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“Se tiver de suportar duas ou trés lagartas, para chegar a conhecer as borboletas, ndo
faz mal.”

Antoine de Saint-Exupéry, em “O Principezinho”
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Resumo

Caracterizacao polifasica de agentes fungicos biodeteriogénicos de bens
patrimoniais

Resumo

Os bens patrimoniais estdo constantemente expostos a diversos fendmenos de
alteracdo, provocados por variados fatores, incluindo, a contaminacdo microbiol6gica.
Assim, a identificacdo e caracterizacdo dos microrganismos colonizadores é
fundamental na prevencédo e/ou remediacao da biodegradacao.

Neste trabalho, procedeu-se a caraterizacdo de isolados fungicos, responsaveis por
processos de biodeterioracdo de diversos bens patrimoniais, utilizando uma
metodologia polifadsica que envolveu métodos moleculares, tais como PCR
fingerprinting e sequenciagdo de DNA, métodos espectrais, como u-FTIR e p-RAMAN,
e métodos de microanalise, tais como MEV-EDS e microscopia otica.

Os resultados obtidos possibilitaram uma identificacéo prévia dos isolados fangicos
baseada nas caracteristicas morfologicas; o fingerprinting espectral permitiu a
distincdo entre diferentes géneros; e a analise filogenética e polimérfica possibilitou a
identificacdo prévia e caracterizacdo das estirpes em estudo.

A abordagem polifasica provou ser uma ferramenta Util para detecdo e
caracterizacdo de fungos biodeteriogénicos, que pode ser um importante contributo
para a preservacao do Patrimoénio Cultural.






Abstract

Polyphasic Characterization of biodeteriogenic fungi present on cultural heritage
assets

Abstract

Cultural Heritage is continuously exposed to countless alterations, caused by
several factors, including microbiological contamination. Thus, the identification and
characterization of colonizing microorganisms is crucial for the prevention and/or
remediation of biodegradation.

In this work, a characterization of fungal isolates responsible for biodeterioration
processes of various cultural assets was performed, using a polyphasic approach that
includes molecular methods, such as PCR fingerprinting and DNA sequencing, spectral
methods, such as y-FTIR and y-Raman, and microanalysis methods, such as SEM-
EDX and optical microscopy.

The results enabled early identification of fungal isolates based on morphological
characteristics; spectral fingerprinting allowed the distinction between different genera;
and phylogenetic and polymorphic analysis enabled the identification and
characterization of the studied strains.

The polyphasic approach has proven to be an useful tool for detection and
characterization of biodeteriogenic fungi, which can be an important contribution for the

preservation of Cultural Heritage.
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Problematica

Durante varias décadas, o papel dos microrganismos na degradacdo do Patrimonio
Cultural foi negligenciado, valorizando-se sobretudo o efeito dos fatores ambientais e
guimicos, razéo pela qual muitos trabalhos de conservacao e restauro nem sempre se
revelaram eficazes ao longo do tempo, podendo tornar-se até prejudiciais, por
potenciarem o desenvolvimento de microrganismos. Estudos mais recentes tém
incidido sobre a avaliacdo desta acdo biodeteriogénica nos mais variados bens
patrimoniais, como por exemplo, exemplares elaborados em papel [1-3], estudos em
obras de arte produzidas com madeira [4, 5], e estudos em pinturas murais [6-8],
revelando que 0s microrganismos possuem um papel determinante nos fenébmenos de
alteracdo. O ataque microbiolégico leva a perdas de valor inestimavel no que respeita
a Heranca Cultural da Humanidade, e, de modo a minimiza-lo, € necessario, em
primeira instancia, identificar quais os microrganismos intervenientes.

A identificag@o dos agentes efetivamente biodeteriogénicos € por vezes muito dificil,
devido a inexisténcia de uma sistematizagdo nos processos utilizados, a inexisténcia
de kits de identificacdo rapida com testes especificos para este tipo de materiais
(como existem ja para outras areas, entre as quais, a microbiologia médica) e ainda
devido a algum desconhecimento dos conservadores/restauradores em relacéo a area
da Microbiologia. Todos estes fatores vao impedir uma intervencdo rapida,
prolongando o contacto dos microrganismos com os artefactos e, consequentemente,
0S seus danos.

De modo a colmatar esta falha, abordagens expeditas para identificacdo de
microrganismos devem ser implementadas, bem como a criagdo de bases de dados
que combinem os varios agentes biodeteriogénicos de bens patrimoniais, com 0s
materiais e locais de isolamento e com diferentes marcadores de identificacdo destes
agentes, contribuindo assim para o desenvolvimento de ferramentas Uteis, que

permitam respostas efetivas na preservacao da Heranga Cultural.



Objetivos

Objetivo Principal

Este trabalho tem como objetivo principal a identificacdo de agentes fungicos
biodeteriogénicos, provenientes de diversos bens patrimoniais com evidentes sinais de
alteragcdo, como pintura mural, monumentos edificados em pedra, talha dourada, papel
e marfim, através de uma abordagem polifasica, baseada na andlise morfolégica,

espectral e molecular.

Obijetivos Especificos

¢ I|dentificar os agentes fangicos biodeteriogénicos através de uma abordagem
polifasica, que integra:

» Observacdo da morfologia dos isolados fungicos a nivel macro e
microscépico, em meios de cultura diferentes, com recurso a
microscopia 6tica e a microscopia eletronica;

» Caracterizacao molecular por amplificacdo de regibes especificas de
DNA, como a regido ITS e os genes que codificam para B-tubulina e
estabelecer das relacdes filogenéticas, por andlise das sequéncias
destas regides, bem como avaliar o perfil de polimorfismo, por RAPD-
PCR;

» Andlise espectral das coldnias fungicas através de p-FTIR e y-Raman.

e Integrar a informacdo recolhida através das varias técnicas, de modo a
perceber quais sdo mais adequadas para a discriminacdo dos microrganismos
contaminantes dos bens patrimoniais;

e Compreender a relagdo entre o tipo de colonizadores, os géneros fangicos
predominantes e os diferentes materiais;

e  Contribuir com informacdo para a criagdo de uma futura base de dados, de
forma a promover a rapida identificacdo de diversas comunidades fungicas

presentes nos bens patrimoniais.
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2.1 A Heranca Cultural

Ao longo da Histdria da Humanidade, uma imensa variedade de bens patrimoniais
foi sendo produzida, utilizando para isso varias matérias-primas, que podem ter
caracteristicas muito diferentes e de que sdo exemplo a pedra e diversos minerais, o
papel, peles de animais, carapacas de tartaruga, entre outros (Figura 1).

Para além dos materiais de suporte, também as ornamenta¢cdes podem ser
extremamente variadas, como por exemplo, algumas das tintas utilizadas eram
constituidas por pigmentos minerais unidos com ligantes orgénicos (que podem ter
origem em gemas de ovo, caseina, linhaca, sementes de papoila, 6leo de semente de
canhamo, 6leo de madeira chinés e diferentes resinas). E também reconhecido que
eram utilizadas colas de pele de coelho na preparacdo de telas de linho antes de ser
efetuada a pintura, e que se empregavam colas organicas, linhagca ou 6leo de
terebintina na aplicacdo de folha de ouro em madeiras preciosas ou molduras de
estuque. Para além bens ja apresentados, os documentos escritos, como livros e
pergaminhos produzidos a partir de papel, papiro ou pele de animais, sdo também
parte integrante do Patriménio Cultural, servindo de testemunho para toda a
Humanidade. E, sdo também exemplos de bens patrimoniais, as esculturas e outros
objetos de arte que foram concebidos através de uma grande variedade de materiais,

como pedra, téxteis, pele, palha, barro, cabelo natural ou penas [9].

Figura 1 - Exemplos de obras de arte. A- Pietd, de Michelangelo; B - O Nascimento de Vénus, Botticelli; C - Pdgina do
"Codex Atlanticus", de Leonardo da Vinci; D - Talha dourada da Igreja de Sdo Francisco, Porto

Esta grande variedade de materiais tem sido utilizada em diversos monumentos e
obras de arte, cuja constituicdo pode sofrer alteragfes fisicas, quimicas e estéticas

provocadas por fatores fisicos, quimicos e biolégicos. Estes fatores vao desde
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poluentes ambientais (inorganicos e organicos), a agentes climaticos - temperatura,
humidade, chuva e outro tipo de precipitacdo, exposi¢ao solar -, tratamentos quimicos
gue podem incluir biocidas, agentes tensioativos e compostos hidrofébicos, bem como
a presenca/atividade metabdlica de microrganismos. Todas estas alteracdes podem
causar danos, alguns irreversiveis, nos objetos de arte e, nos casos mais graves, pode
ocorrer a sua completa destruigdo [6, 10, 11].

Recentemente, a importancia dos microrganismos, designadamente bactérias,
fungos e algas, nos processos de deterioracdo dos materiais utilizados em bens de
valor histérico e cultural tem ganho enorme relevo. Sabe-se que todas as superficies,
tanto sob condigbes naturais como artificiais estdo expostas a contaminagao
microbioldgica, e varios estudos mostraram que 0s microrganismos tém um papel
fundamental nos processos de deterioracdo ndo sé de materiais organicos mas
também de pedras, vidros e metais [6, 12]. A figura 2 apresenta alguns exemplos de
obras de arte com evidentes sinais de contaminacdo microbiolégica. Os processos de
alteracdo em que os danos sédo causados por microrganismos, como resultado das
suas atividades metabdlicas, designam-se por biodegradacéo / biodeterioracdo. Os
processos de biodeterioracao / biodegradacao sao fenébmenos complexos que ocorrem
em conjunto com outras causas de degradacdo, sendo geralmente considerados
processos de degradacdo secundaria que ocorrem apos efeitos deteriogénicos iniciais,
produzidos por outros agentes, e estdo intimamente relacionados com fatores

ambientais e de acdo humana [6, 12-14].

Figura 2 - Obras de arte afetadas por biodeterioracdo/biodegradacdo. A - Pintura a pastel com contaminagéo
fungica devido ao acondicionamento em pelicula de pldstico. B - Bolor em vestes provenientes da Austria. C -
Molduras histéricas em folha de ouro contaminadas por fungos. D — Camada densa de Trichoderma sp. num livro
historico. (Adaptado de Sterflinger et al., 2010).
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Este € um tema de extrema importancia para a conservacdo da Heranga Cultural,
uma vez que as obras de arte e 0s monumentos representam um grupo bastante
diversificado de nichos ecoldgicos para varios organismos [6, 12-16].

Os processos de biodeterioragdo / biodegradacdo das obras de arte séo
determinados pelos parametros especificos do material em estudo, o seu estado de
conservacado, as condicbes ambientais circundantes, e a morfologia da estrutura dos
agentes colonizadores [17].

Um dos parametros que mais influencia a intensidade dos ataques biolégicos e dos
processos de biodeterioracdo / biodegradacao € a disponibilidade de 4gua, uma vez
que, em condicbes de humidade adequadas, 0s microrganismos sdo capazes de se
desenvolver utilizando como substrato o proprio material, poeira ou outros
microrganismos. Além disso, a populagdo microbiolégica inerente a este fendmeno
esta associada a uma sucessdo de agentes de colonizagdo, que € influenciada pelo
ambiente em que esta se encontra [17-20].

Em ambientes exteriores e/ou com luminosidade suficiente, as algas e as
cianobactérias sdo os primeiros microrganismos a colonizar as obras de arte devido as
suas caracteristicas fotossintéticas, abrindo assim caminho para bactérias, fungos e
outros microrganismos, que posteriormente se fixam ao substrato, tendo também eles
um papel importante na deterioragdo. No caso de ambientes interiores, com auséncia
ou luminosidade reduzida, os primeiros agentes de colonizagdo apontados séo as
bactérias, devido as reduzidas necessidades nutricionais requeridas, fornecendo
posteriormente matéria organica para as comunidades subsequentes. Assim, a
populacdo colonizadora de obras de arte é fortemente influenciada pelos fatores
externos, podendo sofrer alteragdes ao longo do tempo, sendo desta forma pertinente
o controlo da dindmica de populacbes para estudos de biodeterioracdo /
biodegradacao [17-20]. Para além disto, existem varios fatores e processos biol6gicos
gue podem influenciar ndo s6 a localizacdo e extensdo dos danos induzidos por
microrganismos, mas também a estabilizagédo da propria superficie/material [11].

Devido a enorme importancia histérica, cultural e social dos bens patrimoniais, é
necessario aprofundar o conhecimento dos efeitos dos microrganismos nestes bens
culturais. Todo este processo visa a utilizacdo da informacé&o recolhida para encontrar
estratégias de conservacao e restauro cada vez mais eficazes. Em primeiro lugar, é
necessario identificar os microrganismos envolvidos nos processos de biodeterioracao
/| biodegradac¢do — o que vai ajudar na compreensdo da diversidade microbiana, das
varias fases de colonizacdo, da relacdo entre as varias comunidades microbianas
presentes nas superficies e da interagdo entre 0s microrganismos e 0 substrato.

Sendo para isso necessario conhecer a interacdo entre diferentes microrganismos e
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os seus diferentes padrBes de biodeterioracdo / biodegradacéo, pois estes detém um
papel importante em todos os ecossistemas e, quanto mais complexo for o ambiente
circundante, mais dificil serd obter todo o espectro de microrganismos presentes [6-8,
14, 21, 22].

Identificar estes microrganismos especificos é de extrema importancia ndo so
porque representam um risco para os artefactos, mas também devido aos potenciais
riscos para os conservadores, aguando da exposicao a estes agentes, bem como para
0 ser humano em geral, pois 0 crescimento microbiano pode causar a emissdo de
células (esporos) ou dos seus metabolitos para o ar. Estas emissdes estdo
relacionadas com efeitos adversos na salde, como sintomas respiratérios, asma e
alergias [20, 21].

Apesar da importancia inerente a identificagdo dos microrganismos que proliferam
nas obras de arte, os investigadores sdo confrontados, muitas vezes, com a
impossibilidade de recolher amostra (utilizagdo de técnicas ndo invasivas) ou de esta
ser de dimensbes muito reduzidas (microamostragem). Exemplos de amostragens
podem ser encontrados na figura 3. Assim, um dos principais desafios para ultrapassar
os problemas associados ao diagnostico de contaminagdo biologica em bens
patrimoniais prende-se com o desenvolvimento de processos de amostragem néo
invasivos [2, 12].

Figura 3 - Amostragem. A - Convento de Nossa Senhora da Saudagdo, Montemor-o-Novo. B - Convento de Cristo,
Tomar

De acordo com estas limitacdes, o estudo destes objetos deve ser feito, sempre
gue possivel, sem modificar os préprios objetos, especialmente se estes sdo de
pequenas dimensdes e de elevado valor cultural [2, 12].

Para além das dificuldades inerentes ao processo de amostragem, é dificil perceber
0 mecanismo de deterioracdo biologica, devido a complexa natureza das alteracdes
bioquimicas e biofisicas que levam a biodeterioracdo dos monumentos e obras de

arte. Assim, a compreenséo dos processos que induzem a degradacdo do Patrimonio
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Cultural, bem como medidas preventivas para controlo de contaminacdo
microbiol6gica, s6 podem ser alcancadas através de uma investigacdo multidisciplinar,
onde participem sobretudo biotecndlogos, bioquimicos, bidlogos, quimicos e
conservadores/restauradores [6, 10, 15].

2.2. Os fungos como agentes biodeteriogénicos

Os fungos séo responsaveis por uma grande variedade de processos de
manutencdo dos ecossistemas. Alguns deles, como as leveduras, os bolores e o0s
cogumelos, desempenham um papel consideravel na cultura e na evolugdo da
sociedade desde tempos ancestrais. As leveduras tém sido utilizadas no fabrico de
produtos alimentares, os cogumelos sao utilizados eles préprios como alimento e
varios microrganismos servem de base para a produgdo de antibiéticos. No entanto,
contrastando com 0s seus numerosos efeitos benéficos, os fungos também tém um
lado negativo — sendo as micotoxinas, a patogenicidade, os alergénios, o
apodrecimento de alimentos e a biodeterioracdo/biodegradacdo de materiais alguns
dos exemplos [9, 23].

O crescimento fungico em objetos de Heranca Cultural estd associado a
degradacdo de substancias organicas e minerais para obter nutrientes e extrair
energia; a producdo de moléculas, como &cidos e agentes complexos, com o objetivo
de diminuir a coesdo do substrato; e a excrecdo de excedentes metabdlicos, o que
pode causar danos indesejaveis [24]. Os principais danos ocorrem devido a alteracbes
fisicas ou mecanicas, mudancas quimicas da matriz e alteracdes estéticas, sendo
estes considerados indicadores de contaminagdo microbiolégica [10]. Assim, a
proliferacdo destes microrganismos provoca deterioragdo estética devido a formacao
de colonias e aos pigmentos fangicos, bem como degradacéo estrutural, em que 0s
fungos filamentosos penetram nas fendas e migram para o interior dos materiais,
causando o seu destacamento, e degradando-os, o que afeta substancialmente os
objetos [9]. As hifas formam rapidamente um grupo, designado por micélio, para
colonizar areas consideraveis do substrato onde se encontram e, por outro lado, os
esporos produzidos através de estruturas especializadas, vao disseminar-se e
contaminar outras superficies, cuja proliferacdo pode causar danos irreversiveis nas
obras de arte, merecendo por isso especial atengéo [25].

A capacidade para formar biofilmes (microfouling), ou seja, a acumulacdo
indesejavel de microrganismos, dos seus produtos e depésitos (incluindo materiais
organicos e minerais), € macro-organismos nas superficies, como é visivel na figura 4,
€ outro dos danos que habitualmente afeta a integridade dos bens patrimoniais. Estes

filmes finos sdo geralmente constituidos por microrganismos embebidos numa matriz
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organica de biopolimeros, produzidos pelos microrganismos em circunstancias
naturais. Adicionalmente, os precipitados microbianos, os minerais e os produtos de
corrosdo podem também coexistir. A formacéo de biofilmes € um pré-requisito para
que a corrosdo e/ou deterioracdo dos materiais subjacentes aconteca e estes podem
causar alteragfes cromaticas na superficie dos objetos [11, 15].

Figura 4 - Biofilmes presentes em Angkor Thom, Cambodja. (Adaptado de Hu et al., 2013)

Os biofilmes podem desenvolver-se tanto em ambientes exteriores, como em
espacos fechados, e apresentam um ambiente (nico, em que apenas o0S
microrganismos adaptados as condicfes existentes tém a capacidade de crescer. As
principais condicionantes a proliferagdo microbiana devem-se as mudancas
constantes e imprevisiveis das condicbes ambientais nas superficies subaéreas. Estes
habitats estdo muito dependentes da entrada de nutrientes e das condicbes
atmosféricas, tendo por isso, desenvolvido a capacidade de se tornarem mais
dependentes da interacdo interna entre diferentes microrganismos (elementos do
biofiime) do que da entrada de nutrientes do exterior. Deste modo, as interagdes
funcionais entre os diferentes componentes do sistema s&o de elevada importancia [7,
11, 26].

Os primeiros colonizadores formam uma comunidade pioneira nas mais variadas
superficies que serve como base para as comunidades seguintes, sendo que 0s
diferentes padroes de desenvolvimento de biofiimes dependem das condi¢cdes
ambientais e das interac¢des internas dentro do biofilme. Todas as superficies podem
atuar como substrato para adesdo de microrganismos e, consequentemente, para a
formacédo de biofilmes, podendo o ataque dos microrganismos aos materiais ocorrer
de forma direta ou indireta. Esta agdo vai depender dos microrganismos
intervenientes, das propriedades quimicas e fisicas dos materiais e das condi¢des
ambientais [9, 11, 15].

Na maioria dos habitats, onde a primeira fonte de energia (luz visivel) esta

prontamente disponivel e as fontes de carbono sédo limitadas, a colonizacéao

12



Revisao Bibliografica

microbiana geralmente inicia-se com organismos fotoautotréficos, que constroem um
biofilme protetor, enriquecido com biomassa inorgénica e organica, nas superficies. A
acumulacdo de biomassa fotossintética providencia uma excelente base de nutrientes
organicos para a subsequente microflora heterotréfica e as suas atividades
biodeteriogénicas. Apesar de provavelmente nem todos os biofiimes afetarem o
substrato onde se depositam, estd demonstrado que todos eles cobrem a superficie
como um verniz fino e pigmentado [27, 28].

Os microrganismos que se encontram nos biofilmes tornam-se mais resistentes ao
stresse ambiental sob condi¢cdes de pouca humidade ou elevada temperatura porque
os biofilmes contém um elevado teor em 4gua e possuem uma forte interacdo com a
superficie do substrato [29].

No caso da interagdo simbidtica entre diferentes microrganismos, como, por
exemplo, fungos e algas, os fungos utilizam os nutrientes organicos produzidos pelas
algas durante a fotossintese e, em troca, as algas obtém minerais resultantes da
degradacao do substrato que ocorre através dos acidos excretados pelos fungos. Para
além disso, os fungos protegem as algas de condi¢cbes ambientais hostis, tais como a
dissecacao ou a presenca produtos quimicos toxicos [28].

