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RESUMO

Mucormicose é uma infeccdo causada por fungos da ordem Mucorales,
principalmente por Rhizopus oryzae, e afeta essencialmente individuos
imunossuprimidos e/ou diabéticos, com altas taxas de mortalidade quando em
infeccdo disseminada. Candida albicans € o fungo oportunista mais comum em
humanos; Aspergillus fumigatus é uma espécie de fungo que tem como
caracteristica de sua patogénese a dispersdo de conidios, aumentando sua
viruléncia em diversos hospedeiros. Portanto, € importante ter estudos em
animais modelos para entender completamente a diversidade da patogénese e
a resposta imune contra infec¢des de diferentes espécies de fungos. Por outro
lado, a cienciometria auxilia a decisdo mais adequada na escolha de
metodologias em diferentes areas de pesquisa. Neste estudo realizamos um
levantamento de dados sobre infec¢gBes fungicas em Drosophila melanogaster
e avaliamos uma nova metodologia para a infeccéo de dois fungos patogénicos
— A. fumigatus e C. albicans — em D. melanogaster. O levantamento de dados
foi realizado em dois acervos digitais - Web of Science e Elsevier Scopus -
onde foram coletadas informagcfes como: a) a metodologia e a concentracéo
mais utilizadas em infeccBes por fungos utilizando D. melanogaster como
animal modelo, b) a revista mais escolhida para a publicacdo de trabalhos; e,
também, c) regido geogréfica que estd sendo mais pesquisada. Quanto a
metodologia testada nesse trabalho, esta consiste na imersao de embrides de
D. melanogaster diretamente em uma placa de Petri contendo o inéculo de
células de cada fungo estudado em uma concentragdo de 107 esporos/ml e 108
esporos/ml para A. fumigatus e C. albicans, respectivamente. Posteriormente,
0os embrides foram alocados em tubos de ensaio contendo meio de cultura
apropriado para eclosdo e desenvolvimento até o estagio adulto. A taxa de
eclosao foi avaliada para validagdo da metodologia. Os resultados das analises
nos bancos de dados demonstram que a metodologia aplicada na infeccédo por
Rhizopus e Candida é padronizada, consistindo na inje¢cdo no térax de mosca
adulta, que foi utilizada em 100% e 90% dos artigos com Rhizopus e Candida,
respectivamente. Quanto aos testes em laboratério, a metodologia aplicada
para infeccdo em embribes por C. albicans e A. fumigatus ndo demonstrou
diferencas no desenvolvimento de D. melanogaster comparando-se com o
grupo controle. No entanto, mais estudos sdo necessarios para validar a
metodologia.

Palavras-chave: Cienciometria. Embrido. Infeccdo fungica. Drosophila melanogaster.
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2. INTRODUCAO

2.1 — Mucormicose e Rhizopus oryzae

A mucormicose é uma infeccéo invasiva que afeta principalmente individuos
imunossuprimidos e/ou diabéticos, porém, ja foi relatada em pessoas
imunocompetentes (CHAMILOS et al., 2008). Essa infec¢cdo é causada por fungos
oportunistas da classe Zigomicetos, ordem Mucorales, principalmente por Rhizopus —
género mais frequente encontrado na mucormicose. A reproducdo assexuada da
maioria das espécies dessa classe tem relevancia para a patogénese, pois ela
produz um vasto nimero de esporos. Sendo assim, aumenta a possibilidade de
serem dispersos e, se caso forem inalados - que € o principal modo de infeccao -
poderd causar a mucormicose pulmonar, que contém alta taxa de mortalidade.
Entretanto, a infec¢do disseminada carrega um maior risco de morte, com taxas de
mortalidade de 76% e 96%, respectivamente (FARMAKIOTIS & KONTOYIANNIS,
2016; HASSAN & VOIGT, 2019; PETRIKKOS et al., 2012).

2.2 Aspergillus fumigatus

Aspergillus € um género de fungo abundante, com uma ampla dispersdo em
diferentes habitats, e pode ser patdégeno para plantas e para animais (SAMSON et
al., 2014). A patogénese dessa espécie é devido a inalagédo de conidios dispersos no
ar, seguido do crescimento de hifas, principalmente nos tecidos pulmonares. Os
conidios séo estruturas geradas pela reproducdo assexuada do individuo, que séo
resistentes a ambientes hostis por sua baixa atividade metabdlica. Aspergillus
fumigatus é um dos fungos oportunistas mais comuns, conjuntamente com Candida
albicans, em infecgbes em pacientes imunossuprimidos, causando infecgéo
essencialmente no pulmao (KRIJGSHELD et al., 2013; LAMARRE et al., 2008).



