar una cinta indicadora d'autoclau —en la qual es va escriure el
nostre nom per diferenciar el pot dels altres al sortir de la maquina [Fig. 5]- en la qual
quan ja va estar esterilitzat el contingut, van aparéeixer unes franges de color negre,
que corresponien a unes espores amb Bacillus que contenen, els quals al arribar a
temperatures superiors a 100°C s’activen [Fig. 8]. Quan el pot va surt de l'autoclau, es
va barreja el contingut i es va deixar reposar una mica. Tot seguit es va posa en un
recipient més gran amb aigua freda perque es refredés el pot i el contingut en si.
Seguidament, es va neteja el lloc de treball que s'utilitzaria per abocar el medi en les
diferents plaques amb alcohol per desinfectar-lo i també es va tanca qualsevol entrada
d’aire per evitar al maxim corrents d'aire. Es van dipositar al llarg de tota la taula dues o
tres columnes amb plaques de Petri buides i esterils. Al costat d’un encenedor Bunsen,
amb la ma dreta s’agafava el pot amb el medi i amb la ma esquerra s’anaven obrint les

plaques una per una i omplint-les amb la solucio [Fig. 6].

Cada cop que s‘'omplia una placa, s’havia de passar |'obertura de la botella per la flama

per evitar qualsevol possible contaminacio [Fig. 7].

Finalment, intentant moure molt poc les plaques, es van apartar del lloc de treball i es
deixen reposar 48 hores. Si en aquest periode de temps no va veure cap evidencia

d’una possible contaminacio, ja es podien utilitzar.

En el cas que no es pogués obtenir I'agar ja preparat, també es pot realitzar de la

seguient manera:

Primer es fa bullir la patata, a trossos i pelada, durant mitja o una hora. Es filtra i, el
caldo resultant s’enrasa fins a un litre amb aigua destil'lada i s’hi afegeix el sucre i
I'agar corresponent en un pot de Pyrex. Es fa bullir una altra vegada i queda apunt per

esterilitzar i seguir els mateixos passos anteriors.
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Les mesures que es van utilitzar, van formar mig litre d’agar, que correspon a unes 20
plaques resultats aproximadament.

Fig. 6: Omplint les plaques Fig. 7: Esterilitzant I'obertura

de Petri amb la solucié. de I'ampolla amb la flama.
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Fig. 8: Diferéncia de la cinta d'autoclau entre abans de ser esterilitzada i després.
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