Por outro lado, devido a elevada diversidade de exoenzimas produzidas pelos
fungos e a sua grande habilidade de crescer a baixos valores de atividade da agua
(quantidade de agua disponivel numa matriz, o que permite o desenvolvimento dos
microrganismos, e que estd relacionada com a humidade relativa do ambiente
envolvente), é necessario monitorizar a sua atividade enzimatica, de forma a perceber
a sua forma de acéo e o seu papel no fendmeno de alteracdo de obras de arte [9].

Dos varios exoenzimas com proveniéncia microbiana, destacam-se 0s enzimas
celulases, glucanases, lacases e queratinases, dada a sua importancia como agentes
deteriogénicos.

As celulases (EC 3.2.1.4) sdo um dos exemplos de enzimas produzidas por fungos
e provocam a endohidrélise das ligagbes 1—4-3-D-glucosidicas em celulose, lenhina e
B-D-glucanos [30, 31]. Os estudos com estes enzimas encontram-se desenvolvidos
com maior detalhe no ponto 2.3.1.

No que diz respeito as glucanases, estas promovem a degradacdo de [3-1,3-
glucano envolve acao de endo-1,3-B-glucanases (EC 3.2.1.6 e EC 3.2.1.39) e exo-1,3-
B-glucanases (EC 3.2.1.58), sendo que os 3-1,3-glucanos, compostos por residuos de
glucose B-1,3, sdo considerados componentes estruturais de maior importancia da
parede celular dos fungos e do revestimento extracelular das culturas fangicas. Nas
plantas também ha producdo algo semelhante a uma parede celular que esta

associada a B-1,3-glucano, e que esta ligada ao desenvolvimento de pélen, formacéo
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de placas celulares e respostas a stresse bidtico e abiotico. Algumas algas também
acumulam B-1,3-glucano como polissacarideo de reserva. As endo-1,3-B-glucanases
hidrolisam ligagbes [B-1,3-glucosidicas internas em locais aleatérios para produzir
oligossacaridos, e as exo-1,3-B-glucanases libertam glucose dos oligossacaridos
produzidos. Pensa-se que as acdes das 1,3-B-glucanases tenham um papel essencial
na morfogénese e na aquisicdo de carbono da parede celular [32].

As lacases (EC 1.10.3.2), sao oxidases com 4 atomos de carbono que podem ser
produzidas por varias plantas, fungos e bactérias. Tém uma especificidade com o
substrato relativamente baixa e elevada atividade catalitica [33]. Estes enzimas
promovem a reagao:

4 benzenediol + O, — 4 benzosemiquinona + 2 H.O

As queratinases (EC 3.4.21/24/99.11) sdo um grupo de proteases metdlicas ou
serinas que conseguem degradar a estrutura insoluvel formada por substratos de
gueratina. As queratinas sao proteinas fibrosas insollveis com ligacdes cruzadas de
pontes dissulfureto, ligagBes hidrogénio e interagbes hidrofébicas. A estabilidade
mecanica das queratinas depende da intensidade do enrolamento das proteinas em
estruturas de hélices a (a-queratina) ou folha plissada B (B-queratina), e da
intensidade das suas ligacdes em pontes de cistina que tém um alto grau de ligacbes
cruzadas através de ligacdes dissulfureto e ligacdes por ponte de hidrogénio [34, 35].
Estas proteinas sd@o o principal componente estrutural de cabelo, 18, penas, unhas e
outros tecidos epiteliais dos vertebrados. Devido as cadeias polipeptidicas
extremamente enroladas, estas proteinas sao resistentes a proteélise por proteases
comuns como tripsina, pepsina e papaina. No entanto, diversos microrganismos, como
bactérias, leveduras e fungos, estado identificados como utilizadores de queratina como
substrato uma vez que produzem enzimas queratinoliticas [36, 37]. Como exemplo de
aplicacdo, os microrganismos queratinoliticos e as suas enzimas podem ser utilizados
para promover a degradacao de queratina presente em penas, libertando aminoacidos
que sao utilizados pela comunidade microbiana circundante como fonte de azoto [38,
39]. Atualmente, a maioria dos estudos relativos a queratinases foca-se principalmente

na sua acao proteolitica [40].

Ha ainda escassez de informacdo sobre a especificidade dos fungos envolvidos
nestes processos de biodeterioragdo, bem como sobre a restante populacao biolégica,
a ecologia, a evolucao e a filogenia dos agentes biodeteriogénicos [9, 25, 41]. Para
além disso, o tipo de fungos colonizadores e 0 seu consequente comportamento

biodeteriogénico estdo dependentes do material onde proliferam e, por isso, de modo
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a melhor compreender 0s seus mecanismos, a sua acao deve ser analisada nos mais

diversos materiais.

2.3. Materiais versus Bens Culturais

A compreensdo dos fendmenos de alteracdo de obras de arte exige uma
abordagem multidisciplinar, uma vez que, para além da caracterizacdo dos diferentes
componentes que constituem estes bens patrimoniais, a contaminacao biolégica e a
acumulacdo de produtos de alteracdo nas superficies também tem de ser
contemplada. Assim, devido a toda a complexidade quer dos materiais, quer dos
fendmenos que induzem alteracdo nos objetos de arte, para a realizacdo deste
trabalho foram estudadas varias obras de arte, produzidas a partir de diferentes
materiais, tais como madeira, pedra, pintura mural, papel/pergaminho e marfim,

predominantemente contaminados por fungos.

2.3.1. Madeira/Talha Dourada

A madeira € um dos mais antigos materiais de construcéo e decoracéo utilizado em

varios tipos de obras de arte (Figura 5), como, por exemplo, esculturas, retabulos,
coches, quadros, etc. De entre os varios tipos de obras de arte produzidas em
madeira, a talha dourada € uma das mais importantes expressdes artisticas em
Portugal, atingindo o auge durante o periodo barroco devido ao simbolismo atribuido
ao ouro durante o século XVII. Este tipo de técnica era aplicado na ilustracdo e

narragdo do simbolismo catélico e na decoracéo de Vvérias estruturas [42].

Figura 5 - Exemplos de obras de arte em madeira. A - Coche; B - Retdbulo em talha dourada; C - Escultura.

z

A madeira é constituida por células ordenadas com paredes compostas por
guantidades variaveis de celulose, hemicelulose e lenhina. Tipicamente, distinguem-se
dois grupos, hardwoods (angiospérmicas) e softwoods (gimnospérmicas), obtidos das
plantas angiospérmicas e gimnospérmicas, respetivamente, assim denominados por
apresentarem diferentes concentragbes dos compostos celulares (Figura 6). As

softwoods contém uma maior concentracdo de lenhina, menor concentracdo de
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hemicelulose e aproximadamente a mesma quantidade de celulose,
comparativamente com as hardwoods [43].

Apenas trés espécies flngicas sdo muitas vezes mencionadas como as mais
frequentes em madeira interior na Europa: Serpula lacrymans, Coniophora spp. e
Antrodia spp. [44, 45].

Elementos
de Vasos Traqueidos 100 pm
[ |

Traqueidos

Figura 6 - A e B - estrutura celular de uma angiospérmica; C e D - Estrutura celular de uma gimnospérmica; E -
Constituigdo do Xilema. (Adaptado de Blanchette, 2000)

Devido & sua constituicdo, a madeira é bastante suscetivel a alteracdes (Figura 7A),
sendo por isso pertinente estudar os fendmenos de biodeterioracdo/biodegradacgéo
causados em obras de arte (Figura 7B e 7C).

G

Figura 7 - Contaminagdo microbiolégica em madeira: A — Arvore; B — Estdtua egipcia (adaptado de Blanchette,
2000); C — Cerca do museu Open-Air (adaptado de Irbe et al., 2012)

A capacidade de degradacgdo biolégica dos componentes da madeira varia entre
espécies da propria madeira e dos microrganismos que a contaminam. Essa
variabilidade depende do complexo enzimatico dos agentes fungicos que vai quebrar a

parede celular da madeira. As caracteristicas de crescimento dos microrganismos e do
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tipo de degradacdo resulta na producdo de diferentes padrbes de danos -—
dependendo do tipo de dano, diferentes alteracdes fisicas, quimicas e morfolégicas
ocorrem na madeira [43, 44].

Os materiais de madeira com conteudo de humidade abaixo de 20% n&o permitem
o crescimento fangico, enquanto que quando as condi¢gbes variam de 20% ao ponto de
saturacao das fibras (aproximadamente, 27%) é possivel o desenvolvimento localizado
de fungos. O pH da madeira € também um importante fator que podera influenciar o
tipo de microrganismos que se vao estabelecer na madeira, sendo que o0s
microrganismos tém maior capacidade de se desenvolver em pH basico [43, 46].

A biodeterioracédo / biodegradacdo da madeira ocorre principalmente em espacos
interiores (cerca de 86%) e é causada por enzimas e mediadores de baixo peso
molecular excretados pelos fungos durante a sua atividade metabdlica para obter uma
fonte de carbono, essencial para a sua sobrevivéncia [22]. Em condi¢6es ambientais
apropriadas, a madeira pode ser degradada por fungos que causam apodrecimento
castanho (brown-rot fungi), branco (white-rot fungi) ou mole (soft-rot fungi). Enquanto
gue no apodrecimento castanho ocorre a degradacéo seletiva dos hidratos de carbono
estruturais (celulose e hemicelulose); no apodrecimento branco ha a degradacao de
todos os constituintes estruturais das paredes celulares, inclusive da lenhina; e no
apodrecimento mole ocorre uma degradacédo seletiva da camada S2 da parede celular,
0 que deixa o residuo lignolitico alterado [43, 47].

Os fungos que provocam apodrecimento branco causam muitas vezes o0
branqueamento da coloracéo original da madeira. O apodrecimento mole, causado por
fungos que sdo classificados taxonomicamente nas subdivisdes Ascomycota e
Deuteromycota, divide-se em dois tipos: i) tipo 1, caracterizado pela formagéo de
cavidades longitudinais na parede secundaria das células da madeira, e, ii) tipo 2,
utilizado para descrever a erosao de toda a parede secundaria. O apodrecimento mole
€ considerado o0 que gera maiores perdas na madeira e 0os fungos que o0 causam sao
tolerantes a uma gama muito mais alargada de condi¢cdes (conseguem tolerar uma
vasta gama de condi¢cbes de temperatura, humidade e pH que desencorajam a
atividade de fungos de apodrecimento branco e castanho), sendo até encontrados em
madeiras excessivamente humidas ou secas [43-45, 47, 48].

O apodrecimento castanho é caracterizado pela rapida perda de coesdo causada
pela despolimerizacdo de fracBes celulésicas, o que resulta numa perda de massa,
reducdo da cristalinidade da celulose, e acumulacdo de acUcares parcialmente
degradados [49].

O é&cido oxalico é produzido pela maioria dos fungos causadores de apodrecimento

castanho durante a primeira fase do metabolismo primario, sendo encontrado em
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grandes quantidades nestes fungos, enquanto que em fungos de apodrecimento
branco € detetado em quantidades reduzidas. Este tipo de apodrecimento é peculiar,
pois os fungos que causam apodrecimento castanho sd@o 0s Unicos organismos
conhecidos que conseguem degradar a celulose, ndo afetando a lenhina [22, 49].

A lenhina confere resisténcia mecéanica as plantas e, devido a sua complexidade
quimica, muitos poucos organismos tém a capacidade de a degradar. No entanto,
certas bactérias e fungos, e em particular fungos que provocam apodrecimento branco
na madeira, estdo entre 0s organismos capazes de despolimerizar e mineralizar
eficientemente a lenhina. Estes fungos desenvolveram um sistema complexo de
enzimas com capacidades de degradacdo da lignocelulose, contendo peroxidases,
oxidases e redutases e compostos de baixa massa molecular que regulam a acgéo
destas enzimas. Estas enzimas lignoceluloliticas, compostas por celulases e
xilanases, sdo necessarias para fazer um bom uso dos componentes da biomassa
lignocelul6sica, as celuloses e hemiceluloses, para produzir agicares como pentoses
e hexoses para bioprocessos [30]. O grupo mais significativo de fungos que provocam
apodrecimento branco que secreta estas enzimas pertence ao filo Basidiomycota [50].

As celulases sdo complexos multi-enzimaticos que promovem a solubilizacdo da
estrutura complexa e rigida da celulose em mondmeros e oligbmeros pequenos o
suficiente para permitir a assimilagdo celular. Os trés maiores componentes das
celulases - endo-glucanases, exo-glucanases e pB-glucosidades — atuam
sinergeticamente durante a hidrélise enziméatica [31, 51].

Apesar da vasta informacdo existente sobre este material, € necessario explorar
ainda melhor o papel dos fungos presentes em madeira e que degradam a mesma, e

estudar as suas enzimas lignoliticas [50].

2.3.2. Pedra

Na natureza, as alteragfes na composi¢cdo de materiais pétreos expostos ao ar, séo
provocadas por diferentes agentes quimicos, fisicos e biol6gicos, que promovem a
producdo de bio-minerais e/ou 0os mecanismos de erosdo. Este processo é designado
por intemperismo [19].

A pedra é vastamente utilizada para a construcdo de monumentos e esculturas, no
entanto os processos de biodeterioracdo / biodegradacédo afetam ndo s6 a estética
destas obras de arte, mas também a estrutura das edificacdes, o que pode pbér em

causa a seguranga dos locais circundantes (Figura 8).
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Figura 8 - Efeitos da bioterioragdo/biodegradagdo em edificios edificados em pedra. A - Convento de Cristo, Tomar. B
- Paldcio da Pena, Sintra (Adaptado de Macedo, 2009)

No decorrer da contaminacdo microbiana, as propriedades fisico-quimicas do
proprio substrato mineral sdo alteradas significativamente, aumentando a sua
bioreceptividade [28], tornando-0 assim, mais suscetivel para sofrer alteragcédo e,
consequentemente, para o fenédmeno de biodeterioracéo / biodegradacado, que, neste
caso envolve numerosas interacdes entre organismos, substratos e condicbes
climatéricas, originando varios padrdes de biodeterioracdo / biodegradacéo [52].

De acordo com estas interacdes, a colonizagao biologica é afetada pela sua origem
geoldgica (rochas metamorficas, sedimentares e magmaticas), pelas caracteristicas
fisicas (rugosidade, porosidade, permeabilidade, morfologia da estrutura, etc) e
guimicas (composicdo mineral e pH da superficie) do substrato, sendo também
fortemente influenciada pela atividade da agua, estado de conservacdo da obra
(erosdo, micro-fissuras, etc), e pelas condi¢cbes ambientais [18]. E possivel destacar,
por exemplo, a influéncia da rugosidade das superficies, verificando-se que edificios
com superficies rugosas revelam maior resisténcia a formacéo de biofilmes do que
superficies lisas [19, 28].

Investigagbes sobre biodeterioragdo / biodegradacdo em monumentos pétreos,
especialmente no que diz respeito a biofilmes que cobrem a superficie para se
protegerem contra fatores ambientais adversos, concluiram que a acgdo dos
microrganismos pode ser claramente detetada em estados iniciais da degradacédo da
pedra [28].

As obras de arte edificadas em pedra podem ser colonizadas por diferentes grupos
de microrganismos, abrangendo bactérias (incluindo actinomicetes), algas (incluindo
cianobactérias), fungos e liqguenes, sendo que os fungos do género Cladosporium,
Alternaria e Fusarium tém sido particularmente encontrados em calcarios [53]. Todos
estes microrganismos podem provocar: alteracdes cromaticas na pedra produzidas por

pigmentos biogénicos, 0 que, dependendo da extensdo da area que ocupem, pode
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alterar a aparéncia estética e consequentemente a interpretacdo da obra de arte;
stresse mecéanico na estrutura mineral; e acumulacdo de poluentes atmosféricos
absorvidos pelos biofilmes. Em monumentos de edificados em pedra, os fungos do
solo, assim como a flora proveniente das plantas e do ar, sdo os primeiros habitantes
destes materiais. Por outro lado, a biomassa natural acumulada pelos microrganismos
fotossintéticos e por poluentes antropogénicos de origem industrial e agricola podera
ser a fonte de nutrientes para os préximos microrganismos colonizadores da pedra,
cuja atividade metabdlica é influenciada por pardmetros naturais, tais como luz e
humidade. A presenca de comunidades microbiolégicas € geralmente resultado da
colonizacdo sucessiva por diferentes microrganismos decorrente de varios anos,
sendo um processo que depende da capacidade de um substrato providenciar um
nicho protetor onde os microrganismos se podem desenvolver [8, 11, 18, 19].

A producdo de &cidos organicos, como, por exemplo, de oxalatos também esta
envolvida na biodeterioracdo / biodegradacdo da pedra e de substratos minerais,
materiais lignoceluldsicos [54].

Foi estimado que 20-30% da deterioracao de pedra resulta de atividade biolégica e,
em ambientes ao ar livre, os fungos e os liguenes sdo 0s mais importantes agentes de
biodeterioracao / biodegradacdo de monumentos histoéricos e esculturas edificadas em
pedra (e também em argamassa e gesso), apesar de bactérias, cianobactérias e algas
também poderem colonizar e deteriorar este material [9, 13]. Podem ser considerados
dois tipos de biodeterioracéo / biodegradacao: biogeofisica (dano mecéanico causado
pela exercdo de pressdao durante o crescimento bioldgico) e biogeoquimica (acédo
direta causada pelos processos metabdlicos dos organismos no substrato). Enquanto
gue os efeitos e extensdo dos processos de deterioragdo biogeoquimica sao
controlados e determinados pela composi¢cdo quimica dos minerais, o que faz com que
0 mecanismo de degradagdo mais conhecido e maioritariamente investigado seja
provavelmente a libertacdo biogénica de A&cidos corrosivos; 0S mecanismos
biogeofisicos sdo na sua maioria regulados pela porosidade e forma da superficie
interior das rochas, resultando no destacamento da superficie, perdas superficiais, ou
penetracdo e aumento da porosidade.

Este tipo de deterioragdo também ocorre devido a presenca de biofilmes de
cianobactérias e algas que passam por grandes variacdes de volume e exercem uma
forca consideravel durante os ciclos de secagem e humedecimento, fazendo com que
os graos de pedra se soltem. Isto pode levar a alteracdo da distribuicdo do tamanho
dos poros na pedra, o que leva a alterac6es nos padrdes de circulacdo de agua e na
resposta a temperatura. Para além disto, a formacdo de crostas induzidas pelo

crescimento de cianobactérias e algas também resulta numa maior retencdo da
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humidade na superficie da pedra, tornando-a assim mais suscetivel para colonizagédo
[8].

No entanto, € de referir o papel duplo dos organismos, pois a coloniza¢éo pode por
vezes também ser considerada bioprotetora e muitos autores defendem que alguns
organismos, especialmente liquenes, ndo deveriam ser removidos das superficies
pétreas em certas condicGes, porque a biodeterioracdo / biodegradacao provocada por
eles causa menos danos do que 0s processos fisico-quimicos ambientais que ocorrem

na sua auséncia [52].

2.3.3. Pintura Mural

As pinturas murais constituem uma riqueza de valor incalculavel para a
Humanidade, tanto pela sua quantidade como qualidade, encontrando-se
principalmente na Europa. Este tipo de pintura é bastante encontrado em igrejas,
palacios, cavernas, entre outros [55, 56].

A pintura mural é um tipo de pintura que é realizada sobre um suporte arquitetonico
de natureza diferenciada. O suporte (ou muro) pode ser constituido por taipa, tabique,
alvenaria de pedra ou tijolo, paredes de pedra solta ou pedra emparelhada com um
ligando entre blocos, ou até rocha natural [55-57].

Este tipo de pintura apresenta uma estrutura em camadas, composta por Varios
estratos que constituem o suporte pictérico (camada de baixo, constituida por uma ou
mais argamassas de composicao idéntica ou diferenciada) e a camada cromatica (a
camada ou camadas de pintura em si — formada por pigmentos e ligantes) [55, 56, 58].

As pinturas murais podem ser classificadas de acordo com a técnica de execugao:
a secco, a fresco ou pode também ser usada uma técnica mista. Na técnica a fresco,
0s pigmentos sao depositados sobre uma argamassa ainda himida, ou seja, no inicio
do processo de carbonatagéo. A sua fixagdo decorre da formacgéo superficial da matriz
de carbonato de calcio formada pela reacdo do hidroxido de célcio contido nas
argamassas com o dioxido de carbono da atmosfera [56]. Este processo pode traduzir-
se na seguinte reacao:

Ca(OH); (aq)+C0O2(g) — CaCOs (s) +H20 (g).