2.3 - Candida albicans

Candida albicans € um fungo, da ordem Cryptococcales, que pode ser
encontrado na forma filamentosa ou como levedura. A transicdo de células de
levedura para o crescimento de uma estrutura filamentosa — formacéo de pseudo-
hifas e hifas - est4 relacionada com a patogénese por sua maior area de adesdo
nas células hospedeiras e subsequente a liberacdo de enzimas que contribuem
com a invasao no hospedeiro (CALDERONE & FONZI, 2001; SUDBERY et al.,
2004). Além disso, sdo formadores de biofilmes. Essa estratégia aumenta a
eficAcia de sobrevivéncia de células, podendo originar resisténcia a antifingicos
(GULATI & NOBILE, 2016). C. albicans é um organismo da microbiota de
humanos, no entanto, é o fungo oportunista mais comum em infec¢ao fungica em
humanos, encontrado em 70-90% de todas infec¢cdes invasivas em humanos,
originando alta taxa de mortalidade em individuos de diferentes faixas etarias
(CALDERONE, R., 2002; MCCARTY & PAPPAS, 2016; MONIKA et al, 2017;
PFALLER & DIEKEMA, 2007). Mesmo sendo muito estudada, a patogénese e a

interacdo com hospedeiro ndo séo totalmente conhecidas.

2.4 — Drosophila melanogaster como animal modelo:

A mosca Drosophila melanogaster € um modelo animal utilizado em
diversas areas de estudo; no entanto, os estudos genéticos foram 0s pioneiros,
realizados por Thomas Morgan, no inicio do século XX. O ciclo de vida é curto —
entre 8 a 12 dias para alcancar a fase adulta - e a prole é abundante, viabilizando
estudos com numero amostral elevado, aumentando a confianca dos resultados
estatisticos obtidos (CHYB & GOMPEL, 2013).

Nos ultimos anos, a drosofila vem sendo utilizada como modelo de doencas
humanas, incluindo doencas cronicas como o Alzheimer (MOLONEY et al, 2010) e
o diabetes Melittus (ECKER et al., 2017), tal como para estudar a patogénese e a
resposta imune contra fungos, por exemplo, usando Beauveria bassiana (LE
BOURG et al, 2009), Candida spp. (CHAMILOS et al., 2006), R. oryzae
(CHAMILOS et al., 2008) e Aspergillus fumigatus (AL-MALIKI et al., 2017).



A metodologia utilizada para a infeccdo fungica em D. melanogaster é
determinada pelo estagio do ciclo de vida que sera testado. Sendo que diversas

metodologias vém sendo aplicadas e descritas na literatura.

2.5 - Cienciometria
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A cienciometria € conhecida como a pesquisa quantitativa da producao
cientifica e tem foco em um levantamento de dados quantitativos da ciéncia
(HOOD & WILSON, 2001; SILUO & QINGLI, 2017). E importante para uma
determinada area de pesquisa analisar: em qual regido esta sendo mais estudada;
em qual periodo héa pico de estudos publicados; e também a metodologia aplicada
mais comum na pesquisa. A partir desse conhecimento, pesquisadores de
determinada area de estudo podem optar por metodologias padronizadas e
também para originar uma nova metodologia de estudo, como € o foco deste
trabalho. Neste sentido, o primeiro passo desse trabalho foi fazer um levantamento
de dados da literatura sobre infec¢ao fungica empregando o modelo drosofila, bem
como determinar as metodologias mais utilizadas para isso. Posteriormente, esses
dados foram empregados para o estabelecimento de uma nova metodologia para

testar a infeccéo fungica em embrides de drosofila.

2.6 - Objetivos

- Realizar analises cienciométricas, em dois acervos digitais, para
levantamento de dados sobre infeccdes flngicas utilizando Drosophila
melanogaster como modelo de infeccdo; Testar uma metodologia para

infeccdo de A. fumigatus e C. albicans em embrides de D. melanogaster.



3 — Materiais e Métodos

3.1 Cienciometria:

A literatura foi consultada no dia 17 de agosto de 2019, em dois acervos de
biblioteca eletronica: Web of Science (www.webofknowledge.com) e Elsevier Scopus
(www.scopus.com). Os dados foram consultados a partir da combinacdo das
palavras “rhizopus” e “drosophila”, “candida” e “drosophila”; consultando as
metodologias aplicadas ao género Rhizopus e Candida, respectivamente. A pesquisa
foi filtrada para encontrar em titulos, palavras-chaves e resumos. Posteriormente,
para selecionar somente trabalhos com infeccdo desses dois géneros de fungos, a

leitura do texto completo foi realizada.

Os dados coletados foram: a) a metodologia utilizada para infectar D.
melanogaster com fungos; b) a concentracdo usada para a infec¢ao; c) a revista na
qual foi publicada; d) o ano da publicacdo e d) o pais onde foi realizado o trabalho.

Todos os dados foram agrupados em planilhas no Microsoft Excel.

3.2 Experimentos com Drosophila melanogaster:
3.2.1 Estoque de D. melanogaster:

O estudo foi realizado com moscas do tipo selvagem (wild-type), da linhagem
Oregon R. Estas estdo alocadas em meio de cultura padréo contendo aveia, agulcar,
agua destilada, fermento biolégico e agar; em temperatura de 21°C em camara de

temperatura controlada, no Laboratoério de Drosophila da UFRGS.
3.2.2 Crescimento de Fungos:

As espécies usadas foram C. albicans, linhagem ATCC 10231, e A. fumigatus,
linhagem ATCC 16913. A linhagem de Rhizopus oryzae foi excluida do projeto, pois
apresentou problemas de contaminacdo. C. albicans foi mantida para seu
crescimento em agar Sabouraud por 3 dias a 35 °C. Por outro lado, A. fumigatus foi

alocado em agar batata por 7 dias a 35 °C.
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3.2.3 Preparacédo de in6culo:

O indculo foi feito a partir de tampéo fosfato-salina (PBS), em pH 7,4. Para
preparar o inoculo, as células foram contadas utilizando cdmara de Neubauer para
alcangar a concentracado de 107 esporos/mL e 102 esporos/mL para A. fumigatus e C.
Albicans (CHAMILOS et al., 2008; LEMAITRE et al., 1996; STROCHEIN et al., 2006).

3.2.4 Infeccao de embrides por fungos:

Para a coleta de ovos foi utilizado um meio para oviposicdo composto por agua
destilada, fermento, acguUcar cristal, 4gar, &cido propiénico e Ponceau - corante
vermelho (Figura 1A). Estes dois ultimos foram utilizados para estimular a oviposi¢ao
e facilitar a visualizacdo dos embrides, respectivamente. Moscas adultas foram
colocadas no meio de oviposi¢cao durante 30 minutos. Os ovos desta primeira postura
foram descartados para evitar a coleta de ovos anteriormente armazenados no

ovipositor. Os embrifes usados foram coletados na proxima postura (Figura 1B).

Apoés essa segunda postura, os embrides foram colocados em uma peneira, com
auxilio de uma agulha histologica esterilizada, e imersos em uma solugéo de indculo
- 10ml em uma placa de Petri - de cada fungo por trés minutos (Figura 1C).
Posteriormente os embrides foram alocados em tubos de ensaio contendo meio de
cultura apropriado para eclosdo e desenvolvimento (Figura 1D). Foram utilizados trés
grupos experimentais: 1) onde os embrides foram imersos em tampao salino PBS
(grupo controle), 2) onde os embriBes foram imersos em um indculo de A. fumigatus
(107 esporos/mL) e 3) onde os embrides foram imersos em um indculo de C. albicans
(108 esporos/mL). Cada um desses grupos foi testado em sete frascos contendo vinte
embribes em cada um deles. No total, foram 140 embrides testados por grupo
experimental, sendo realizadas duas experimentacfes (280 embrides no total). O
teste estatistico de ANOVA de uma via foi empregado para comparar se houve
diferenca estatisticamente significativa no desenvolvimento de embrides submetidos

a infeccdo em relagéo ao grupo controle.
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Figura 1: Método de infeccdo fungica em embrides. A. Meio de oviposi¢cdo B. Individuos
adultos de D. melanogaster dispostos para oviposi¢do. C. Imersdo de embrides, com auxilio
de uma peneira, em inéculo de fungo contido em uma placa de petri. D. Meio de cultura para

o desenvolvimento dos embrides.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ciénciometria
4.1.1 Publicagdes relacionadas ao tema:

A busca na literatura resultou em 199 artigos cientificos - 162 e 37 com a busca do
género Candida e do género Rhizopus, respectivamente. Alguns artigos foram
revisados com a leitura do texto completo para néo incluir artigos que nao se tratam
de infeccdo de fungo. Ao mesmo tempo, foram excluidos artigos encontrados nos
dois sistemas de busca para ndo serem adicionados duplicados. Ao final, foram
elencados 39 artigos, 30 com o género Candida e nove com o género Rhizopus.

Desses artigos, os resultados demonstram que Drosophila melanogaster esta
cada vez mais sendo utilizada para o estudo de patogénese de fungos, pois no
12



periodo de 2015-2019 foram publicados 64,1% dos estudos encontrados (Figura 2).
O primeiro estudo publicado foi no ano de 2004; no entanto, ja se sabe que Lemaitre
et al. 1996 € o pioneiro nessa area de pesquisa, obtendo resultados importantes para
o entendimento de vias do processo de imunidade inata, que sdo conservados em
diferentes espécies - inclusive em humanos. O emprego de Drosophila como
organismo modelo para o estudo de doencas, também € algo recente. Embora o
potencial da espécie como organismo modelo ja venha de longa data, para a area
médica ou da salde, recentemente tem emergido como modelo de estudos
toxicologicos, endocrinos e neurodegenerativos. A importancia em utilizar a D.
melanogaster nesses estudos € devido ao metabolismo da mosca ser analogo ao
metabolismo de humanos em diversos aspectos como a secrecao e a recaptacao de

hormonios, a desintoxicagéo celular e as vias de sinalizagdo (ABOLAGI et al., 2013).

/

/) N
/0 N

0
2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Figura 2: Artigos publicados por ano utilizando a D. melanogaster como modelo de infecgdo

fungica de Rhizopus oryzae e Candida albicans.

Ha paises que pesquisam mais nessa area, como os Estados Unidos (EUA),
somando 18 estudos no total, aproximando-se da metade dos artigos revisados.
Franca e Inglaterra vém logo em seguida, com cinco e quatro artigos publicados,

respectivamente (Figura 3). Os estudos utilizando o género Candida para infecgcéao
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mostra a prevaléncia dos EUA em producdo nessa area totalizando 11 publicacdes.
Os trabalhos com infeccéo de Rhizopus restringem-se a dois paises, Estados Unidos

e Israel, com sete e dois artigos publicados, respectivamente.

Esse predominio de artigos publicados por pesquisadores dos Estados Unidos
pode estar relacionado ao alto numero de incidéncia de transplantes — 36 mil
transplantes em 2018 (OPTN, 2018) -, além de ser o terceiro pais com mais
diabéticos, segundo a Federagcdo Internacional de Diabetes (IDF). Infeccdes
invasivas e oportunistas, como as desencadeadas predominantemente por fungos do
género Rhizopus e com menor incidéncia do género Candida, sdo comuns em
situacbes de transplantes e afetam principalmente pacientes que apresentam
quadros de diabetes Mellitus (IBRAHIM et al., 2012; RODRIGUES, et al., 2019;
SINGH, et al., 2012).

Suica
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India
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-k
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—%
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Figura 3: Artigos publicados por pais do primeiro autor utilizando a D. melanogaster como

modelo de infec¢do fungica de Rhizopus e Candida.

Nos estudos que utilizaram a infeccdo espécies do género Candida nao é
demonstrado preferéncia na escolha da revista para a publicacdo, a maior parte dos
artigos foram publicados em diferentes revistas. A Plos Pathogens e a Disease
Models & Mechanisms somaram trés artigos publicados em cada (Tabela 1). Por

outro lado, trabalhos que utilizaram Rhizopus foram mais seletivos na escolha da
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revista, a revista Journal of Infectious Diseases e a revista Antimicrobial Agents and

Chemoterapy atingiram trés artigos publicados em cada (Tabela 2).