Na técnica a secco, os pigmentos sdo colocados sobre a superficie ja seca. Neste
caso, devem ser misturados com um material que promova a sua adesdo ao suporte
pictorico. Considera-se que a pintura mural efetuada a partir desta técnica é de, uma
forma geral, mais fragil e menos duradoura que a técnica a fresco, devido a natureza
organica do aglutinante, que esta mais suscetivel a degradacéo por agentes exteriores
[56].
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A preservacao deste tipo de obras de arte € imperativa, devido ao seu enorme valor
historico-cultural e a enorme ligacao aos antepassados da Humanidade [55].

As pinturas murais, tal como o0s bens culturais ja apresentados, podem ser afetadas
por fatores ambientais, condi¢6es geoldgicas do solo, qualidade dos materiais, 0 modo
de preparagdo das pinturas, e microrganismos. Varias comunidades microbiolégicas
podem estabelecer-se nas interfaces das pinturas murais, mesmo em condi¢cfes
ambientais hostis ou condi¢des quimicas adversas [26, 55].

Estas obras de arte podem estar sujeitas ao crescimento de bactérias litotroficas e
heterotroficas, actinomicetes, cianobactérias, fungos e algas microscépicas.
Geralmente, humidade elevada, em conjunto com condicdes de luminosidade
adequadas, e uma entrada constante de nutrientes parecem ser fatores determinantes
para o crescimento biolégico. Contudo, quando luz suficiente (natural ou artificial)
atinge a superficie da parede, a proliferagdo de microrganismos fotoautotréficos
parece ser dominante. Estes sdo principalmente microalgas e cianobactérias capazes
de crescer mesmo em condi¢des de luminosidade reduzida, e de sobreviver a longos
periodos de escuriddo. Porém, nos processos biodeteriogénicos da pintura mural, o
papel dos microrganismos fotoheterotr6ficos — menos abundantes — ndo deve ser
negligenciado [26, 55, 57].

O crescimento fungico em pinturas murais pode causar danos estruturais nos
artefactos, sendo o destacamento a mais frequente causa de danos nas pinturas
murais, particularmente no enorme espdélio de pintura mural executada a fresco [55].
Outro dano comum da pintura mural € o desenvolvimento de fissuras, que séo
facilmente explicadas pelo crescimento e pressédo dos fungos que frequentemente
colonizam as pinturas murais [11]. E também de destacar a producdo de oxalatos de
calcio ou de outros elementos quimicos, a partir da calcite ou de pigmentos contendo
metais presentes na tinta utlizada, que pode causar eflorescéncias, fissuras,
destacamentos, assim como alteragfes na coloragcdo e manchas nas pinturas (Figura
9) [54].
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Figura 9 - Danos comuns provocados pela biodeterioracdo/biodegradagéo das pinturas murais. A - Alteragbes
cromadticas; B - Fissuras.

Outro exemplo de biodeterioracdo / biodegradacdo sdo as manchas pretas
causadas por fungos dematiaceos (“fungos negros”), que causam problemas na
conservacdo dos bens patrimoniais. Estas manchas flungicas podem ser originadas
principalmente a partir da excrecdo de metabolitos ou pigmentos fungicos,
especialmente melaninas. A pigmentacdo mantém-se nas paredes celulares na
superficie do substrato mesmo depois dos fungos ja ndo estarem viaveis, sendo estas
substancias particularmente resistentes a degradacdo quimica e enzimatica [59].

Assim, fazer um diagndstico pormenorizado sobre os danos e a contaminacao
microbiologica, coordenado com tratamentos de consolidacdo e conservagdo e
restauro torna-se fundamental, de forma a promover a preservacdo e salvaguarda

destes bens patrimoniais [55].

2.3.4. Papel/Pergaminho

Desde os primérdios da Humanidade que os seres humanos tém feito por transmitir
0s seus pensamentos e conhecimentos as geracdes seguintes. Bibliotecas, arquivos e
museus conservam 0s documentos escritos e iconograficos, mas estes, tal como os
outros materiais da Heranca Cultural, estdo sujeitos a numerosos processos de
deterioragéo.

Existem dois tipos de agentes de degradacdo de papel: internos e externos. Os
agentes internos estao ligados diretamente a composicao do papel, em que séo tidas
em contas caracteristicas como fibras, tipo de cola utilizada, residuos quimicos e
particulas metalicas. Por outro lado, os agentes externos sdo constituidos por fatores
fisicos e bioldgicos, tais como radiagdo ultravioleta, temperatura, humidade relativa,
poluicdo ambiental, microrganismos e outros seres vivos [3, 60].
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Estas obras de arte podem sofrer varios tipos de danos, quer sejam estruturais ou
estéticos. Numa primeira instancia, os danos fisicos, provocados principalmente
devido a condicbes ambientais adversas, podem desencadear subsequentes
processos quimicos e microbioldgicos deteriogénicos. No que diz respeito aos danos
guimicos, a produgcdo de grupos carboxilicos ou radicais livres e processos de
oxidacdo-reducdo podem envolver todos os constituintes do papel, e levar a um
amarelecimento geral e enfraquecimento da estrutura do papel (Figura 9). A natureza
das tintas, colas, impurezas e outros materiais organicos e inorganicos podem
influenciar fortemente, tanto negativa como positivamente, o envelhecimento do papel.
O envelhecimento dos pergaminhos e a hidrolise quimica de cadeias de celulose
podem também promover ataques de microrganismos. Este ataque induz varios danos
no papel, que vao depender do tipo de agente colonizador. Alguns fungos filamentosos
estdo frequentemente associados a degradacdo do papel, tendo a capacidade de
dissolver fibras de celulose através da acdo de enzimas celuloliticas, ou de produzir
pigmentos ou &cidos organicos que descoloram o papel e causam sérios danos nos
objetos feitos a partir deste material [2].

Para além do exposto, outro fendmeno de deterioracdo encontrado em documentos
escritos é designado por foxing — manchas aleatérias circulares e irregulares, cuja
coloracdo pode ir de amarelo a castanho-avermelhado, encontradas na superficie do
papel (Figura 10). Muitos autores demonstraram que os fungos tém um papel

determinante no processo designado de foxing bioldgico [1, 25].
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Figura 10 - Danos comuns em documentos escritos e iconogrdficos. A e B - manchas e desfragmentagdo do papel.
(Adaptado de Michaelson, 2009)

No entanto, alguns estudos sugerem que a contaminacdo pode ocorrer, ndo sO

depois da finalizacdo das obras de arte (no manuseamento destas ou na sua
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exposicdo a fatores ambientais), mas também durante a fase do fabrico do papel ou
da elaboragéo do objeto, sendo também um fator a ter em conta [1, 25, 61].

Em muitos dos casos de alteracdo destas obras de arte, 0S processos
microbiologicos tém sido implicados na deterioragdo dos componentes organicos do
papel, devido sobretudo a presenca de fungos do género Penicillium, Trichoderma,
Alternaria, Aspergillus, Mucor e Rhizopus; e, num grau menor, de bactérias
heterotroficas [3, 21, 61]. A presenca destes microrganismos pode resultar na
degradacéo irreversivel destas obras de arte, sendo por isso necesséario protegé-las
dos agentes de degradacao [3, 21, 61].

Estudos demonstraram que a contaminacdo microbiolégica é dependente do
material que colonizam, do ambiente de conservacdo, das condi¢gbes do material, da
antiguidade, do método de amostragem e da estratégia de andlise. Por isso, cada
objeto deve ser considerado como um exemplar Unico e com caracteristicas
especificas [2, 9, 60].

Neste tipo de material é crucial ndo s6 controlar o crescimento fungico ativo, mas
também remover ou reduzir a quantidade de esporos. As caracteristicas dos
ascosporos, que atuam naturalmente como geradores de crescimento fungico
continuado, permitem que os fungos sobrevivam a condigbes adversas, e
consequentemente tornam os ascésporos mais dificeis de inativar dos que as hifas
vegetativas. Assim, qualquer tratamento de conservacdo deve dar especial atengéo
aos esporos, uma vez que as hifas vegetativas sao relativamente faceis de controlar
através de remocao fisica e/ou por monitorizacao de condigcbes ambientais dos locais
de acondicionamento, como temperatura, humidade relativa e potencial hidrico [3].

No que diz respeito ao papel, a disponibilidade de agua é considerada o maior fator
gue determina a taxa de colonizagdo microbiana, uma vez que este € um material
higroscopico, onde o conteddo hidrico do artefacto estd relacionado com os
parametros microclimaticos de humidade relativa e temperatura. De facto,
temperaturas acima de 23°C e humidade relativa acima de 65% leva a um aumento
substancial do nimero de microrganismos nestes materiais [21, 62].

Para além do exposto, existe ainda uma estreita relacdo entre a biodiversidade
microbiologica presente na atmosfera circundante e a microflora que coloniza os
documentos em papel, desta forma investigacdes da contaminacao aerobioldgica dos
locais onde estas obras se encontram sdo U(teis para prevenir a sua
biodeterioracdo/biodegradacdo. Assim, o controlo da instalagdo, manutencdo e
substituicdo dos filtros de ar ou dos sistemas de ar condicionado deve ser assegurado,

de modo a evitar a circulagéo de agentes de contaminagéo [21].
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Atendendo a este problema, a cooperacdo entre microbiologistas e conservadores
de bibliotecas e de materiais de arquivo € essencial, sendo necessério coordenar os
trabalhos de conservagdo e restauro com estratégias de mitigacdo que inibam a
proliferacdo microbiolégica, de forma a promover a prote¢éo destes bens patrimoniais.
Assim, € necessario que as abordagens habitualmente utilizadas para reabilitacdo de
documentos escritos e iconograficos sejam reavaliadas e coordenadas com o0s
avancos e vantagens das metodologias microbiolégicas modernas, de forma a

promover a salvaguarda destes bens [21].

2.3.5. Marfim

O marfim é o nome comercial pelo qual é conhecida a dentina — o constituinte
principal dos dentes dos animais. A maioria dos objetos em marfim é esculpida a partir
de dentes de elefantes, sendo que a dentina, produzida pelos odontoblastos, € o maior
componente destes objetos (Figura 11). A dentina é um tecido mineralizado com uma
matriz organica de proteinas de colagénio. Ao componente inorganico da dentina da-
se 0 nome de hidroxiapatite carbonatada, cuja férmula quimica é Caio(PO.)s(CO3)H.0
[63].

Ao longo dos séculos, o marfim foi utilizado para fazer esculturas, joalharia,
incrustag6es em mobiliario, entre outros, tendo sido considerado um material de luxo
e, levando assim, a uma exploracdo em larga escala, no continente africano e no

asiatico durante os séculos XVIII e XIX, que quase levou a extingdo dos elefantes.

Figura 11 - Exemplo de uma peg¢a de marfim. (Adaptado de Pinzari, 2013)

Os principais agentes de deterioracdo de pecas de marfim séo a luz, a temperatura

e a humidade, e entre os varios tipos de altera¢des que ocorrem neste material séo de
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destacar a dilatacdo ou retracdo das pecas (que podem provocar fissuras) e as
alteracdes crométicas

Os estudos de biodeterioracdo / biodegradacdo em pecas de marfim ainda sdo
escassos e ha pouca informacado a este respeito, mas sabe-se que a colonizagdo do
marfim e/ou exposi¢do a atividades fungicas levam a formacdo secundaria extensiva
de biominerais, principalmente como oxalato de calcio mono-hidratado em simultaneo

com a lixiviacdo da apatite do marfim [54].

2.4, Biodegradacdo: estratégia para uma abordagem polifasica

Devido a enorme complexidade dos bens patrimoniais, quer a nivel dos materiais
utilizados na sua construcdo, quer nos fenomenos que induzem a sua degradagéo, é
necessario um estudo pormenorizado que permita a caracterizacdo de todos estes
parametros. Assim, dependendo da informagdo requerida, pode ser utlizada uma
abordagem polifasica, combinando vérias técnicas néo-invasivas e/ou micro-invasivas,
de forma a minimizar a intervencdo e maximizar a informagéo recolhida. O uso de
técnicas ndo-invasivas tem vindo a aumentar devido as melhorias no desenvolvimento
dos instrumentos, sendo uma mais-valia para estudos de

biodeterioracéo/biodegradacéao [13].

2.4.1. Métodos Classicos dependentes de Cultura

Durante mais de 50 anos, a diferenciacdo de bactérias e fungos tem sido feita
principalmente através de microscopia e da analise de metabolitos utilizando perfis de
reacbes bioquimicas — os chamados métodos microbiolégicos classicos. Contudo,
estes métodos baseados na cultura de microrganismos sao demorados e tenham
capacidade para identificar apenas uma pequena fragdo (menos de 1%) do numero
total das comunidades microbianas, sendo que a maioria dos microrganismos nao
pode ser cultivada ex situ, limitando assim o conhecimento dos microrganismos que
proliferam nas obras de arte.

Existem varias razfes para que esta percentagem seja tdo reduzida, sendo que
uma das principais € que 0s requisitos para o0 crescimento de certas espécies de
microrganismos sdo desconhecidos. Para além disto, uma grande fracdo dos
microrganismos em comunidades reais podem encontrar-se em estados inativos do
seu ciclo de vida, e por isso mantém uma atividade metabdlica limitada durante um
tempo especifico, tornando dificil o seu desenvolvimento em meio laboratorial [6, 41,
64-66].

A maioria dos fungos isolados a partir de métodos microbiolégicos classicos sao de

crescimento rapido adaptados a niveis elevados de substrato, e possivelmente ndo
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sdo os organismos dominantes no ecossistema de onde foram recolhidos [67]. No
entanto, devido a variabilidade consideravel da morfologia dos fungos, a microscopia,
precedida do isolamento e incubacdo dos fungos em meios de cultura; ainda
permanece uma ferramenta indispensavel para a identificacdo individual de espécies.

As técnicas microscopicas habitualmente utilizadas para este propoésito, incluem a
observacao e avaliacdo das caracteristicas fisiolégicas, como as diferentes estruturas
reprodutoras, cor, forma, tamanho e tipo de superficie [6, 13, 25, 41]. Estas técnicas
permitem uma avaliacdo quantitativa e qualitativa do ambiente investigado, ao utilizar
uma metodologia em que as analises quantitativas séo feitas por contagem nas placas
e a determinacdo da atividade por unidades formadoras de colonias (ufc), ambas
sendo analisadas com base no crescimento de microrganismos em meio de cultura
seletivo [68].

No entanto, as técnicas convencionais ndo sdo suficientes para uma identificagdo
correta da taxonomia microbiana, sdo demoradas e dependentes de varios fatores
ambientais. Assim, varios estudos tém sido desenvolvidos para encontrar solucdes
envolvendo técnicas independentes de cultura. Recentemente, a utilizagédo de técnicas
moleculares para estudar os mecanismos de biodeterioracédo / biodegradacdo tem-se
tornado um sucesso consideravel, representando uma parte das abordagens
polifasicas. Estas abordagens tém como objetivo aumentar o conhecimento sobre a
diversidade microbiana envolvida no processo de biodeterioracdo / biodegradacéo [6,
10, 65].

2.4.2. Métodos Moleculares

As técnicas moleculares sdo baseadas na detecdo/amplificacdo de sequéncias
nucleotidicas especificas, e, uma vez que cada microrganismo contém sequéncias
Unicas, permite a diferenciacdo destes em comunidades microbiologicas complexas.
Os resultados obtidos através deste tipo de abordagens moleculares tém revelado que
a diversidade microbiolégica € muito maior do que se pensava anteriormente com
base unicamente nos métodos de cultura tradicionais. Como consequéncia, o
conhecimento atual da diversidade microbiana presente no Patriménio Cultural tem-se
desviado da ideia classica que apenas poucas espécies microbianas podem crescer
nos bens culturais [6].

A identificacdo de fungos baseada na sequéncia genética tem muitas vantagens
sobre os métodos convencionais, uma vez que nao necessita de organismos viaveis, a
especificidade € providenciada pelas sequéncias de acidos nucleicos para
identificacdo de microrganismos e nao necessita de cultura prévia dos microrganismos
[65].
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Atualmente, existem diferentes técnicas genotipicas, principalmente baseadas em
Reacdes de Polimerizagdo em Cadeia (PCR), que tém sido desenvolvidas e
adaptadas para fazer o fingerprint das comunidades microbianas em bens patrimoniais
biodegradados [65, 68, 69].

Tem sido dada grande atencao a estudos filogenéticos de plantas, animais e fungos
relacionados com sequéncias de genes de RNA ribossomal, para identificacdo de
espécies. Os genes codificantes de rRNA sdo moléculas sinalizantes adequadas, pois
a sintese de ribossomas tem sido fortemente conservada ao longo da evolucgdo,
devido ao papel central dos ribossomas na expressado genética. Os genes rRNA para
as subunidades rRNA, apesar de nao variarem muito em comprimento, contém tanto
regides fortemente conservadas, como regifes varidveis nas suas sequéncias. Os
genes para estas moléculas de rRNA estdo também separados pelas regibes ITS
(Internal Transcribed Spacer), que sdo bastante variaveis em comprimento e
composi¢cdo da sequéncia. Contudo, apesar de ter sido sugerida como codigo de
barras para identificacdo das espécies flngicas, a sequenciacdo da regido ITS, nem
sempre permite um bom agrupamento dos fungos do mesmo género/espécie, dado a
natureza repetitiva do préprio rRNA e, consequentemente, a sua elevada taxa de
mutacgdes intra-especificas entre multiplas cépias devido as fracas restrices seletivas.
Assim, muitas vezes recorre-se também a sequenciacdo de genes que codificam
proteinas, uma vez que estes acumulam menos mutacdes e sdo menos variaveis,
sendo deles exemplo os genes que codificam a B-tubulina e a calmodulina [67, 70].

A amplificac@o por PCR associada a primers especificos permite também a detecao
rapida e sensivel de microrganismos e podem providenciar informacdo qualitativa ou
semi-quantitativa quando utilizado com a eletroforese em gel, onde se visualiza o
resultado da amplificacdo dos &cidos nucleicos. Contudo, técnicas baseadas na
tecnologia de PCR fornecem apenas informacédo limitada do ndmero e distribuigdo
espacial dos microrganismos [64, 71]. No entanto, a técnica PCR continua a ser
vantajosa para a analise de amostras muito pequenas, como as que séo tipicamente
recolhidas em objetos da Heranga Cultural ou monumentos [13].

A identificagdo obtida através de PCR é extremamente sensivel, permite detetar
uma unica molécula alvo (target) e pode também ser aplicada a amostras
independentes de cultura. As técnicas de PCR fingerprinting permitem a discriminacao
de isolados que de outro modo nédo seriam distinguidos e introduz erros menores em
comparagcdo com o0s casos em que o PCR e outras analises sdo precedidos pela
cultura. Contudo, quando estas técnicas de fingerprinting sdo aplicadas a amostras

reais, elas ndo permitem distinguir entre células viaveis ou ndo viaveis, pois detetam
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0s acidos nucleicos, e por isso ndo € possivel quantificar os microrganismos a partir
destes métodos [65].

Durante a reacdo de PCR, a sequéncia alvo de DNA é amplificada ao longo de
ciclos de desnaturagdo-emparelhnamento-extensdo. E, enquanto que num PCR
convencional, apenas a concentragdo final € monitorizada utilizando um corante
fluorescente que se liga ao DNA, no PCR em tempo real, a quantificacdo dos produtos
de PCR é feita durante a fase exponencial da reacdo. A detecdo dos produtos de PCR
€ monitorizada ao medir o aumento da fluorescéncia causado pela ligacdo do corante
a dupla cadeia de DNA. Estes corantes ligam-se ao fragmento amplificado (amplicon),
no final de cada ciclo, sem o danificar para que a amplificacdo continue sem
dificuldades, sendo que a intensidade de fluorescéncia emitida durante este processo
reflete a concentrag@o do fragmento amplificado em tempo real [72-74].

Atualmente, o PCR em tempo real representa uma ferramenta capaz de quantificar,
de forma reprodutivel e precisa, o contelido genético presente em amaostras reais. Este
método é vastamente utilizado em diagndsticos clinicos e ambientais, de modo a obter
informacgdo, qualitativa e quantitativa, fiavel e aprimorada sobre as espécies
microbianas. O PCR em tempo real tem como vantagens a sua capacidade de rapida
guantificacdo de amostras, assim como a identificacdo ao nivel da espécie. Para além
disso, contrariamente ao PCR convencional, 0 PCR em tempo real ndo necessita de
uma andlise laboratorial p6s-PCR, como a eletroforese em gel, tornando-o um método
rapido e de realizagdo facil, a partir do momento em que o0 ensaio esta otimizado e
validado. No que diz respeito a custos, atualmente os equipamentos e 0s consumiveis
estdo economicamente acessiveis mesmo a pequenos grupos de investigacdo e sdo
muito comuns em laboratérios de biologia molecular [64, 68, 71, 73].

Os métodos de biologia molecular sdo altamente especificos e tém alargado o
conhecimento adquirido sobre os microrganismos ndo cultivaveis. Estes métodos
beneficiam da variabilidade de sequéncias de DNA, que permitem determinar e
diferenciar espécies e estirpes muito relacionadas, até em estados iniciais de
contaminacdo, quando ainda nem estdo Vvisiveis. Mas, apesar dos enormes
progressos e desenvolvimentos de técnicas gendmicas, a informacao taxondmica ndo
pode provir apenas de uma técnica individual [41, 64, 65].