Tabela 1: Revistas que publicaram sobre infec¢céo fungica de espécies do género Candida

em D. melanogaster no periodo de 2004-2019.

Revista Artigo publicado Porcentagem
Disease Models & Mechanisms 3 10 %
Plos Pathogens 3 10 %
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2 6,6 %
Journal of Immunology 2 6,6 %
Journal of Infection Diseases 2 6,6 %
Scientific Reports 2 6,6 %
Cell 1 3,3%
Elife 1 3,3%
European Journal of Immunology 1 3,3%
Eukaryotic Cell 1 3,3%
G3: Genes, Genomes, Genetics 1 3.3%
Genetics 1 3,3%
Immunity 1 3,3%
Internatlona}l Joqrnal of Medical 1 3.3%
Microbiology

International Journal of Pharmaceuticals

. 1 3,3%
Sciences and Research

Journal of Antimicrobial Chemotherapy 1 3,3%
Journal of Biological Chemistry 1 3,3%
Journal of Innate Immunity 1 3,3%
Methods In Molecular Biology 1 3,3%
Molecular Oral Microbiology 1 3,3%
Mycoses 1 3.3%
Plos One 1 3,3%
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Tabela 2: Revistas que publicaram sobre infeccdo flngica de espécies do género Rhizopus
em D. melanogaster no periodo de 2004-2019.

Revista Artigo
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 3
Journal of Infection Diseases 3
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 1
Plos One 1
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 1

4.1.2 Metodologia para infec¢cdo e concentragcdo empregada:

A andlise da metodologia dos artigos encontrados demonstra que héa
preferéncia na escolha do método utilizado para infeccdo de D. melanogaster. Na
infeccdo de Rhizopus, 100% dos artigos utilizaram o método de injecdo de in6culos
no térax de moscas adultas; e, do mesmo modo, 90% dos estudos realizados com o
género Candida usaram a mesma metodologia. O método de rolamento foi utilizado
somente por um estudo de CAMEJO et al. (2017), ja o método de inoculacdo no meio
de cultura foi utilizado em trés estudos (GLITTENBERG et al., 2011; KOUNATIDIS et
al., 2018; YANG et al., 2018) (Figura 4).

A principal metodologia utilizada, como ja foi citado, € por meio de injecéo de
uma agulha previamente mergulhada em solucdo com esporos de determinado fungo
(CHAMILOS et al., 2008; LIONAKIS et al., 2005). O método de rolamento € baseado
em revestir a superficie da mosca com conidios, podendo ser utilizada em espécies
grandes produtoras de conidios, tais como do género Aspergillus (LIONAKIS &
KONTOYIANNIS, 2010). Por outro lado, o0 método de inoculagdo no meio de cultura €
embasado na injecdo do in6culo de fungos do género Candida diretamente no meio
de cultura. Trabalhos que utilizam esse método tém como objetivo infectar larvas,

pois alimentam-se do indculo contido no meio (KOUNATIDIS et al., 2018).

A concentracdo empregada para a infeccdo de Rhizopus € padronizada em

indculos mais concentrados - como 10°, 107, 10® esporos/mL - que foram utilizados
16



em todos os estudos. Trés trabalhos utilizaram mais de uma concentragao,
acrescentando inoculos menos concentrados, como 10* esporos/mL e 10°

esporos/mL.

Alguns estudos - que usaram a infeccdo de Candida - ndo citaram a
concentracdo utilizada, isto prejudicou a andlise correta do levantamento de
concentragOes utilizadas em infeccoes deste género. Entretanto, 73% dos estudos
continham essa informagédo, e o inéculo mais utilizado foi a concentracdo de 102
esporos/mL, usado em 27% desses. Em contraponto, 40% dos estudos empregaram
concentracbes consideradas baixas - 102, 103 e 10* esporos/mL. Estes estudos
utilizam moscas Toll-deficientes, mutantes para o gene Toll, o qual sintetiza uma
proteina receptora relacionada com a resposta imune contra fungos, drosomicina € o
principal produto resultante da ativagdo do receptor Toll. Estas moscas sao mais
suscetiveis a infeccdo fungica, por isso sdo injetadas com in6culo menos
concentrado (ALARCO et al., 2004).