Atualmente, as técnicas moleculares estdo muito bem estabelecidas e
complementam os métodos microbiolégicos classicos no estudo dos microrganismos e
0 seu papel na Heranca Cultural. A complementaridade destas abordagens permite

uma melhor compreensao da diversidade microbiolégica que habita nestes bens [68].
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2.4.3. Métodos Espectrais

Os métodos espectrais apresentam algumas vantagens em relacdo aos métodos
microbiolégicos classicos, uma vez que € possivel utilizarem-se apenas
microquantidades de amostra e, em muitos dos casos, ndo é necessario o isolamento
dos microrganismos contaminantes. A partir da andalise por estes métodos é possivel
obter as assinaturas espectrais dos fungos estudados para que sejam mais facilmente

caracterizados e distinguidos [75].

2.4.3.1. Espectroscopia Raman

O potencial da espectroscopia Raman como técnica de identificacdo rapida e néo-
invasiva ja esta bem estabelecido. Em estudos biomoleculares, a espectroscopia
Raman tem a vantagem de providenciar informacao tanto sobre a composi¢éo quimica
como sobre a estrutura biol6gica das moléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos,
lipidos e hidratos de carbono, sendo que diferentes microrganismos produzem
espectros Unicos. A especificidade da técnica analitica em combinagcdo com processos
guimiométricos apropriados permite a caracterizacdo, discriminagdo e identificacdo de
bactérias, fungos e leveduras, tanto a nivel de espécies como de sub-espécie.
Atualmente, a espectroscopia Raman ja é bastante utilizada para caracterizacdo
material dos bens patrimoniais, nomeadamente a identificacdo de pigmentos. No
entanto, cada vez mais se considera que esta técnica é a candidata ideal para ser
considerada uma alternativa ndo-invasiva para a identificagdo de microrganismos, sem

recurso a reagentes, rapida, de confianca, facil de manusear e pouco dispendiosa [76].

2.4.3.2. FTIR-ATR

A Espectroscopia de Infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR) é uma
metodologia ideal para caracterizar a composicdo de amostras quimicamente
complexas. Este pode ser um método rapido de diferenciacdo e identificagdo de
microrganismos, e 0 espectro de FTIR tem sido descrito como padrbes de
fingerprintings, que sdo extremamente caracteristicos para diferentes espécies. Varios
autores demonstraram que € possivel diferenciar e classificar os microrganismos a
diferentes niveis taxonémicos. Esta técnica tem sido aplicada com sucesso em varias
areas de controlo de qualidade e para a identificacdo de microrganismos. Esta técnica
nao tem sido utilizada apenas como método de identificacdo de isolados microbianos,
mas também como técnica de screening para amostras reais, € como técnica de
caracterizacdo das condicdes dos nutrientes durante a formacdo de biofilmes

microbiol6gicos. Para além disto, a espectroscopia FTIR-ATR possibilita a detecao de
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alteracdes na composicdo molecular das células dentro de um ambiente microbiano
complexo [77, 78].

No entanto, espécies de cole¢cbes laboratoriais de culturas podem ser bastante
diversas tanto em morfologia como em fisiologia. Estas podem diferir em tragos macro
e micromorfolégicos e podem ter perdido a sua capacidade para produzir 0s
metabolitos caracteristicos. Estas culturas podem degenerar e tornarem-se
significativamente diferentes das estirpes nativas [78].

A espectroscopia FTIR oferece uma opcéo realistica para a identificacdo de rotina
de fungos, sendo menos demorada e menos dispendiosa comparativamente com
técnicas moleculares. E geralmente aceite que a abordagem integrada que combina
informacg&o molecular e morfoldgica ira ajudar na resolucdo de problemas, tais como a
transferéncia horizontal de genes e a homoplasia, 0 que é relevante tanto para
estudos evolucionarios como taxondmicos. A principal vantagem da espectroscopia
FTIR €& que providencia uma elevada quantidade de informacdo qualitativa e

guantitativa e que o espectro revela um fingerprint fenotipico e genotipico [78].

2.4.3.3. MEV-EDS

A técnica de Microscopia Eletronica de Varrimento (MEV) permite a observacgéo e a
caracterizacdo das superficies de materiais inorganicos e organicos com uma maior
resolucdo e profundidade de campo do que com a microscopia 6tica convencional,
permitindo ainda obter um perfil mais detalhado dos elementos presentes numa
superficie através da analise por Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-X
(EDS). A técnica de MEV-EDS permite identificar a composi¢céo elementar do material
de suporte, das éareas colonizadas, dos depdsitos abidticos e dos biofilmes, e
consegue também determinar a presenca, morfologia e distribuicdo dos

microrganismos nos biofilmes [13].

2.4.4. Outros métodos para avaliacdo da colonizacdo microbiana

Para além dos métodos acima referidos, existem outros métodos que podem ser
uma mais-valia para a area da biodeterioracao/biodegradacdo do Patriménio Cultural,
mas que ndo foram utilizados para a realizacdo deste trabalho. As perspetivas futuras
desta area de investigacdo podem passar por incluir estas tecnologias mais recentes
em abordagens de caracterizacdo polifasica de fungos biodeteriogénicos, para, deste

modo, a qualidade da informacao recolhida ser ainda mais precisa.
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2.4.4.1. Hibridag&o in situ fluorescente

Desde a sua primeira aplicagcdo em estudos de filogenia em 1989, as sondas
oligonucleotidicas dirigidas ao rRNA, marcadas com fluor6foros, tém sido uma
ferramenta muito Gtil para a identificacdo direta e independente de cultura de
microrganismos. A hibridagéo in situ fluorescente (FISH) envolve o uso de sondas
especificas, cujo alvo € o rRNA, que conseguem hibridar seletivamente os &cidos
nucleicos quando células inteiras sao preservadas com fixantes. As sondas detetam
0s microrganismos alvo sem ser necessario isolamento, e a esta tecnologia consegue
detetar microrganismos em todos os niveis filogenéticos [64, 73, 79].

Através da técnica FISH é possivel obter-se informac&o importante sobre a relacédo
entre 0s microrganismos e a prépria superficie [21].

Recentemente, esta  técnica tem sido explorada na area da
biodeterioracdo/biodegradacdo do Patriménio Cultural e os resultados preliminares

demonstraram que esta serd opgao bastante viavel para diagnoésticos futuros.

24.42. MALDI-TOF

A técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time-Of-
Flight) € um método analitico, rapido e sensivel, independente de reacdes
metabdlicas, utilizado para determinar a massa de compostos organicos nao-volateis e
termolabeis, incluindo péptidos e proteinas. Esta técnica tem a capacidade de
guantificar péptidos e outros compostos na presenca de sais e de analisar misturas
complexas de péptidos, tornando-se um método ideal para medir extratos n&o
purificados e células intactas [80-82].

A identificagcdo de microrganismos através de MALDI-TOF é baseada na andlise do
espectro de proteinas ribossomais. Consequentemente, 0s resultados aproximam-se
bastante dos obtidos através de 16S-rDNA (para bactérias) e 18S-rDNA (para fungos);
e as espécies que nao diferem suficientemente nas suas sequéncias de proteinas
ribossomais ndo podem ser distinguidas por esta técnica [66]. No entanto, esta
tecnologia tem potencial para complementar a identificacdo fenotipica convencional
para a maioria das estirpes de microrganismos isoladas em laboratérios de
microbiologia. Para se obter uma correta identificacdo através da analise das coldnias
sdo necessarios apenas alguns minutos, o que faz com que ndo s6 seja possivel
identificar os microrganismos ao nivel da espécie, mas as vezes até ao nivel da
estirpe. Uma vez que deteta um largo espectro de proteinas, esta é uma técnica capaz
de classificar microrganismos e discriminar entre espécies filogeneticamente
relacionadas. As potenciais vantagens que a MALDI-TOF oferece em relacdo a outras

técnicas de caracterizacdo microbiana incluem a minima preparacdo da amostra,
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rapidez de resultados e o custo dos reagentes. Para a identificagdo de microrganismos
utilizando esta técnica, podem ser aplicados algoritmos padrao de andlise de sinais de
massa e bibliotecas de referéncias de espectros de massa de microrganismos. Para a
classificagcdo, sdo geralmente utilizados os métodos de clustering e os resultados sé&o
visualizados em dendogramas [80-82].

A qualidade e reprodutibilidade dos fingerprints de MALDI-TOF sao afetadas por
diferentes fatores experimentais, tais como a preparacdo da amostra, o0 método de lise
das células, a solucgdes da matriz e os solventes orgéanicos. O espectro obtido pode
também ser afetado por diferencas na performance dos instrumentos, na variacdo da
massa e resolucéo espectral [81].

Tém sido desenvolvidas varias aplicagbes para esta tecnologia, incluindo a
identificacdo de microrganismos baseada no espectro de massa unico produzido por
determinada espécie. Como diferentes espécies de microrganismos expressam uma
série de proteinas com massas variadas, o espectro de massa produzido pela MALDI-
TOF de uma espécie (ou até estirpe) especifica tende a ser Unico. Estes fingerprints
de espectros de massa de MALDI-TOF podem ser utilizados para discriminar
microrganismos, incluindo bactérias e fungos [82].

Ao contrario das bactérias, as células fungicas sao de maior dimensdo e a sua
parede celular € mais rigida e a composicdo das paredes das células e dos esporos
dos fungos exibem diferencas qualitativas e quantitativas, ndo s6 em relacdo a
diferentes espécies de fungos, mas também entre diferentes estirpes da mesma
espécie fungica. No entanto, apesar de ser uma técnica Util para a analise de fungos,
ainda tém sido relatadas varias limitagdes, como, por exemplo, os efeitos inibitorios de
pigmentos flngicos (como a melanina) nos espectros de massa adquiridos através de
MALDI-TOF [41, 82, 83].

A determinacdo rapida e precisa de massa molecular e a possibilidade de
automatizacdo tém feito da MALDI-TOF uma alternativa real aos métodos
microbioldgicos e moleculares convencionais, sendo neste momento uma das mais
crediveis ferramentas para a rapida e facil identificacdo, diferenciacéo e classificagédo

de microrganismos [41, 83].

As potencialidades de todas as técnicas descritas anteriormente sugerem que a sua
aplicagcdo combinada serd uma mais-valia para estudos de biodeterioragdo /
biodegradacao do Patriménio Cultural. Desta forma, neste trabalho vai adotar-se uma
abordagem polifasica para caracterizacdo de agentes fungicos presentes em diversas

obras de arte, através da combinacdo de técnicas morfolégicas, moleculares e
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espectrais, de modo a recolher a maior quantidade de informacé&o possivel, para que a
identificacdo dos agentes fungicos biodeteriogénicos seja rapida e eficaz. Na figura 12
apresenta-se uma representacao esquematica das metodologias utilizadas. Assim, a
integracdo de toda a informacd@o recolhida permitirdA uma maior eficiéncia dos
processos de conservacdo e restauro, contribuindo para uma melhor preservagédo da
Heranca Cultural.

lséo alvo de

Degradagao

|

Caracterizagao

! ! |

Morfologica Molecular Espectral

* Observacdo * M13 * u-Raman
Macroscopica « ITS * u-FTIR

* Microscépio * B-tubulina * MEV-EDS
Optico

« MEV

Abordagem polifasica

Figura 12 - Representagdo esquemdtica das metodologias utilizadas na realizagdo deste trabalho
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Metodologia

Este trabalho dividiu-se em quatro fases distintas: selecdo dos fungos
biodeteriogénicos e abordagem polifasica dos isolados fangicos, baseada em: (i)
caracterizagcao morfoldgica; (i) técnicas moleculares; e (iii) técnicas espectrais.

Todo o trabalho laboratorial foi efetuado tendo em conta as metodologias de
assepsia necessarias. Em qualquer destas fases, a manipulagdo de microrganismos
requer cuidados de assepsia quer do local de trabalho, do operador e da prépria
cultura, logo os processos de esterilizacdo e de desinfecdo sdo de elevada
importancia. Deste modo, todo o material e meios de cultura utilizados, tanto nas
recolhas como nos procedimentos laboratoriais, foram esterilizados em autoclave e a

bancada de trabalho foi desinfetada.

3.1 Manutencao de culturas fungicas

Para este trabalho foram utilizados microrganismos previamente isolados de varios
locais e artefactos de importancia cultural, pertencentes a Cole¢do de Culturas da
Unidade de Biodegradacao e Biotecnologia do Laboratério HERCULES — Universidade
de Evora. Os microrganismos selecionados sdo provenientes de diferentes bens
patrimoniais, tais como: uma peca de marfim, um documento em papel (Inquisicdo de
Lisboa) e um documento em pergaminho (Foral de Alvito) pertencentes ao espélio da
Torre do Tombo, um altar de madeira ornamentado com talha dourada (Igreja do
Colégio do Espirito Santo, em Evora), uma parede coberta com material pétreo (Sé de
Evora) e quatro pinturas murais (Convento de Nossa Senhora da Saudac&o e Igreja de
Santo Aleixo, ambos em Montemor-o-Novo, Igreja de Santa Clara, em Arraiolos, e
Casas Pintadas, em Evora), com evidentes sinais de alterag&o.

Os isolados fungicos em estudo provieram de amostragens em condi¢des de semi-
assepsia e, posteriormente, foram inoculados em meios de cultura especificos para o
desenvolvimento das comunidades bioldgicas — neste caso foi utilizado meio Malte
Extrato Agar (MEA) que é o mais adequado para o crescimento de agentes flingicos
(composicdo no anexo C). As culturas foram incubadas em placas de Petri durante 4-5
dias a 28°C e, seguidamente, efetuaram-se repicagens das diferentes col6nias
desenvolvidas até obtencdo de culturas puras (Figura 13), as quais foram depois

conservadas a 4°C.
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Figura 13 - Representagdo de um isolado fungico

3.2. Caracterizagdo morfologica

A identificacdo dos microrganismos recolhidos foi feita através de observacgédo
macroscoépica e microscopica dos isolados fungicos em estudo.

Os agentes fungicos biodeteriogénicos foram inoculados em trés meios de cultura:
MEA, PDA (Potato Dextrose Agar) e CYA (Czapek Dox Metal Agar, VWR Chemicals,
Radnor, Pensilvania)), cujas composi¢cdes se encontram no anexo C. Foram
observadas as caracteristicas morfoldégicas das coldnias, tais como cor, textura,
recorte, tamanho e a presenca ou ndo de exsudado, nos diferentes meios de cultura.
Esta observagdo foi monitorizada macroscopicamente, com simultdneo registo
fotogréfico, aos 3°, 5°, 7°, 10° e 14° dias de crescimento dos fungos, sendo que ao 14.°
dia, as culturas fungicas foram também observadas com a lupa binocular Leica M205
C, com a camara Leica DFC295 acoplada.

No que diz respeito a observacdo microscopica, deu-se especial importancia a
morfologia das hifas e estruturas reprodutoras (no caso dos isolados esporulados).
Para isso foram efetuadas preparac6es dos diversos isolados fungicos, coradas com
azul-de-metileno e, posteriormente, observadas ao microscopico 6tico , cujas imagens
foram adquiridas com a camara MoticamPro 282B (Figura 14). Todos os isolados
fungicos foram ainda analisados por Microscopia Eletronica de Varrimento (ver secgao
3.4.3.).
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Figura 14 - Microscépio Otico (Motic BA410E).

3.3. Caracterizagao espectral dos isolados fungicos

Os isolados fuangicos foram repicados e incubados durante 6-7 dias, para
posteriormente serem analisados através de diferentes técnicas espectrais.

3.3.1. Andlise por espectroscopia Raman

Os microrganismos isolados em placas de Petri foram analisados por
espectroscopia Raman diretamente, utilizando o microscépio HORIBA Xplora Raman,
com capacidade de ampliagdo de cem vezes e um detetor CCD (Charge Coupled
Device) (Figura 17). Os espectros foram calibrados com uma pastilha de silicone,
utilizando a banda 520,5 cm™. A aquisicédo espectral foi efetuada utilizando o programa
LabSpec e a identificacdo foi feita com Spectral IDTM 13, com os lasers de
comprimentos de onda de 638 nm e 785 nm, e filtro de 10% a 50%, para evitar
gueimar os microrganismos em analise. O espectro Raman foi obtido pela acumulagéo

de 5-15 aquisicdes de 10-20s e com uma resolucdo espectral de 5 cm™.

-
olb\
W

XDIGR-R

—

Figura 15 - Espectrémetro Raman (HORIBA Xplora Raman).
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3.3.2. Andlise por espectroscopia de infravermelhos com transformada de

Fourier com reflexdo total acumulada (FTIR-ATR)

O espectro de absorcdo de infravermelhos dos fungos foi captado com um
espectrometro (Bruker ALPHA) equipado com um mddulo de reflexdo total atenuada
(ATR — QuickSnap) acoplado com um cristal de diamante (Figura 18). O espectro de
absorcdo de infravermelhos foi captado entre 4000 a 375 cm?, utilizando apenas o
cristal de diamante como linha de base. Cada espectro é obtido através da média de
trés andlises distintas em que cada uma resulta da acumulagdo de 128 scans com a
resolucdo espectral de 4 cm™. A andlise espectral foi efetuada com o software OPUS
6.0.

Figura 16 — Espectrometro de infravermelhos com transformada de Fourier (Bruker ALPHA) com reflexdo total
acumulada.

3.3.3. Andlise por Microscopia Eletrénica de Varrimento

Os agentes fangicos foram analisados por microscopia eletrénica de varrimento
acoplada a espectroscopia de raios-X (MEV-EDS) e observados pelo microscopio
eletronico de varrimento Hitachi S-3700N acoplado com o espectrémetro de energia
dispersiva de raios-X Bruker XFlash 5010 (Figura 19), que permite a caracterizacao
microestrutural e a identificacdo da composicéo elementar. A analise foi feita em vacuo

com uma voltagem acelerada de 18-20 kV.
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Figura 17 - Microscdpio Eletrdnico de Varrimento (Hitachi S-3700N) com espectrémetro de raios-X acoplado.

3.4. Caracterizacao molecular dos isolados fungicos

3.4.1. Extracdo de DNA de fungos filamentosos

A metodologia aplicada no isolamento do DNA dos isolados flingicos em estudo foi
adaptada a partir de dois métodos muito utilizados para extracdo de DNA de fungos
filamentosos: 0 método das microsferas [84] e o método do tiocianato de guanidina
[85].

Os fungos em estudo foram inoculados em placas de Petri e, posteriormente,
incubados durante 5-7 dias a 25°C. Finalizado o tempo de incubagéo, os fungos foram
macerados e depois transferidos para microtubos de 2 mL, aos quais foram
previamente adicionados 300 pL de microesferas. Seguidamente, foram
acrescentados 700 pL de Tampao de Lise e 0s microtubos passaram entdo por 3
ciclos de 30 s de agitacdo no vortex e 30 s no gelo.

Estes microtubos foram incubados durante 1 h, a 65°C, e, a meio desta incubacéo,
foram repetidos os ciclos de agitacao anteriormente referidos. Uma vez concluido o
tempo de incubacdo, os microtubos foram centrifugados a 13500 rpm durante 10 min,
a 4°C. Depois recolheu-se o sobrenadante, cerca de 500 L, para microtubos de 2 mL
e adicionaram-se 700 uL de RNase em Tampdao de Eluicdo, com a concentracdo de
100 pg/mL. Os microtubos foram depois incubados durante 1 h a 37°C.

Apbs o término da incubacdo, adicionaram-se 600 uL de Cloroférmio/ Alcool
Isoamilico (24:1) e misturou-se por inversdo, e seguidamente centrifugou-se durante
10 min a 10000 rpm. Depois da centrifugacao, foi recolhido o sobrenadante, cerca de
500 pL, para dois microtubos de 2 mL. Adicionou-se tamp&o Acetato de Soédio frio
(1/20 do volume obtido anteriormente), 2,5 volumes de Etanol Absoluto frio (-20°C) e
homogeneizou-se por inversdo. Os microtubos foram centrifugados durante 15 min a
13000 rpm e decantou-se o sobrenadante. Depois, lavou-se duas vezes o sedimento
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com 1 mL de Etanol a 70% e centrifugou-se a 10000 rpm durante 10 min, tendo-se o
cuidado de retirar 0 maximo de sobrenadante.

Por fim, os microtubos ficaram a secar na estufa (37°C) e posteriormente o DNA
extraido foi solubilizado com 100 pL de tampéo TE e foram guardados a -4°C.

3.4.2. Extracdo de DNA de leveduras
Para a extracdo de DNA de leveduras foi utilizado um método adaptado de Rinta-
Kanto et al [86].

Os microrganismos foram inoculados em rampas e incubados durante 4-6 dias a

25°C. Ressuspenderam-se as células em 100 pyL de TE e adicionaram-se 15 L de
lisozima a suspensao celular. Agitaram-se suavemente os microtubos e foram a
incubar a 37°C durante 20 min. Adicionaram-se 15 pL de a-quimiotripsina em 10% de
SDS, os microtubos foram agitados suavemente e foram incubados a 50°C durante 30
min.