30

20

10

Injegéo Meio de cultura Rolamento

Figura 4: Estudos que utilizaram diferentes métodos para infeccéo de espécies do
género Candida em D. melanogaster.
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4.2 Infecgao fungica em embrido:

A partir dos dados obtidos por cienciometria foi possivel observar que a
aplicacdo da infeccdo por fungos em D. melanogaster é padronizada por inje¢cdo no
térax em moscas adultas. Por outro lado, larvas sao infectadas pela sua alimentacéo.
No entanto, ndo ha registro de metodologia empregando diretamente embrides. Em
funcd@o disso, um novo método de infeccdo baseado na imersdo de embrides foi
testado. Nao apenas para validar uma nova metodologia, mas também por ser mais
pratico do que o método de injecdo e ndo carecer de muita pratica para realizacao da

mesma.

Dos 20 embrides acondicionados em cada um dos 7 frascos, o desenvolvimento
foi acompanhado por inspecédo visual diariamente. No 10° dia, foi realizada a
contagem de pupas. A contagem de pupas desenvolvidas até o 10° dia indicou que
nao houve efeito do contato do patégeno com o embrido no seu desenvolvimento até
a fase da pupa, resultando em 166 pupas desenvolvidas no grupo controle, 151 no
grupo testado com C. albicans e 158 pupas desenvolvidas no grupo testado com A.

fumigatus. (Figura 5).

A soma de moscas adultas no 17° dia foi semelhante a contagem anterior.
Foram contadas 175, 143 e 158 moscas adultas do grupo controle, C. albicans, A.
fumigatus, respectivamente (Figura 6). Essa contagem incluiu tanto moscas vivas
guanto moscas mortas, pois 0 objetivo desta contagem foi avaliar o efeito da infeccao
fungica no desenvolvimento e eclosdo até a fase adulta. No 20° dia, com a finalidade
de analisar a morte prévia causada pelo contato com o patdgeno, a avaliacdo foi

similar aos resultados previamente citados (Figura 7).

A metodologia aplicada para infeccdo de C. albicans e A. fumigatus em
embrides ndo demonstrou diferencas no desenvolvimento até a fase pupa e a
eclosdo da mesma comparando-se com o grupo controle. No entanto, ndo podemos
concluir que ndo houve infeccdo nos embrides. Para validar a metodologia mais
processos serao necessarios, como técnicas moleculares - PCR e ELISA -
histolégicas ou microbioldégicas - crescimento microbiano. A validacdo da
metodologia de infec¢do fungica em embrides de D. melanogaster é importante para
futuros estudos na investigacdo para melhor compreensdo de efeitos de uma

infeccdo causada por fungos no desenvolvimento de embrides.
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Figura 5: Contagem de pupas. Desenvolvimento até a fase da pupa de embrides
submetidos a infec¢do fangica. ANOVA de uma via (p-valor > 0,05).

184

16

14+

12

104

Controle . albicans A fumigotus
Figura 6: Contagem de moscas adultas. Desenvolvimento até o 17° dia de embrides
submetidos a infec¢do fangica. ANOVA de uma via (p-valor > 0,05).

19



18

167

Cantrole C. aibicons A. fumigagtus
Figura 7: Contagem de moscas adultas. Desenvolvimento até o 20° dia de embrides
submetidos a infec¢do fangica. ANOVA de uma via (p-valor > 0,05).

A validacao de uma metodologia de infec¢do fangica em embribes, como essa
mostrada nesse trabalho, € de grande importancia para futuros trabalhos devido a
sua acessivel realizacdo. Abre portas para estudos como efeitos da infeccéo fungica
no desenvolvimento de embrides; possiveis tratamentos alternativos - como
proteinas de choque térmico, que estdo sendo alvo de pesquisa pelo seu possivel
efeito antifangico (MAYER et al, 2013). Igualmente pode ampliar o conhecimento
sobre tratamentos de primeira escolha para infeccdes com fungos, e, por final, €
importante para a integracéo de diferentes areas de pesquisa - como a genética e a
farmacologia -, podendo entender ndo sO efeitos da infeccdo fungica em nivel
molecular, identificando possiveis genes relacionados com resposta imune contra
fungos, mas também genes de resisténcia a farmacos antifangicos em D.

melanogaster.
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