Adicionaram-se 100 pL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25/24/1), os
microtubos foram agitados suavemente e centrifugados. Transferiu-se a fase aquosa
para um novo microtubo e adicionou-se 1 volume de cloroférmio/alcool isoamilico
(24/1). Agitou-se suavemente e centrifugou-se.

Depois transferiu-se a fase aquosa e adicionaram-se 2 volumes de Etanol 100% e
0,3 volumes de Acetato de Sédio 3M, e os microtubos foram colocados a -20°C
overnight.

Por fim, os tubos foram centrifugados a 11500 g durante 25 min e descartou-se o
sobrenadante. Ressuspendeu-se com 100 pL de Tampao de Eluicdo e guardaram-se

as amostras a -20°C.

3.4.3. Quantificacdo de DNA

A fim de confirmar a presenca de DNA e para ajudar na compreensdo dos

resultados obtidos por eletroforese, 0 DNA extraido das amostras foi quantificado por
espectrofotometria de UV-Vis. Para tal, utilizou-se um uDrop Plate (Thermo Scientific
MultiScan Go) com um software de quantificacdo acoplado (SkanTY RE MultiScan
3.2.), onde foram colocados 2 yL de cada amostra, ou 2 yL de TBE para o caso do
branco.

A razao Abszeo/Abszg indica o grau de pureza das amostras de DNA, tendo como
valor 6timo 1,8. Se a razao for consideravelmente mais baixa, pode indicar a presenca
de proteinas, fendis ou outros contaminantes que absorvem intensamente a 280 nm

Ou nessa regiao.
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A razdo Abszs/Absyz € utilizada como uma medida secundéaria de pureza dos
acidos nucleicos, e os valores 6timos esperados variam entre 1,8-2,2. Se a proporgao
for consideravelmente mais baixa do que o esperado, pode indicar a presenca de

contaminantes que absorvem a 230 nm, nomeadamente EDTA, fendis e glucidos.

3.4.4, Amplificacdo de DNA

Para este trabalho foram realizadas diferentes abordagens de amplificacdo do DNA

extraido: por RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), amplificacdo da
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e do gene da B-tubulina — este dltimo gene
também foi utilizado para a realizacdo do PCR em Tempo Real. A variedade de
amplificacdes é util para se obter uma caracterizagcdo pormenorizada dos agentes

fungicos em estudo.

Tabela 1 - Primers utilizados nas vdrias reagdes de amplificagdo.

Primer Sequéncia Referéncia
M13 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’ Coton et al., 2011 [87]
ITS-1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ Anderson e Parkin, 2007 [23]
ITS-4 5’-CCTCCGCTTATTGATATGC-3’ Anderson e Parkin, 2007 [23]

ITS-5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ Anderson e Parkin, 2007 [23]
Bt-2a 5’-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3"  Mongkolsamrit et al., 2009 [88]
Bt-2b 5-CAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’ Mongkolsamrit et al., 2009 [88]

3.4.4.1. RAPD-PCR

A reacdo de RAPD-PCR foi efetuada para um volume final de 25 pyL contendo em
cada amostras 19,8 yL de agua RNase Free, 2,5 yL de tampao 10x Dream Taq Buffer
com MgCl; 20 mM, 0,5 yL de dNTPs 10 mM, 1 pL de primer (M13, 50uM), 0,2 pL de
Taq DNA polimerase 500 U e 1 yL do DNA fangico extraido das amostras. Juntamente
com estas amostras, foi também utilizado um branco, que funcionou como controlo.

A amplificacdo por RAPD-PCR, realizada num termociclador (Figura 15), iniciou-se
com um passo de desnaturacdo de 5 min a 94°C, ao qual se seguem 40 ciclos
constituidos por: desnaturacdo de 1 min a 94°C, emparelhamento de 1 min a 50°C, e
extensao de 2 min a 72°C. Por ultimo, fez-se uma extensao final de 6 min a 72°C. Os
fragmentos resultantes da amplificacdo foram guardados a 4°C até terem sido

aplicados no gel de eletroforese.
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Figura 18 - Termociclador para realizagéo de Reagdes de Polimerizagdo em Cadeia

3.44.2. ITS

Dentro do cluster de genes de rRNA, as regides alvo mais utilizadas em estudos de
comunidades fangicas sédo as que codificam 18S rRNA e 25/28S rRNA, e a regido ITS
que incorpora o gene 5.8S rRNA. No entanto, as sequéncias ndo-codificantes ITS tém
sido bastante utilizadas para identificagdo taxonomica a nivel da espécie de fungos em
pools naturais de DNA, devido & elevada variabilidade natural de evolucdo rapida
destas regides de rDNA, fornecendo assim mais informacdo taxondmica do que as
sequéncias rRNA, e geralmente séo selecionadas como sequéncias alvo em estudos
em que a base é o DNA. Estas sequéncias providenciam ensaios de elevada
sensibilidade quando utilizadas como sequéncia alvo devido ao seu elevado nimero
de cépias no genoma fungico, o que resulta numa maior variacdo de sequéncias entre
espécies proximas, em comparacdo com regides codificantes mais conservadas dos
genes rRNA. Como resultado, a regido ITS é a regido para a qual atualmente ha mais
informacé@o disponivel na maioria das bases de dados de sequéncias para a
identificacdo molecular de fungos. Adicionalmente, as sequéncias de DNA nas regides
ITS sdo extremamente variaveis e podem servir como marcadores para grupos
taxondmicos mais distantes [1, 23].

O DNA é amplificado utilizando primers ITS fungicos que tém como alvo a regido do
DNA ribossomal entre os genes 18S e 28S que contém os dois ITS e o0 gene de rRNA
5,8S [67].

Ao amplificar as regides ITS, podem ser reconhecidas diferentes espécies de
fungos. Demonstrou-se que a regido ITS2 esté altamente conservada entre Aspergillus
e Penicillium e assim a regido ITS1 sera promissora no desenvolvimento de sondas
especificas para distinguir entre géneros [41].

A reacdo de amplificacdo com o primer ITS foi executada para um volume final de
25 L, contendo em cada amostra 20,6 L de agua RNase Free, 2,5 L de tampao 10x
Dream Taq Buffer com MgCl, 20 mM, 0,5 yL de dNTPs 10 mM, 0,1 uyL de primer
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reverse (ITS4 50 uM), 0,1 yL de primer forward (ITS1 50 uM ou ITS5 50 uM), 0,2 yL
de Tag DNA polimerase 500 U e 1 yL de DNA fungico extraido das amostras.
Juntamente com estas amostras, foi também utilizado um branco, que funcionou como
controlo.

A amplificagéo de DNA com o primer ITS iniciou-se com um passo de desnaturagao
de 3 min a 95°C, ao qual se seguem 36 ciclos constituidos por: desnaturacdo de 50 s
a 94°C, emparelhamento de 50 s a 56°C, e extensao de 1 min a 72°C. Por ultimo, fez-
se extensdo final de 10 min a 72°C. Os fragmentos resultantes da amplificacdo foram
guardados a 4°C até terem sido aplicados no gel de eletroforese ou até terem sido
enviados para sequenciacéo.

Os produtos de PCR foram sequenciados através de um servigo externo: STAB
Vida. Os resultados recebidos foram posteriormente analisados, cuja sequéncia de
nucleétidos foi alinhada através da base de dados GenBank da plataforma digital

NCBI, utilizando a funcgdo Blast (nucleotide blast).

3.4.4.3. B-Tubulina

As tubulinas, em associacdo com outras proteinas, compdem os polimeros
dindmicos dos microtibulos — que providenciam a base molecular para a segregacéo
cromossOomica, a divisdo celular, a geracdo e manutencao da forma da célula, o
transporte intracelular, e a motilidade celular por movimentos flagelares-ciliares. As
tubulinas formam uma familia de proteinas constituidas por a(alfa)-, B(beta)-, y(gama)-
, O(delta)-, g(épsilon)-, {(zeta)-, e n(eta)-tubulinas. Destas variedades, as a- e [3-
tubulinas sdo as mais abundantes em células eucaribticas, uma vez que 0S seus
heterodimeros sdo os constituintes primarios dos microtibulos, e encontram-se
extraordinariamente conservadas, especialmente no que diz respeito aos seus
péptidos N-terminal. Em espécies ancestrais complexas, a diferenca da sequéncia de
DNA no gene da B-tubulina é cerca de 2,8% e ndo é evidente uma divergéncia na
sequéncia de aminoacidos. Os genes das tubulinas, principalmente da B-tubulina,
estdo a receber cada vez mais atencdo na investigacdo das relagdes evolucionais,
uma vez que sdo encontrados em todos o0s eucariotas, o que faz com que este gene
seja ideal para andlise filogenética, adequando-se a estimativas de elevada
similaridade filogenética e a andlises de grupos de espécies complexos [70].

A reacado de amplificacdo com o primer da B-tubulina foi executada para um volume
final de 25 pL, contendo em cada amostra 20,6 UL de agua RNase Free, 2,5 uL de
tampédo 10x Dream Taq Buffer com MgCl, 20 mM, 0,5 pyL de dNTPs 10 mM, 0,1 uL de
primer reverse (Bt-2a 50 uM), 0,1 uL de primer forward (Bt-2b 50 uM), 0,2 yL de Taq
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DNA polimerase 500 U e 1 yL de DNA fungico extraido das amostras. Juntamente
com estas amostras, foi também utilizado um branco, que funcionou como controlo.

A amplificagdo com o primer da B-tubulina iniciou-se com um passo de
desnaturacdo de 5 min a 94°C, ao qual se seguem 40 ciclos constituidos por:
desnaturacdo de 1 min a 94°C, emparelhamento de 1 min a 50°C, e extensdo de 2 min
a 72°C. Por ultimo, fez-se extensao final de 6 min a 72°C. Os fragmentos resultantes
da amplificacdo foram guardados a 4°C até terem sido aplicados no gel de

eletroforese.

3.4.4.4. Analise do DNA amplificado

Para a realizagédo da eletroforese, em primeiro lugar, procedeu-se a realizagdo do
gel de agarose 1%. As amostras foram aplicadas no gel, bem como o marcador de
peso molecular 100 bp (NZYTech Ladder VII). Para a realizacdo da eletroforese foi
utilizada uma voltagem de 100 V, até ter sido percorrido cerca de 3/4 do gel.

Finalmente, o gel foi revelado num transiluminador UV (Bio-rad).

3.4.45. Construcéo de dendogramas

Para a comparacdo do perfil de fingerprinting das amostras analisaram-se as
diferentes bandas geradas apdés amplificacdo por M13-PCR e procedeu-se a
elaboracédo de dendogramas através do programa Phoretix 1D Pro, para avaliacdo do

grau de similaridade das amostras.

3.4.4.6. PCR emtempo real

A reacdo de amplificacdo em tempo real com o primer da B-tubulina foi executada
PikoReal 96 (Thermo) com o PikoReal™ Software 2.2 para um volume final de 10 pL,
contendo em cada amostra 9,6 yL de Master Mix (kit PerfeCTa® SYBR® Green
Supermix, Quanta BioSciences, Inc, Gaithersburg), 0,05 yL de primer reverse (Bt-2a
50 uM), 0,05 pL de primer forward (Bt-2b 50 uM) e 0,4 uL de DNA fungico extraido das
amostras. Juntamente com estas amostras, foi também utilizado um branco, que

funcionou como controlo.
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Figura 19 - Termociclador e placa utilizados para a rea¢éo de PCR em Tempo Real

A amplificagdo em tempo real com os primers da B-tubulina (Tabela 1, Bt-2a e Bt-
2b) iniciou-se com um passo de desnaturacdo de 7 min a 95°C, ao qual se seguem 40
ciclos constituidos por: desnaturacédo de 30 s a 95°C e emparelhamento/extenséo de
30 s a 60°C. Por ultimo, fez-se extenséo final de 30 s a 60°C.

O ciclo de fluorescéncia (CF) e as unidades relativas de fluorescéncia (RFU) foram
representados graficamente e utilizados para calcular a média de emissdo de
fluorescéncia de fundo nos ciclos iniciais. Os ciclos de PCR nos quais a fluorescéncia
excedeu o limite foi definido como Ct (Threshold cycle). A quantificacdo absoluta foi
realizada através da comparacédo dos valores de Ct das amostras desconhecidas com
a curva padrdo, realizando os célculos adequados e considerando o valor inicial da
concentracdo da amostra Cladosporium halotolerans (SA-5B) e as respetivas diluicdes
decimais seriadas, que variaram entre 41 a 41 x 10* ng/mL. A concentracdo dos genes
alvo dos isolados fungicos foi expressa como a quantidade especifica de DNA

presente em cada amostra (ng/mL).
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Resultados e Discussao

Para a realizacdo deste trabalho foram selecionados 48 isolados fungicos,
recolhidos de varios bens patrimoniais com evidentes sinais de alteracdo, efetuando-
se a sua caracterizacdo através de uma abordagem polifasica que englobou a
observacao morfoldgica e a andlise dos perfis moleculares e espectrais.

4.1. Locais de recolha dos isolados fungicos
Os diversos microrganismos em estudo sao provenientes de bens patrimoniais
distintos, tais como, pintura mural, materiais pétreos, documentos escritos, pegas em

marfim e talha dourada.

Os murais das Casas Pintadas (Evora) - local pertencente desde 1962 a Fundagéo
Eugénio de Almeida - sdo um dos exemplos mais iconicos de pinturas murais em
Portugal durante a primeira metade do século XVI. Este conjunto de pinturas murais,
presentes no exterior de um alpendre (e, consequentemente, estando exposto aos
varios fatores climaticos) foi alvo de uma intervenc@o de conservagcao e restauro em
2013 [89].

Dos varios isolados fungicos recolhidos a partir destas pinturas, foram selecionados
4, representados na figura 20.

Figura 20 — Isolados fingicos provenientes das pinturas murais das Casas Pintadas, Evora

A lIgreja de Santa Clara foi construida no final do século XVI no Sabugueiro
(Arraiolos), contém no seu interior uma nave coberta com pinturas murais (18 painéis)
de cariz religioso. Estas pinturas apresentam danos estruturais e estéticos, sendo de

destacar o enegrecimento de algumas figuras, principalmente as que foram efetuadas
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com branco e vermelho de chumbo [90]. Esta igreja foi classificada como Monumento
de Interesse Publico em 2001.
Para este trabalho foram utilizados 5 isolados fungicos recolhidos deste

monumento, como se pode observar na figura 21.

Z15-F1b

Figura 21 - Isolados fungicos provenientes das pinturas murais da Igreja de Santa Clara, Arraiolos

A Igreja de Santo Aleixo é um edificio abandonado (h& mais de 40 anos) que se
encontra numa zona rural, perto de Montemor-o-Novo, e que tem sofrido varios danos
estruturais, incluindo a queda parcial do teto, o aparecimento de fendas e sujeita a
diversos atos de vandalismo. Esta igreja é um edificio do século XVI, com uma
estrutura simples e que contém pinturas murais Renascentistas, representando a vida
de Santo Aleixo. Como o edificio se encontra em condigcbes de ambiente exterior ha
varios anos, apresenta um avancado estado de degradacdo, onde é possivel
identificar uma vasta contaminagdo bioldégica como principal responsavel pela
degradacdo e destacamento das camadas crométicas, bem como fragmentos de
argamassa [58, 91].

Dos 53 isolados fungicos presentes nestas pinturas, foram selecionados 4 que

estdo representados na figura 22.
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Figura 22 - Isolados fiingicos provenientes da Igreja de Santo Aleixo, Montemor-o-Novo

O ja extinto Convento de Nossa Senhora da Saudacao, fundado durante o reinado
de D. Manuel | no interior do castelo medieval de Montemor-o-Novo, contém um
conjunto de pinturas murais que sdo consideradas das mais importantes do primeiro
quarto do século XVII na zona de Evora. Estas pinturas s&o atribuidas a José de
Escovar e sdo compostas por 17 cenas pintadas, de cariz religioso. Como estas
pinturas estao sujeitas a ambientes extremamente himidos e reduzida luminosidade, a
camada cromatica sofreu severas alteracdes, sobretudo nas areas verdes, onde se
encontram densos biofilmes [92].

Para este trabalho foram utilizados 7 isolados fangicos presentes nestas pinturas

murais, tal como se pode observar na figura 23.
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P4-5 Verde

Figura 23 - Isolados fungicos provenientes das pinturas murais do Convento de Nossa Senhora da Saudagdo,
Montemor-o-Novo

Outro dos bens culturais de onde foram utilizados isolados fungicos foram pecas de
marfim pertentes ao espélio do Museu Nacional de Arte Antiga.

Para a realizacao deste trabalho foram selecionados 4 isolados fungicos (Figura
24).

P1A4F1

Figura 24 - Isolados fungicos provenientes de pecas de marfim

A Sé Catedral de Evora é a maior Catedral portuguesa e foi construida no estilo
Gaotico-Romanico, no século Xlll, tendo sido inspirada no modelo da Sé Catedral de
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Lisboa e de outras internacionais. Este monumento j& foi alvo de vérias intervencdes
de conservacéo e restauro [93].

Foram recolhidos varios microrganismos das zonas pétreas da Sé Catedral de
Evora, e apesar de todos estarem associados & biodeterioracdo deste monumento, é
de destacar o isolado CPIL1 que, apesar de ndo ser o Unico, € 0 que est4d mais
fortemente relacionado com o aparecimento de manchas cor-de-rosa na parede do
edificio [93]. Na figura 25 é possivel observar-se os 7 isolados fungicos utilizados

neste trabalho.

Figura 25 - Isolados fingicos provenientes de umas das paredes de pedra da Sé Catedral de Evora

A Igreja do Espirito Santo (Evora) esta ligada a fundacdo do Colégio do Espirito
Santo, da Companhia de Jesus, e foi concluida em 1572. Contém uma Unica nave, em
cruz latina, e dez capelas laterais, onde é possivel encontrar luxuosas incrustacées em
talha dourada.

A populagdo fungica foi encontrada em areas com elevado grau de alteracéo,
principalmente no que diz respeito a desintegracdo/desorganizacao das fibras da
madeira. Todos os isolados fungicos apresentavam atividade celulolitica e xilanolitica,
apesar dos niveis destas variarem consoante o microrganismo [94]. Na figura 26 é

possivel observar os 7 isolados fungicos utilizados neste trabalho.
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= Altar2 - E
Altar 2 - Coluna F

Altar2-D

Figura 26 - Isolados fungicos provenientes da talha dourada da Igreja do Colégio do Espirito Santo, Evora

Para a realizagédo deste trabalho foram ainda selecionados dois documentos: um
em pergaminho, o Foral de Alvito (1280), e um em papel, o Livro da Inquisicdo de
Lisboa (1589-1592). Estes documentos pertencem ao Arquivo Nacional Portugués,
situado na Torre do Tombo, em Lisboa, e tém estado armazenados com condicbes
ambientais controladas, providenciadas pela instituicdo. Apesar disso, estes
documentos apresentavam fortes sinais de contaminacdo microbiolégica,
essencialmente manchas acastanhadas [95].

Dos isolados fungicos encontrados nestes dois documentos, foram selecionados
10, que se encontram na figura 27.

Figura 27 - Isolados fungicos provenientes de documentos pertencentes ao espdlio da Torre do Tombo: Foral de
Alvito (A) e Livro da Inquisi¢éo de Lisboa (B).
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A primeira abordagem para a caracterizacao dos diversos isolados microbiol6gicos

em estudo baseou-se nas suas caracteristicas morfolégicas.

4.2. Caracterizacdo Morfolbgica

Os isolados fungicos foram observados a vista desarmada, com a lupa binocular,
com o0 microscopio 6tico e através de microscopia eletronica de varrimento, apenas no
meio MEA, ao fim de 6-7 dias. Os resultados sédo apresentados na Tabela 2.

Através da observacdo das caracteristicas macro e micro morfolégicas foi feita uma
primeira identificacdo dos isolados fungicos (Tabela 2), sendo que os principais
parametros tidos em conta foram as estruturas reprodutoras observaveis
microscopicamente e o aspeto macroscoépico das colénias. Foram atribuidos nimeros
diferentes quando o aspeto macroscépico era diferente, e foram designados por
micélios os isolados fungicos para os quais nao foi possivel identificar as estruturas

reprodutoras.
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica

Codigo Frente Binocular Microscopia Otica MEV

Identificacéo
proviséria

Levedura 1

Levedura 2

0
©
5
e
=
o
0
(4]
0
©
©)
[
=
=
e
=
=
£
o

Cladosporium
sp.1

Aspergillus sp.1
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observacédo Macroscépica Observacao a Lupa Observacao Microscopica
Frente Verso Binocular MEV

Cadigo

Identificacéo
proviséria

Micélio 1

P1A4F1

Micélio 2

Penicillium sp.1

Penicillium sp.2
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Verso Binocular Microscopia Otica MEV

-

Cadigo

Identificacéo
proviséria

Cladosporium
sp.2

Penicillium sp.3

(]
S
o
@)
o
c
O
(09}
[}
©
o
L
=
|

s
=
p
©
S
=
£
o

Penicillium sp.4

Penicillium sp.5
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Verso Binocular Microscopia Otica

¢ 6
@

Cadigo

Z15-F1b

Identificacéo
proviséria

Micélio 3

Micélio 4

Micélio 5

o
X
Q
<

o
)

C

O
(09}

[}
o
o

(]

—
=)

|
S

—

=)
=

©

—

=]
=
£
o

Cladosporium
sp.3
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Binocular Microscopia Otica MEV

Cadigo

Identificacéo
proviséria

Cladosporium
sp.4

Rhodotorula
sp.1

Pedra — Sé de Evora

Micélio 6

Cladosporium
sp.5
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Tabela 2 - Caracterizagdo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Binocular Micros

Caédigo copia Otica MEV

G

Identificacéo

proviséria

Penicillium sp.6

N

/i

N

Fusarium sp.1

Pedra — Sé de Evora

P
<

A
.

N\

fl
| '

Fusarium sp.2

P

4

Micélio 7
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Tabela 2 - Caracterizagdo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)
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Observacao a Lupa
Binocular

Observacao Microscopica

Microscopia Otica
A ‘

L.
& e

¥ o

MEV

1q0um

Identificacéo
proviséria

Cladosporium
sSp.6

Micélio 8

Aspergillus sp.2

Cladosporium
sp.7
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observacédo Macroscépica Observacao a Lupa Observacao Microscopica
Frente Verso Binocular Microscopia Otica MEV

Cadigo

4

P5-2-A Ad. Org.

Identificacéo
proviséria

Micélio 9

P5-2-A Ad. Org.

Micélio 10

P5-3 Preto A

o
T
O
O
i)
S
©
n
©
(@)
«
S
n
©
1)
%)
©
pzd
(]
o
@]
S
c
(O]
S
c
(@]
O
|
©
S
S
=
©
S
S
=
=
[a

Penicillium sp.7

Altar 2 — Coluna
B

Penicillium sp.8
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Verso Binocular ~ Microscopia Otica MEV

[ -

O .

Cadigo

Altar 2 — Coluna

Identificacéo
proviséria

Cladosporium
sp.8

LL

©
c
=)
O
O
|
N
S
]
=
<

COMP 40P2

Penicillium sp.9

Talha Dourada

Altar 2 - D

5,0K914.6mm %1104 BSE3

Cladosporium
sp.9

Altar 2 - E

Mucor sp.1
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Codiao Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
9 Verso Binocular Microscopia Otica MEV

-

Identificacéo
proviséria

Cladosporium
sp.10

@
S
@©
S
S
o
(@)
@
<
@©
|_

Penicillium
sp.10

Cladosporium
sp.11

Papel/Pergaminho

Micélio 11
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observacédo Macroscépica Observacao a Lupa Observacao Microscopica
Frente Verso Binocular Microscopia Otica MEV

; w5
L
oS Y ’ . 7

e

Cadigo

Identificacéo
proviséria

Micélio 12

Micélio 13

o
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S
I
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e
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Micélio 14

Micélio 15
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Tabela 2 - CaracterizagGo macro e micromorfoldgica dos isolados fungicos, em MEA, durante 3 dias (leveduras) e 7 dias (fungos). (continuagdo)

Observagédo Macroscopica Observacao a Lupa Observagédo Microscopica
Frente Verso Binocular_ B Microscopia Otica MEV

Identificacéo

proviséria

Cladosporium
sp.12

Micélio 16

o
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e
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o
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Micélio 17

Micélio 18
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Analisando a Tabela 2, é possivel ver que, no caso das pinturas murais, os fungos
mais comuns pertencem géneros Penicillium, Cladosporium e Aspergillus, o que esta
de acordo com a bibliografia [9]. No caso dos edificios construidos em pedra, sdo de
destacar os isolados fungicos do género Fusarium, que tal como referido na literatura
sdo comuns neste tipo de material. No entanto, também sdo comumente encontrados
fungos dos géneros Penicillium, Cladosporium e Aspergillus [53]. Nas pecas de
marfim, € o género Penicillium que se destaca neste trabalho, mas devido a escassez
de estudos sobre biodegradacao/biodeterioracdo em marfim, ndo € possivel comparar
estes dados com pesquisas anteriores. No altar de talha dourada, sdo de destacar os
géneros Penicillium e Cladosporium, o que estd em conformidade com a bibliografia
consultada, que refere que a subdivisdo Ascomycota como associada a alteracdes em
bens patrimoniais efetuados em madeira [94].

Neste estudo, para além da analise de todos os isolados fangicos por microscopia
eletrénica de varrimento (MEV) que permitiu a observacdo da morfologia de cada um
deles, foi também efetuada a analise com MEV-EDS, onde se identificou a
composicdo elementar, dos diversos isolados, sendo 0s constituintes maioritarios
carbono, azoto, oxigénio e enxofre, cuja combinacdo € indicativa da presenca de
material organico que pode ser relacionado com a existéncia de contaminagao
microbiologica (como exemplo apresenta-se um espectro na figura 46, no anexo F).
Contudo, esta analise quimica ndo permite a discriminagdo dos microrganismos
existentes, uma vez que a constituicdo elementar é similar entre eles.

No entanto, esta técnica € uma ferramenta muito Util, principalmente no que diz
respeito a analise da biodegradacéo / biodeterioragcdo em amostras reais (analise
direta de microamostras), pois permite que se obtenham imagens com grande
resolucdo e elevado poder de ampliacdo. Assim, é possivel fazer uma identificacdo
rapida da presenca de contaminagdo microbiolégica e distincdo de certos
microrganismos, gracas a morfologia caracteristica destes, sem que seja necessaria

cultura dos microrganismos em laboratoério.

De forma a complementar a informacdo obtida, os isolados fungicos foram
inoculados em trés meios de cultura diferentes (CYA, PDA e MEA). O
desenvolvimento de cada cultura pura de isolado foi monitorizado ao longo de 14 dias,
tendo sido pormenorizadamente analisados ao 3°, 5°, 7°, 10° e 14° dias, de forma a
avaliar as suas caracteristicas morfoldgicas. Esta abordagem pode fornecer
informacdo mais detalhada sobre a morfologia dos microrganismos e através da
andlise de producdo de exsudado, cor do micélio, estadio de desenvolvimento,

discriminar caracteristicas tipicas.
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Esta metodologia permite distinguir isolados fangicos apresentem ter morfologia
idéntica quando cultivados apenas em MEA, mas que, apresentem caracteristicas
macroscopicas diferentes noutros meios de cultura, designadamente PDA e CYA.

Nas tabelas 3-10 sédo apresentadas imagens representativas de culturas de fungos
filamentosos com 7 dias de incubacado e leveduras com 3 dias de desenvolvimento,
agrupadas por casos de estudo. Nestas tabelas é possivel observar as caracteristicas
dos varios isolados fangicos nos diferentes meios seletivos. Estas caracteristicas
encontram-se compiladas na tabela 15 do anexo G.

A tabela 3 refere-se aos isolados fungicos encontrados nas pinturas murais
presentes nas Casas Pintadas, em Evora. Na tabela 4, sdo apresentados os isolados
fungicos encontrados em pecas de marfim. O isolado fungico P5F2 apresenta um
aspeto macroscopico muito semelhante ao isolado P3A4F1 pelo que, inicialmente, se
pensou que se tratava do mesmo isolado fungico, no entanto sdo percetiveis
diferencas entre os dois isolados fungicos, principalmente no meio PDA.

O aspeto macroscopico dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais da
Igreja de Santa Clara, em diferentes meios de cultura séo apresentados na tabela 5.

Na tabela 6, observam-se os isolados flingicos encontrados nas pinturas murais da
Igreja de Santo Aleixo.

Na tabela 7, apresentam-se os isolados flngicos presentes na Sé de Evora (pedra).
Inicialmente, pensou-se que os isolados fungicos NEF29 e SEF7 poderiam ser da
mesma espécie, mas ha diferencas evidentes entre eles, principalmente no meio de
cultura CYA.

A tabela 8 refere-se aos isolados flngicos encontrados nas pinturas murais do
Convento de Nossa Senhora da Saudagéo.

Os isolados fungicos encontrados no altar de talha dourada da Igreja do Espirito
Santo (Evora) sdo apresentados na tabela 9.

A tabela 10 diz respeito aos isolados fangicos encontrados nos documentos de
papel e pergaminho preservados na Torre do Tombo (Lisboa). Os isolados flngicos
FA6a, FA6c e IL9c apresentam diferencas macroscopicas nas culturas em MEA,
parecendo tratar-se de estirpes diferentes. No entanto, os outros isolados fungicos

apresentaram caracteristicas semelhantes em todos os meios de cultura utilizados.

O aspeto macroscopico em diferentes meios de cultura conjuntamente com a

analise microscépica permite a diferenciagédo dos diferentes isolados
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Tabela 3 - Caracterizagio morfoldgica dos isolados fiingicos presentes nas pinturas murais das Casas Pintadas, Evora (incubagdo de 7 dias para os fungos filamentos e 3 dias para as leveduras).
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Tabela 4 - Caracterizago morfoldgica dos isolados fungicos presentes em pegas de marfim (incubagdo de 7 dias).

CYA PDA

Verso

/@ @\

P1A3F1
P1A4F1
E
=
—
T
=
P3A4F1
P5F2
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Tabela 5 - Caracterizago morfoldgica dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais da Igreja de Santa Clara, Arraiolos (incubagdo de 7 dias).
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Tabela 5 - CaracterizagGo morfoldgica dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais da Igreja de Santa Clara, Arraiolos (incubagdo de 7 dias). (continuagdo)

Z15-F1b
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Tabela 6 - Caracterizago morfoldgica dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais da Igreja de Santo Aleixo, Montemor-o-Novo (incubagdo de 7 dias).

CYA PDA

SA-3C

SA-3F

SA-5B

Pintura Mural — Igreja de Santo Aleixo

SA-5E
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Tabela 7 - Caracterizacdo morfoldgica dos isolados fiingicos presentes nas pinturas murais de uma parede de pedra da Sé de Evora (incubagdo de 7 dias para os fungos filamentosos e 3 dias
para as leveduras).

CYA

7

Pedra — Sé de Evora

NEF27
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Tabela 7 - Caracterizacdo morfoldgica dos isolados fingicos presentes nas pinturas murais de uma parede de pedra da Sé de Evora (incubagdo de 7 dias para os fungos filamentosos e 3 dias
para as leveduras). (continuagéo)
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Tabela 8 - Caracterizago morfoldgica dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais do Convento de Nossa Senhora da Saudagdo, Montemor-o-Novo (incubagdo de 7 dias).
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Tabela 8 - CaracterizagGo morfoldgica dos isolados fungicos presentes nas pinturas murais do Convento de Nossa Senhora da Saudagdo, Montemor-o-Novo (incubagdo de 7 dias).
(continuagdo)
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Tabela 9 - Caracterizagio morfoldgica dos isolados fiingicos presentes em talha dourada existente na Igreja do Colégio do Espirito Santo, Evora (incubagdo de 7 dias).

Talha Dourada

Altar 2-
Coluna B

Frente

CYA

Verso

PDA

Verso

Frente

MEA

Altar 2-
Coluna C

Altar 2-
Coluna F

Altar 2-D
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Tabela 9 - Caracterizagio morfoldgica dos isolados fiingicos presentes em talha dourada existente na Igreja do Colégio do Espirito Santo, Evora (incubagdo de 7 dias). (continuagdo)

MEA

CYA
Frente

Frente

Frente

-~ ., Wees

Altar 2-E

“

(4

Altar 2-1

Talha Dourada

Altar 2-K
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Tabela 10 - Caracterizagdo morfoldgica dos isolados fungicos presentes em documentos de papel e pergaminho do espdlio da Torre do Tombo (incubagdo de 7 dias).

ETE

FA5a

Frente

CYA

Verso

Frente

PDA

Frente

MEA

FA5b

FA6a

FA6b
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Tabela 10 - CaracterizagGo morfoldgica dos isolados fungicos presentes em documentos de papel e pergaminho do espdlio da Torre do Tombo (incubagdo de 7 dias). (continuagdo)

CYA PDA MEA
Frente Frente Verso Frente Ve@o

FA6c

FA7a

ETE

FA7b

IL9¢
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Tabela 10 - Caracterizagdo morfoldgica dos isolados fungicos presentes em documentos de papel e pergaminho do espdlio da Torre do Tombo (incubagdo de 7 dias). (continuagéo)

CYA MEA
Frente Frente ! Frente

Papel
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A identificacdo macro- e microscopica permitiu distinguir os isolados fangicos e
identificar o género/espécie quando apresentam estruturas reprodutoras (Tabela 2), no
entanto, a analise macromorfolégica em varios meios de cultura permite caracterizar
isolados com caracteristicas distintas (Tabela 3-10). Foi o caso dos isolados fungicos:
P3A4F1 e P5F2; Z11-F2 e Z14-F1 (Penicillium sp.); NEF29 e SEF7 (Fusarium sp.); e
P5-2A Ad. Org. A e P5-2A Ad. Org. B (ambos designados por micélio por néo ter sido

possivel identificar as estruturas reprodutoras).

As técnicas dependentes de cultura representam uma mais-valia para estudos de
biodegradacédo, devido a grande diversidade de isolados, permitindo obter elevada
concentragcdo de células em cultura e possibilitando a realizagdo de testes de
simulacdo ou de mitigagdo, de estudos metabdlicos e também estudos de analise
molecular a partir de DNA e/ou RNA dos isolados, permitindo uma caracteriza¢ao
polifasica para identificagdo dos isolados. No entanto, os métodos cultura-
dependentes apresentam algumas limitagcbes, sendo a mais importante a baixa
percentagem de microrganismos cultiviveis em relacdo ao numero total de
microrganismos colonizadores, sendo importante utilizar técnicas complementares
como a analise por MEV e a sequenciagdo de nova geracao, sem isolamento do DNA.

Atendendo as limitagbes associadas a caracterizacdo morfolégica, os isolados
fungicos foram também analisados por duas técnicas espectrais distintas — FTIR e
Raman - de forma a obter informacdo que possa complementar a caracterizacdo dos
microrganismos e o0 desenvolvimento de abordagens que permitam a identificacdo in

situ das comunidades fangicas que proliferam em obras de arte.

4.3. Caracterizacdo Espectral
Os isolados fangicos foram incubados durante 7 dias a 28°C em meio MEA, e as

colénias foram analisados diretamente por FTIR e Raman.

4.3.1. FTIR

O estudo comparativo dos espectros de FTIR obtidos para os isolados fuangicos dos
fungos isolados indica bandas de absorcédo especificas na regido 1650-1500 cm™, que
pode ser considerada um marcador para a detecdo de microrganismos. No entanto,
cada espécie tem o seu préprio perfil, como ja tinha sido investigado por outros
autores [25].

De modo a anular a contribuicdo do meio de cultura na analise dos isolados
fungicos, foi também efetuado o espectro deste (Figura 28). Neste espectro, sdo de
destacar os picos a 3398 (O-H), 1631 (C=0) e 1064 (v C-O) cm™.
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Figura 28 - Espectro de FTIR do meio de cultura MEA.

Para melhor comparar os espectros obtidos para cada microrganismo, estes foram
agrupados por géneros segundo uma tabela de identificacdo provisoéria (Tabela 2).

Na figura 29, estdo representados os espectros dos isolados fangicos do género
Aspergillus. Nesta figura, € possivel observar que o isolado fungico Z4F4 apresenta

picos na zona de 1200 a 1500 cm?, enquanto que o isolado flngico P2-3 néo

-4
L_MA 3
-2

J\'x\/\/\ B
et T T 0

e — T T

4000 3000 2000 1000 0
Numero de onda (cm)

apresenta.

Intensidade (u. a.)

Figura 29 — Espectros de FTIR dos isolados fungicos do género Aspergillus: Z4F4 (azul) e P2-3 (vermelho).

A figura 30 representa os espectros dos dois isolados fungicos do género Fusarium
e sdo notodrias algumas diferencas entre os dois espectros. O isolado fungico NEF29
apresenta alguns picos que o isolado fungico SEF7 n&do apresenta, dos quais séo
exemplos os picos a 1740 (C=0), 2848 (v C-H simétricas de >CH, de acidos gordos) e

2920 (v C-H assimétricas de >CH, de acidos gordos) cm™,
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Figura 30 - Espectros de FTIR dos isolados fungicos do género Fusarium: NEF29 (azul) e SEF7 (vermelho).

A figura 31 representa o espectro do isolado fungico do género Mucor, onde, para
além dos picos que também se encontram no espectro do meio de cultura utilizado,
sdo também de destacar os picos a 1535 (6 C-N-H), 2343 (grupo -OH), 2848 (v C-H
simétricas de >CH, de acidos gordos) e 2917 (v C-H assimétricas de >CH- de acidos

gordos) cm™,

Intensidade (u. a.)
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Figura 31 - Espectro de FTIR do isolado flingico do género Mucor: Altar 2-E.

A figura 32 representa o espectro do isolado fungico do género Rhodotorula, que é
muito semelhante ao espectro do meio de cultura utilizado. Ha apenas dois picos que
se destacam: 2921 (v C-H assimétricas de >CH> de &cidos gordos) e 1538 (5 C-N-H)

cm™.
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Figura 32 - Espectro de FTIR do isolado fungico do género Rhodotorula: CPIL1.

A figura 33 representa os espectros dos isolados fungicos leveduriformes, que néao

diferem do espectro do meio de cultura utilizado, mas sao bastante semelhantes entre
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Figura 33 - Espectros de FTIR dos isolados fungicos leveduriformes: Z1LA e Z1LB.

A figura 34 representa os espectros dos isolados fangicos do género Penicillium.
Nesta figura, ha dois espectros que se destacam (dos isolados fungicos P3A4F1 e
P5F2) pois ndo apresentam varios dos picos que 0S outros espectros apresentam,
como por exemplo, 2916 (v C-H assimétricas de >CH, de acidos gordos) e 2340
(grupo -OH) cm™. A presenca destes picos permitiu identificar estirpes do género
Penicillium. O isolado fangico P5-3 Preto A apresenta picos nas zonas referidas
anteriormente, mas sao muito ténues e, por isso, também ha duvidas quanto ao seu
género. Todos os outros isolados fungicos (Z9-F1, Z11-F2, Z14-F1, NEF27, Altar 2-
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Coluna B, Altar 2-Coluna F e Altar 2-1) apresentam picos nos mesmos comprimentos
de onda.

20
M
M
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Intensidade (u. a.)

A/\\ 7, - — 0

4000 3000 2000 1000 0
Nimero de onda (cm™)

Figura 34 - Espectros de FTIR dos isolados fuingicos do género Penicillium: P3A4F1 (A), P5F2 (B), Z9-F1 (C), Z11-F2 (D),
Z14-F1 (E), NEF27 (F), P5-3 Preto A (G), Altar 2-Coluna B (H), Altar 2-Coluna F (1) e Altar 2-K (J).

Na figura 35, estdo representados os espectros dos isolados fungicos do género
Cladosporium. De entre os varios espectros, distinguem-se dois grupos: os isolados
flngicos que ndo apresentam picos a 2344 cm™ (v O-H), como é o caso de Z4F2, SA-
5E, P4-5 Verde, Altar 2-Coluna C, Altar 2-I e Faba; sendo que os restantes isolados
fungicos representados no gréafico apresentam picos neste comprimento de onda. Nos
isolados fungicos Z4F2, P4-5 Verde, Altar 2-Coluna C e FA5a é possivel observar-se
que o pico a 2916 (v C-H assimétricas de >CH, de &cidos gordos) e a 2340 (grupo -
OH) cm™ é bastante ténue, ou ndo existe de todo, ao contrario do que acontece para

os restantes isolados fungicos.
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Figura 35 - Espectros de FTIR dos isolados fungicos do género Cladosporium: Z4F2 (A), Z6-F2 (B), SA-5B (C), SA-5E (D),
NEF11 (E), P2-1 (F), P4-5 Verde (G), Altar 2-Coluna C (H), Altar 2-D (1), Altar 2-1 (J), FA5a (K) e FA7b (L).

Na figura 36, estdo representados os espectros de alguns dos isolados fangicos
aos quais as suas caracteristicas morfolégicas ndo permitiram uma identificacdo
prévia. Foram escolhidos sete, cujas diferencas sdo mais percetiveis. Por exemplo:
picos a 2344 cm (v O-H) sdo apenas visiveis nos isolados flngicos Z15-F1b e IL12a;

os isolados fungicos P1A3F1 e CRIF2 apresenta um pico muito ténue a 1722 cm™? (v
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Figura 36 - Espectro de FTIR de alguns dos isolados fungicos cujas caracteristicas nGo permitiram uma identificagdo
prévia: P1A3F1 (A), Z15-F1b (B), SA-3F (C), CRIF2 (D), P2-2A (E), FA7a (F) e IL12a (G).

Depois de analisados todos os espectros, concluiu-se que a presenca de
contaminagdo fungica podera estar mais associada a picos a 1650 cm™* e 1550 cm™?
(amida I e 11), bem como a 3350 cm™ (ligagcdo N-H).

Esta abordagem espectral permitiu excluir alguns isolados flungicos do género em
que tinham sido inseridos inicialmente, onde apenas eram tidas em conta as
caracteristicas morfoldgicas — um dos exemplos sédo os dois isolados fungicos P3A4F1
e P5F2, inicialmente associados ao género Penicillium, em que as diferencas
vibracionais sdo bem nitidas quando comparados com os outros espetros deste grupo.

Sendo assim possivel excluir isolados fangicos de um género inicialmente atribuido
ao comparar 0s picos existentes no espectro de FTIR-ATR com os dos outros
espectros do mesmo género, o que contribui para o processo de identificagdo. Em
estudos posteriores, com diferentes condicdes de andlise, podera ser possivel
associar picos caracteristicos a microrganismos, funcionando como uma assinatura

espectral especifica.
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4.3.2. Espectroscopia Raman

Os isolados fungicos foram também analisados por Raman, de forma a obter
informagdo completar para a caracterizacdo de agentes de contaminagao
microbioldgica.

Dado que os microrganismos foram analisados diretamente na placa de Petri, na
figura 37, esta representado o espectro do meio de cultura MEA de forma a identificar
0S seus picos caracteristicos e perceber a sua contribuicdo na andlise dos isolados
microbiologicos. Este espectro apresenta varios picos, entre os quais a 122 (vibracbes
lattice), 620 (C=S), 1001 (anéis aromaticos), 1030 (Si-O-C), 1194 (acido sulfénico) e
1610 (acido carboxilico) cm™.

2000

1500 -

1000 ~

Intensidade (u. a.)

500

0 500 1000 1500 2000
Numero de onda (cm™)

Figura 37 - Espectro de Raman do meio de cultura MEA

Ao analisar a figura 38, é possivel perceber que através da analise apenas por
espectroscopia Raman é dificil distinguir os diferentes isolados fungicos em andlise,
uma vez que praticamente todos 0s géneros observados apresentaram perfil espectral
semelhante e picos na mesma regido. Nesta figura, estdo representados 4 isolados
fungicos diferentes: Z4F2 (Cladosporium), P1A4F1 (micélio), NEF29 (Fusarium) e
IL10b (micélio, mas com caracteristicas morfolégicas bastante diferentes de P1A4F1),
e, com a excecao do isolado fungico Z4F2, todos apresentam picos semelhantes. O
isolado fungico Z4F2 apresenta picos na zona de 650 a 950 cm™ que os outros 3

isolados fungicos nao apresentam.
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Figura 38 — Espectros de Raman dos isolados fuingicos Z1LA (A), P1A4F1 (B), NEF29 (C) e IL10b (D).

Apesar desta metodologia ndo permitir claramente discriminar 0s microrganismos
isolados, esta abordagem podera constituir uma ferramenta muito Util porque permite
obter perfis espectrais da presenca de contaminacgdo fungica - o que pode ser uma
mais valia para amostras reais e analises in situ, uma vez que o espectrémetro Raman
pode ser portatii e as analises de Raman nao destrutivas, podendo ser feitas
diretamente sobre os objetos. Esta metodologia também complementa os resultados

obtidos com a espectrometria FTIR.

4.4, Caracterizacdo Molecular

4.4.1. RAPD-PCR

Devido ao elevado numero de isolados fungicos, optou-se por efetuar trés
dendogramas (Figuras 39-41).

Através da andlise do gel de eletroforese representado na figura 39, € possivel
observar que os produtos de PCR resultantes da amplificacdo do DNA presente
existentes nas diferentes amostras estdo compreendidos entre 234 e 2003 bp, exceto
os isolados fungicos FA5b, FA6c, Z9-F1, Z11-F2 e CPIL1.
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6 — FAGb
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! 12 -1L12a

10 - IL9c
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19 — CRIF2

9 - FA7b
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13 -Z15-F1B

11 —1L10b

Figura 39 - Gel de eletroforese (A) e dendograma (B) de RAPD-PCR: 1 e 20 — Marcador DNA 100 bp; 2 — Branco; 3 —
FA5a; 4 — FA5b; 5 — FA6a; 6 — FA6b; 7 — FA6c; 8 — FA7a; 9 — FA7b; 10 — IL9¢; 11 —IL10b; 12 —IL12a; 13 — Z15-F1b; 14
—Z26-F2; 15—-79-F1;, 16 —Z11-F2; 17 — Z14-F1; 18 — CPIL1; CRIF2.

Na tabela 11 apresenta-se um resumo do tamanho das bandas correspondentes
aos produtos de M13-PCR para cada um dos isolados fangicos analisados por
eletroforese (figura 39), de forma a evidenciar semelhancas e diferencas entre elas.

O dendograma representado na figura 39 permitiu formar dois clusters principais.
No primeiro cluster observa-se que o isolado fungico Z6-F2 tem 30% de similaridade
com outros trés isolados flingicos que se encontram noutra subdivisdo. Segundo o
dendograma, o isolado fungico FA6c tem 50% de similaridade com os isolados
fungicos Z14-F1 e IL12a, que supostamente seriam o mesmo isolado fungico, uma vez
gue tém 100% de similaridade. No entanto, estes isolados fangicos n&do apresentam
semelhangas a nivel morfoldgico, pelo que este resultado pode dever-se ao facto de
ambos s6 apresentarem uma banda no gel (Tabela 12).

O segundo cluster divide-se em duas subunidades. A primeira subunidade contém
dois isolados fungicos, IL9c e FA6a, tém uma proximidade de, aproximadamente,
35%. A segunda subunidade divide-se em duas subunidades, onde na primeira
subunidade é possivel ver que ha uma similaridade de 20% entre os isolados fungicos
CRIF2 e FA7b, e a segunda subunidade se divide novamente. Nesta subunidade, ha
uma similaridade de 20% entre o isolado fungico FA7a e outros dois isolados fungicos,

Z15-F1b e IL10b, que tém uma similaridade de 50% entre eles.
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Tabela 11 — Fragmentos amplificados por M13-PCR nos microrganismos apresentados na figura 39.

Microrganismos
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Através da andlise do gel de eletroforese representado na figura 40, € possivel
observar que os produtos PCR existentes nas diferentes amostras estdo
compreendidos entre 165 e 2523 bp, exceto os isolados fungicos NEF29, Altar 2-
Coluna C, Altar 2-Coluna F e Altar 2-K que nédo apresentaram bandas.
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6 — SEF7

4 — NEF27
9 - P5-F2
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Figura 40 - Gel de eletroforese (A) e dendograma (B) de RAPD-PCR: 1e 20 — Marcador DNA 100 bp; 2 — Branco; 3 —
NEF11; 4 — NEF27; 5 — NEF29; 6 — SEF7; 7 — SEF21; 8 — P3A4F1; 9 — P5F2; 10 — P1A3F1; 11 — P1A4F1; 12 - Altar 2-
Coluna B; 13 — Altar 2-Coluna C; 14 — Altar 2-Coluna F; 15 — Altar 2-D; 16 — Altar 2-E; 17 — Altar 2-1; 18 — Altar 2-K; 19
—Z1LA.

A tabela 12 sintetiza as bandas correspondentes aos produtos de PCR de cada um
dos isolados fungicos presentes no gel de agarose representado na figura 40, de
forma a evidenciar semelhancgas e diferencas entre elas.

O dendograma representado na figura 40 permitiu verificar que existem dois
clusters principais e, enquanto que o primeiro contém apenas o isolado fungico NEF11
(que ndo tem proximidade com o segundo cluster), o segundo divide-se em duas
subunidades. A primeira delas (Z1LA) tem 5% de similaridade com a segunda, que se
divide novamente: o isolado flngico SEF21 tem 10% de similaridade com a
subunidade onde se encontram os isolados fungicos SEF7 e NEF27, que tém 25% de
proximidade entre si. O isolado fangico P5-F2 tem uma similaridade de 30% da
subunidade que contém os isolados fungicos Altar 2-1 e P1A4F1, que tém entre si 50%
de similaridade. Os isolados fungicos Altar 2-E e Altar 2-Coluna B tém,
aproximadamente, 60% de similaridade entre si e cerca de 40% dos isolados fungicos
gue se encontram na outra subunidade. Esta Ultima contém duas divisbes que tém
55% de similaridade entre si, sendo que a primeira contém apenas o isolado flngico
P1A3F1, e a segunda contém os isolados fungicos Altar 2-D e P3A4F1, que tém 70%

de proximidade entre si.
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Tabela 12 - Fragmentos amplificados por M13-PCR nos microrganismos apresentados na figura 40.

Microrganismos
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Através da analise do gel de eletroforese representado na figura 41, é possivel
observar que os produtos PCR existentes nas diferentes amostras estdo
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compreendidos entre 159 e 2370 bp, exceto o isolado fungico Z4F4 que n&o

amplificou.

A12345678 91011121314151617 005 0.40 050 080 1,00 E

— 16 — P5-3 Preto A
L 6 — SA-3C

4-74F2
3-71LB
11 - P2-2A

9 - SA-5E

7 — SA-3F

[ 10 - P2-1

8 — SA-5B

12-P2-3
— 13 - P4-5 verde

{ 15 - P5-2A Ad. Org. B
14 — P5-2A Ad. Org. A

Figura 41 - Gel de eletroforese (A) e dendograma (B) de RAPD-PCR: 1e 17 — Marcador DNA 100 bp; 2 — Branco; 3 —
Z1LB; 4 — Z4F2; 5 — Z4F4; 6 — SA-3C; 7 — SA-3F; 8 — SA-5B; 9 — SA-5E; 10 — P2-1; 11 — P2-2A; 12 — P2-3; 13 — P4-5
verde; 14 — P5-2A Ad. Org. A; 15 — P5-2A Ad. Org. B; 16 — P5-3 Preto A.

A tabela 13 sintetiza as bandas correspondentes aos produtos de PCR de cada um
dos isolados fangicos presentes no gel de agarose representado na figura 41, de
forma a evidenciar semelhancgas e diferencas entre elas.

O dendograma representado na figura 41 permitiu verificar que existem dois
clusters principais e que ambos tém duas subdivisbes. O primeiro cluster contém os
isolados fungicos P5-3 Preto A e SA-3C, que tém cerca de 55% de similaridade entre
si. O segundo cluster contem duas subunidades: a primeira contém os isolados
fungicos Z4F2 e Z1LB que tém cerca de 20% de similaridade entre si e 5% de
proximidade com a outra subunidade. Esta subunidade volta a dividir-se, sendo que a
primeira divisdo contém os isolados flingicos P2-2A e SA-5E, que tém,
aproximadamente, 50% de similaridade entre si, e 10% de similaridade entre a outra
divisdo. O isolado fungico SA-3F tem cerca de 35% de similaridade com a subunidade
que contém os isolados fungicos P2-1 e SA-5B, que tém 50% de similaridade entre si.
O isolado fangico P2-3 tem, aproximadamente, 30% de similaridade com a subunidade
seguinte, que contém duas divisdes: o isolado fungico P4-5 Verde, que se encontra na
primeira subdivisdo, tem 50% de similaridade com a segunda subdivisdo. Esta contém
os isolados fungicos P5-2A Ad. Org. A e P5-2A Ad. Org. B, que apresentam uma

similaridade de 80%, o que se reflete nas suas semelhancas morfolégicas.
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Tabela 13 - Fragmentos amplificados por M13-PCR nos microrganismos apresentados na figura 41.

Microrganismos
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A andlise do polimorfismo genético permite avaliar a variabilidade dentro do mesmo
género e da mesma espécie. Esta pode ser, por exemplo, caracteristica também do
local de onde a estirpe fungica foi isolada (influéncia da fonte de nutrientes azoto e
carbono, temperatura, humidade).

Esta metodologia podera ser bastante vantajosa, uma vez que, determina o grau de
similaridade entre os microrganismos estudados que, ao ser comparado com as suas

caracteristicas morfolégicas e espectrais, pode levar a uma identificacao.
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4.4.2. Amplificacdo e sequenciacdo de reqides ITS

ApoOs extracdo do DNA dos isolados fungicos, estes foram amplificados com
primers da regido ITS, utilizando dois pares diferentes (ITS1-ITS4 e ITS1-ITS5). Os
produtos de amplificacdo foram purificados e posteriormente sequenciados.

Na figura 42(A), apresenta-se o perfil eletroforético correspondente a amplificacao
da regido ITS dos isolados fungicos. A quantificacdo dos produtos de PCR encontra-se
na Tabela 16 do Anexo H.
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Figura 42 - Géis de eletroforese de ITS: (A) 1 - marcador DNA 100 bp; 2 - FA5a; 3 — FA5b; 4 — FA6a; 5 — FA6b; 6 —
FA6c; 7— FA7a; 8 — FA7b; 9 —IL9¢; 10 — IL10b; 11 —IL12a; 12 — Z15-F1b; 13 — Z6-F2; 14 — Z9-F1; 15 - Z11-F2. (B) 1 —
marcador DNA 100 bp; 2 — Z14-F1; 3 — CPIL1; 4 — CRIF2; 5 — NEF11; 6 — NEF27; 7 — NEF29; 8 — SEF7; 9 — SEF21; 10 —
P3A4F1; 11 — P5F2; 12 — P1A3F1; 13 - P1A4F1; 14 — Altar 2-Coluna B; 15 — Altar 2-Coluna C; 16 — Altar 2-Coluna F; 17
—Altar 2-D; 18 — Altar 2-E; 19 — Altar 2-1; 20 — Altar 2-K. (C) 1 — marcador DNA 100 bp; 2 — Z1LA; 3 — Z1LB; 4 - Z4F2; 5
—Z4F4; 6 — SA-3C; 7 — SA-3F; 8 — SA-5B; 9 — SA-5B; 10 — P2-1; 11 — P2-2A; 12 — P2-3; 13 — P4-5 Verde; 14 — P5-2A Ad.
Org. A; 15 - P5-2A Ad. Org. B; 16 — P5-3 Preto A.

Procedeu-se também a sequenciacéo da regido ITS dos isolados fungicos. A tabela
14 relaciona a identificag@o proposta inicialmente para os diferentes isolados, baseada
nas carateristicas morfolégicas, com os resultados obtidos apds sequenciacdo da
regido ITS de cada um dos isolados fungicos. E possivel afirmar que, na maioria dos
casos, 0s géneros atribuidos aos isolados fungicos com base na sua morfologia,
coincidem com o0s géneros obtidos através do alinhamento das sequéncias
nucleotidicas. Houve apenas trés excecoes: os isolados fungicos P3A4F1, P5F2 e P5-
3 Preto A, que tinham sido anteriormente considerados pertencentes ao género
Penicillium, e que com base na sequenciacdo foram classificados no género
Talaromyces (P3A4F1 e P5F2) e Oidiodendron (P5-3 Preto A).
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Tabela 14 - Comparagdo entre a identificagdo baseada nas caracteristicas morfoldgicas e a sequenciagdo.

Identificacao

Isolado fungico

Sequenciagao

provisoria
Z1LA levedura sp.1 Cryptococcus
adeliensis
Casas Z1LB levedura sp.2 Inconclusivo
Pintadas Z4F2 Cladosporium sp.1 Cladosporium
Z4F4 Aspergillus sp.1 Inconclusivo
P1A3F1 micélio 1 Inconclusivo
. P1A4F1 micélio 2 Inconclusivo
Marfim P
P3A4F1 Penicillium sp.1 Talaromyces
P5F2 Penicillium sp.2 Talaromyces
Z6-F2 Cladosporium sp.2 (%Iadosponum
alotolerans
Z9-F1 Penicillium sp.3 Inconclusivo
Santa Clara Z11-F2 Penicillium sp.4 Inconclusivo
Z14-F1 Penicillium sp.5 Inconclusivo
Z15-F1b micélio 3 Aspergillus
versicolor
SA-3C micélio 4 Stereum
SA-3F micélio 5 Inconclusivo
Santo Aleixo ] i
SA-5B Cladosporium sp.3 Chlglc(l)(t)gﬁa (;gzrsn
SA-5E Cladosporium sp.4 Inconclusivo
CPIL1 Rhodotorula sp.1 Inconclusivo
CRIF2 micélio 6 Inconclusivo
NEF11 Cladosporium sp.5 Cladosporium
Sé NEF27 Penicillium sp.6 Inconclusivo
NEF29 Fusarium sp.1 Fusarium tricinctum
SEF7 Fusarium sp.2 Fusarium
SEF21 micélio 7 Dothideomycetes
P2-1 Cladosporium sp.6 Cladosporium
sphaerospermum
P2-2A micélio 8 Inconclusivo
Convento P2-3 Aspergillus sp.2 Aspergillus
Saudacao P4-5 verde Cladosporium sp.7 Cladosporium
P5-2A Ad. Org. A micélio 9 Inconclusivo
P5-2A Ad. Org. B micélio 10 Inconclusivo
P5-3 Preto A Penicillium sp.7 Oidiodendron
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Tabela 14 - Comparagbo entre a identificagdo baseada nas caracteristicas morfoldgicas e a sequenciagdo.
(continuagdo)

Identificacao

Local Isolado fungico

Sequenciagao

provisoria
Altar 2 - Coluna B Penicillium sp.8 b P?”'C'”'”m
revicompactum
Altar 2 - ColunaC  Cladosporium sp.8 Inconclusivo
Altar 2 - Coluna F Penicillium sp.9 Inconclusivo
Talha Dourada Altar 2 - D Cladosporium sp.9 Cladosporium
Altar 2 - E Mucor sp.1 Inconclusivo
Altar 2 - | Cladosporium sp.10 Cladosporium
Altar 2 - K Penicillium sp.10 Inconclusivo
FA5a Cladosporium sp.11 Cladosporium
FA5b micélio 11 Inconclusivo
FAG6a micélio 12 Diaporthe ambigua
FAGD micélio 13 Inconclusivo
FAG6c micélio 14 Inconclusivo
Papel FA7a micélio 15 Schizophyllum
commune
FA7b Cladosporium sp.12 Cladosporium
sphaerospermum
IL9c micélio 16 Inconclusivo
IL10b micélio 17 Inconclusivo
IL12a micélio 18 Inconclusivo

A sequenciacdo foi particularmente util para varios isolados fungicos cujas
caracteristicas morfolégicas ndo tinham permitido chegar a nenhuma classificagéo,
como foi o caso dos isolados flngicos Z15-F1b, SA-3C, SEF21, FA6a e FA7a, bem
como para a identificagédo fungos até entdo ndo encontrados em bens patrimoniais. No
entanto, para uma maior caracterizagdo e diferenciacdo das estirpes é importante
realizar uma abordagem polifasica que combine técnicas de caracterizacdo fenotipica

com a caraterizacao genética.

4.4.3. B-tubulina

Atualmente, recorre-se também a sequenciacdo de genes que codificam proteinas,
uma vez que estes acumulam menos mutacdes e sdo menos variaveis, como é
exemplo a B-tubulina. A B-tubulina pertence a uma pequena familia de proteinas
globulares que compdem os microtibulos que constituem um dos maiores
componentes no citoesqueleto dos eucariotas e atuam em varios processos, tais como
suporte estrutural, transporte intracelular e segregacdo de DNA. A atividade desta
proteina esta relacionada com a viabilidade das células, podendo constituir um bom
marcador biologico de fungos biodeteriogénicos do Patriménio.
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No gel de eletroforese representado na figura 43 (A), apenas os isolados fangicos
Z9-F1, Z11-F2 e CPIL1 ndo apresentam nenhuma banda amplificada com os primers
da B-tubulina.

7 8 910 111213 14151617 181920 2345 67 3 45 67 8910 1112131415 16 17 18

Figura 43 - Géis de eletroforese de B-tubulina: (A) 1 e 20 — Marcador DNA 100 bp; 2 e 3 — Branco; 4 — FA5a; 5 — FA5b;
6 — FA6a; 7 — FA6b; 8 — FA6c; 9 — FA7a; 10 — FA7b; 11 — IL9c; 12 — IL10b; 13 — IL12a; 14 — Z15-F1b; 15 — Z6-F2; 16 —
Z9-F1; 17 —Z11-F2; 18 — Z14-F1; 19 — CPIL1. (B) 1 e 20 — Marcador DNA 100 bp; 2 — Branco,; 3 — CRIF2; 4 — NEF11; 5 —
NEF27; 6 — NEF29; 7 — SEF7; 8 — SEF21; 9 — P3A4F1; 10 — P5F2; 11 — P1A3F1; 12 — P1A4F1; 13 — Altar 2-Coluna B; 14 —
Altar 2-Coluna C; 15 — Altar 2-Coluna F; 16 — Altar 2-D; 17 — Altar 2-E; 18 — Altar 2-I; 19 — Altar 2-K. (C) 1 e 18 —
Marcador 100 bp; 2 — Branco; 3 —Z1LA; 4 — Z1LB; 5 — Z4F2; 6 — Z4F4; 7 — SA-3C; 8 — SA-3F; 9 — SA-5B; 10 — SA-5E; 11
—P2-1; 12— P2-2A; 13 — P2-3; 14 — P4-5 verde; 15 — P5-2A Ad. Org. A; 16 — P5-2A Ad. Org. B; 17 — P5-3 Preto A.

No gel de eletroforese representado na figura 43 (B), a maioria dos isolados
fungicos ndo apresentou uma grande amplificacdo deste gene. O isolado fungico
SEF7 apresenta uma banda muito ténue, no entanto, os isolados flngicos CRIF2,
NEF11, Altar 2-Coluna B, Altar 2-D, Altar 2-E e Altar 2-1 apresentam bandas bastante
intensas no gel de eletroforese.

No gel de eletroforese visivel na figura 43 (C), ndo foi possivel observar nenhuma
banda para os isolados leveduriformes (Z1LA e Z1LB). Também o isolado fungico
ZAF4 (Aspergillus sp.1) ndo apresentou amplificacdo. Os isolados fungicos SA-3F
(micélio 5) e P2-2A (micélio 8) apresentaram bandas muito ténues e todos os outros
isolados fungicos apresentaram bandas bem visiveis.

Posteriormente, foi feita a quantificacdo por PCR em Tempo Real para os isolados
fungicos que apresentaram maior expressdo deste gene, designadamente P2-3
(Aspergillus sp.2), IL10b (micélio 17), Z15-F1b (Aspergillus versicolor), CRIF2 (micélio
6), Altar 2-Coluna B (Penicillium brevicompactum), Altar 2-D (Cladosporium sp.9), Altar
2-E (Mucor sp.1), Altar 2-1 (Cladosporium sp.10) e P4-5 Verde (Cladosporium sp.7).

Na figura 43, esta representada a quantificacdo do gene da B-tubulina de cada

isolado fungico analisado.
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Figura 44 - Quantificagdo da B-tubulina em diferentes isolados fungicos. A quantificagdo efetuou-se utilizando os
valores de Ct das diferentes amostras numa curva de calibragdo com dilui¢ées decimais seriadas de Cladosporium
halotolerans (SA-5B). As barras de erro correspondem aos valores do desvio padrdo para n=2.

O nivel de expressao deste gene variou entre 1011 ng/mL para o isolado fingico
Altar 2-1 e 24405 ng/mL para o isolado fungico CRIF2 (micélio 6), apresentou um nivel
de expressao muito superior as restantes.

Esta metodologia podera vir a ser util na discriminacdo da atividade metabdlica da
populacéo microbiolégica em amostras reais e no screening de microrganismos, uma
vez que € possivel inferir sobre a atividade metabdlica relativa das comunidades
microbianas presentes, havendo assim a possibilidade de correlacionar possiveis

danos com a percentagem de agentes contaminantes e o seu estado metabdlico.
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Consideracoes Finais

A acado dos microrganismos nos bens patrimoniais tem sido alvo de varios estudos,
dado a sua importancia nas alteraces provocadas em obras de arte. A proliferacdo de
microrganismos pode provocar danos irreversiveis, como fissuras, perda de coeséo do
substrato, biofilmes, manchas ou altera¢cdes croméaticas. Sendo que, neste trabalho
deu-se especial destaque aos fungos, uma vez que, devido aos danos que provocam,
sdo um dos mais importantes agentes biodeteriogénicos da Heranca Cultural.

A identificacdo e caracterizacdo destas comunidades microbianas é essencial tanto
para prevenir como para reparar o0s danos provocados pelos agentes
biodeteriogénicos, sendo que devido as limitagcbes das metodologias tradicionais, sdo
necessarias técnicas adicionais para complementar a informacdes recolhidas.

Neste trabalho foram caracterizados diversos fungos, identificados como agentes
biodeteriogénicos de diferentes bens patrimoniais. Nessa caracterizacdo foi utilizada
uma abordagem integrada que combina métodos de caracterizagdo morfologica das
estirpes, como diferentes métodos espectrais e moleculares, resultando em grupos de
dados genéticos e fenotipicos que se complementam, quer pela capacidade
discriminatéria dos resultados quer ainda pelo tipo de interacdo que possibilitam nas
amostras (ndo invasivas ou micro-invasivas, destrutivas ou ndo destrutivas). A andlise
morfolégica permitiu distinguir véarios isolados fungicos ao género, o que resultou numa
identificacdo prévia, onde o0s principais géneros encontrados foram Penicillium,
Cladosporium, Aspergillus e Fusarium. A andlise espectral constituiu um fator de
distingdo polimérfica dos géneros identificados, onde foi demonstrado que a
contaminacdo biolégica podera estar associada a bandas de FTIR de 1650 cm? e
1550 cm?® (amida | e 1), bem como a 3350 cm? (ligacdo N-H) ou bandas
caracteristicas 325 cm? (Se-Se), 604 cm? (C=S), 1554 cm? (amida) e 1656 cm™
(C=C) nos espectros de Raman. A analise molecular permitiu confirmar a identificacédo
dos isolados através da sequenciacdo de DNA, mas também agrupar estirpes por
graus de similaridade e distinguir microrganismos metabolicamente mais ativos.

O conjunto de metodologias utilizadas neste trabalho permite um grau de
complementaridade de resultados que podera vir a ser bastante Gtil no contexto da
biodeterioracdo / biodegradacdo do Patrimonio Cultural, possibilitando a
caracterizacdo da populagdo microbiologica ndo-cultivavel e distinguindo a presenca
de comunidades metabolicamente ativas e potencialmente biodeteriogénicas.

Em concluséo, a abordagem polifasica providenciou informacdo muito proveitosa
para a caracterizacdo de comunidades fungicas presentes em bens culturais e provou
ser uma ferramenta Util para analises in situ ou ex situ da contaminacao microbioldgica

dos bens patrimoniais.
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De modo a complementar os estudos realizados neste trabalho, € proposta a
adicdo de novas metodologias a esta abordagem polifasica, tais como:

- Utilizagé@o de sondas FISH, que podem permitir obter informag&ao importante sobre
a relacdo entre os microrganismos e a propria superficie dos materiais;

- Utilizagdo de MALDI-TOF, que tem potencial para complementar a identificacdo
fenotipica convencional para a maioria das estirpes de microrganismos isoladas;

- Utilizacdo de outros marcadores moleculares, que poderdo ser associados

especificamente a certos microrganismos e, assim, funcionar como fator de distincao.

A informacdo obtida através desta abordagem polifasica contribuird para a futura
criacdo de uma base de dados que compile os diversos agentes microbiolégicos que
tém vindo a afetar o Patriménio Cultural, de modo a permitir uma identificacdo e
caracterizacao rapida e acessivel a investigadores de varias areas de estudo, e, assim
possibilitar respostas expeditas e eficazes para promover a salvaguarda dos bens

patrimoniais.
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A. Materiais

- Algodéo cardado;

- Ansas;

- BalGes volumétricos;

- Bisturi e laminas;

- Erlenmeyers;

- Espatulas;

- Gobelés;

- Luvas;

- Micropipetas P5000, P1000, P200, P100, P10 (e respetivas pontas, novas e
estéreis);

- Microtubos de 2, 1,5 e 0,2 mL novos e estéreis;

- Parafilme;

- Pincas;

- Pipetas de Pasteur;

- Placas de Petri;

- Provetas volumétricas;

- Suporte para tubos de ensaio e microtubos;

- Tubos de ensaio;

- Zaragatoas.

B. Equipamentos

- Autoclave Uniclave 88;

- Balanca analitica Penver Instrument Company;

- Banho termostatizado Grant / Memmert;

- Bico de Blsen;

- Centrifugadora HERMLE Z252MK;

- Espectrofotometro Hitachi U-3010;

- Estufa VWR dry-line;

- Frigorifico Philips;

- Lupa binocular Leica M205C com camara Leica DFC290HD;
- Microscopico 6ptico Leica DM 2500P com camara Leica DFC290HD;
- Placa de aquecimento Labinco L34;

- Vortex Zx3 UniEquip.

123



Anexos

C. Composicdo dos meios de cultura

Meio de Malte Extrato Agar - MEA (Malt Extract Agar)
Dissolver 20 g de extrato de malte, 1 g de peptona, 20 g de glucose e 20 g de agar

em 1000 mL de agua destilada.

Meio PDA (Potato Dextrose Agar)

Dissolver 39 g de PDA em 1000 mL de agua destilada. Esterilizar na autoclave a
121°C.

D. Solugdes para extragdo de DNA de fungos filamentosos

Tampéo de lise:

Tris-HCI - 50mM; NaCl - 250 mM; EDTA - 50 mM; SDS - 0.3%; pH 8

Dissolver 0,3030 g de Tris-HCI, 0,7305 g de NaCl e 0,9305 g de EDTA em 40 mL
de &gua ultra-pura e acertar a pH 8. Depois, transferir para um baldo e perfazer o

volume a 50 mL com agua ultra-pura. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
min, deixar arrefecer e adicionar 0,1500 g de SDS. Guardar a temperatura ambiente.

Tampao de extracdo — TE:
Tris — 10mM; EDTA — 1mM; pH 8
Dissolver 0,3029 g de Tris e 0,0931 g de EDTA em 200 mL de agua ultra-pura e

acertar a pH 8. Depois, transferir para um baldo e perfazer volume a 250 mL com agua

ultra-pura. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15min e guardar a temperatura

ambiente.

Tampao acetato de sédio - 3M, pH 5,2:

Dissolver 24,61 g de acetato de s6dio em 70 mL de agua ultra-pura e acertar a pH
5,2 com &cido acético glacial. Deixar arrefecer e perfazer o volume para 100 mL com
adgua ultra-pura. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15min e guardar a

temperatura ambiente.

Solucéo de TE com RNAse (50 pg.mL™)

Pipetar 50 pL de solugdo stock de RNAse de 10mg.mL* para um baldo estéril e

perfazer até volume de 10 mL com TE. Separar em aliquotas de 1 mL em microtubos

estéreis e conservar a -20°C.
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E. Gel de agarose 1%

Adicionaram-se 0,65 g de agarose a 65 mL de TBE 0,5x e aqueceu-se até a
agarose estar totalmente dissolvida. Depois de arrefecer, adicionaram-se 6,5 pyL de
SYBR green (corante de DNA), agitou-se ligeiramente e colocou-se no suporte para

geéis com o pente adequado — o gel demora aproximadamente 20 min para solidificar.

F. Analise elementar por MEV-EDS

7613
MAG: 1400 x HV: 20.0 kV WD: 10

Figura 45 - Imagem de MEV-EDS, onde é possivel observar a composi¢éo elementar do isolado fungico, cujos
constituintes identificados sdo carbono e oxigénio.
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Figura 46 — Espectro de EDS com a composi¢cdo elementar de um isolado fiingico.

125



Anexos

G. Resumo das caracteristicas dos isolados fungicos observadas
macroscopicamente

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura.

Pigmentacéao

Cor do do meio de

Cor dos
conidios

Aspeto do
micélio

Coloracgéo

Exsudado
do verso

micélio

Z1LA

Z1LB

ZAF2

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

126

Branco

Branco

Branco

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Verde
azeitona,
rebordo
verde-escuro

Verde
acinzentado,
rebordo
verde-escuro
Verde
azeitona,
rebordo
verde-escuro

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Altura média,
denso,
aveludado,
rebordo
recortado

Profundo,

sulcado, denso

Altura média,
denso,
aveludado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Branco

Branco

Branco

Cor-de-
rosa

Cor-de-
rosa

Cor-de-
rosa

Verde
azeitona

Verde
acinzent
ado

Verde
azeitona

Creme

Branco

Creme

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Cor do
micélio

Cor dos
conidios

Aspeto do
micélio

Coloracéo
do verso

Exsudado

ZAF4

P1A3F1

P1A4F1

P CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

Preto

Preto com o
centro branco

Preto

Branco

Verde
azeitona com
rebordo
branco

Branco

Branco

Branco com
rebordo
amarelo
escuro

Branco

Altura média,
denso, mas
disperso no

rebordo, flocoso

Altura média,
denso, flocoso

Altura média,
denso, flocoso

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso, flocoso

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado com
rebordo
gelatinoso

Altura média,
denso,
aveludado

Branco

Branco

Branco

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Preto

Preto

Preto

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco com
0 centro
preto

Branco com
0 centro
cinzento-

escuro

Creme com
0 centro
mais escuro

Verde
azeitona e
creme
alternados

Creme
escuro com
rebordo
branco

Creme, com
o centro
mais escuro

Verde
azeitona e
creme
alternados

Amarelo
escuro com
rebordo
branco

Verde seco
com
rebordos
creme

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao
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P3A4F1

P5F2

Z6-F2

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

128

Cor do Aspeto do

micélio

micélio

Plano, denso no

Verde seco ,
centro, p6

Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Plano, denso,
Branco
aveludado
Plano, disperso
Verde seco T P '
pé
Plano, denso,
Branco
aveludado
Plano, denso,
Branco
aveludado
Verde Sulcado, denso,
azeitona aveludado
Verde Sulcado, denso,
azeitona aveludado
Sulcado no
Verde centro, denso
azeitona ' !
aveludado

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos
conidios

Verde
seco

Verde
seco

Branco

Verde
seco

Branco

Branco

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Coloracéo
do verso

Verde seco

Vermelho

Creme com
rebordos
vermelhos

Verde seco

Vermelho

Creme

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Vermelho

Vermelho

Sem
pigmentacao

Vermelho

Vermelho

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

C

<

Z11-F2 29-F1
CYA M PD

P

CYA M

Z14-F1
PDA

M

Cor do
micélio

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado
com rebordos
brancos

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado
com rebordos
brancos

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado
com rebordos
brancos

Verde
acinzentado
com rebordos
brancos

Aspeto do

micélio

Plano, denso, p6

Plano, denso,
flocoso, p6

Plano, denso, p6

Sulcado no
centro, denso, p6

Plano, denso,
flocoso, p6

Plano, denso, p6

Sulcado no
centro, denso, p6

Plano, denso,
flocoso, po

Plano, denso,
flocoso, po

Exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado/
cinzento

Verde

acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Cinzento

Cinzento

Coloracéo
do verso

Creme
escuro

Amarelo

Amarelo-
escuro

Creme
escuro

Branco

Creme

Creme
escuro

Branco

Creme

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Cor-de-
laranja
escuro

Sem
pigmentagéo

Amarelo
escuro

Creme
escuro

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Creme
escuro

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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Z15-F1b

SA-3C

SA-3F

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA
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Cor do

micélio

Branco/Creme

Creme

Branco com

centro

amarelo

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Aspeto do
micélio

Plano, denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Sulcado, denso,
aveludado

Altura média,
densidade baixa,
aveludado

Altura média,
densidade
média,
aveludado
Altura média,
densidade
média,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Altura média,
denso,
gelatinoso

Altura média,
denso,
gelatinoso

Exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos

conidios

Branco/
Creme

Creme

Branco/A
marelo

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Coloracéo
do verso

Cor-de-
laranja
escuro

Creme

Creme
escuro

Branco

Creme

Creme

Creme

Creme

Creme

Pigmentacéo

do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




SA-5B

SA-5E

CPIL1

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

C

PDA

<C

<

PDA CYA M P CY

MEA

Cor do
micélio

Verde
azeitona com
rebordos mais

claros

Verde
azeitona

Verde
azeitona com
centro verde
acinzentado

Verde
azeitona, com
rebordos mais

escuros

Verde
azeitona, com
rebordos mais

escuros

Verde
azeitona, com
rebordos mais

escuros

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Aspeto do

micélio

Sulcado, denso,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Plano mas
sulcado no
centro, denso,
aveludado

Altura média,
sulcado, denso,
flocoso,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Altura média,
sulcado, denso,
aveludado

Plano, sulcado,
denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos
conidios

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Cor-de-
rosa

Cor-de-
rosa

Cor-de-
rosa

Coloracéo
do verso

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Cor-de-rosa

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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CRIF2

NEF11

NEF27

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

P CYA MEA PDA CYA

CYA M

PDA
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Cor do
micélio

Branco

Branco com
centro cor-de-
rosa

Branco com
centro cor-de-
rosa

Verde
azeitona

Verde
azeitona, com
rebordos
brancos

Verde
azeitona, com
rebordos
brancos

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado,
com rebordos

brancos

Verde
acinzentado

Aspeto do

micélio

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Plano, denso, p6

Plano, denso, p6

Plano, denso,
flocoso, po

Exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
amarelo
alaranjado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Cor dos

conidios

Branco

Branco

Branco

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Coloracéo
do verso

Branco com
centro preto

Branco com
centro cor-
de-rosa
escuro

Branco com
centro preto

Verde
azeitona

Verde
azeitona com
rebordos
brancos

Verde
azeitona com
rebordos
brancos

Creme

Branco

Creme

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Amarelo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




NEF29

SEF7

SEF21

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

Cor do
micélio

Branco

Branco e cor-

de-laranja

Branco

Branco

Branco

Branco, com
centro cor-de-

rosa

Creme

Preto, com

rebordos
brancos

Preto

Aspeto do

micélio

Altura média,

denso,
aveludado

Altura média,

denso,
aveludado

Altura média,

denso,
aveludado

Altura média,

denso,
aveludado

Altura média,
denso, flocoso,

aveludado

Altura média,

denso,
aveludado

Plano, denso,

gelatinoso

Plano, sulcado,

denso,
gelatinoso

Plano, sulcado,

denso,
gelatinoso

Exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
cor-de-
rosa

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos
conidios

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Creme

Preto

Preto

Coloracéo
do verso

Branco com

centro creme

Amarelo,
com centro
cor-de-
laranja

Amarelo,
com centro
cor-de-rosa

escuro

Amarelo,

com centro
cor-de-rosa

Creme

Creme
amarelado

Creme

Cinzento,
com
rebordos
brancos

Cinzento

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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P2-1

P2-2A

P2-3

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura. (continuagéo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

134

Cor do
micélio

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona e
cinzento

Branco

Branco

Branco

Amarelo, com
rebordos mais
claros

Amarelo, com
rebordos mais
claros

Amarelo, com
rebordos mais
claros

Aspeto do

micélio

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Altura média,

sulcado, denso,

aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Branco

Branco

Branco

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Coloracéo
do verso

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Creme

Creme

Creme
escuro

Creme
escuro

Creme
escuro

Creme
escuro

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




P4-5 verde

P5-2A Ad. Org. A

P5-2A Ad. Org. B

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura. (continuagéo)

CYA

PDA

CYA MEA PDA CYA MEA

PDA

MEA

Cor do

micélio

Verde
acinzentado
com rebordos
verde
azeitona
Verde
acinzentado
com rebordos
verde
azeitona
Verde
acinzentado
com rebordos
verde
azeitona

Creme, com
rebordos
pretos

Verde
acinzentado e
branco

Cinzento, com
rebordos
pretos

Cinzento

Cinzento

Cinzento, com
centro mais
escuro

Aspeto do
micélio

Plano, sulcado,

denso, pé

Plano, sulcado,

denso, po

Plano, sulcado,

denso, po

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso, po

Altura média,
denso,
aveludado

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Branco

Branco

Branco

Cinzento

Cinzento

Cinzento

Coloracéo
do verso

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Preto

Verde-
escuro com
centro creme

Preto, com
rebordos
mais claros

Creme, com
centro preto

Castanho

Castanho,
com
rebordos
creme

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentacao
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Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

Cor do
micélio

§ Cinzento
@)

<

=

O] .

& 5‘ Cinzento

o o

o

o
< Verde
"'§J acinzentado
§ Creme
@)

m

©

c

=)

8 & Cinzento

&4 o

IS

<
< Verde
"'§J acinzentado
§ Branco
@)

O

©

c

=)

8 8 Branco

&4 o

IS

<
ﬁ Branco
=
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Aspeto do

micélio

Altura média,

flocoso, sulcado,

denso,
aveludado

Altura média,

flocoso, sulcado,

denso,
aveludado

Altura média,

flocoso, sulcado,

denso,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Plano, sulcado,

denso,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Cinzento

Cinzento

Verde
acinzent
ado

Creme

Cinzento

Verde
acinzent
ado

Branco

Branco

Branco

Coloracéo
do verso

Creme
escuro, com
centro creme

Creme, com
centro creme
escuro

Creme
avermelhado

Creme
escuro

Cinzento

Creme

Castanho

Creme

Creme, com

centro mais
escuro

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Vermelho

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




Altar 2-D Altar 2-Coluna F

Altar 2-E

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura. (continuagéo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

Cor do Aspeto do

micélio

micélio

Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Verde Plano, denso,
azeitona aveludado
Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Verde

. Plano, denso, p6
acinzentado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Creme

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Branco

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Creme

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
azeitona

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Creme

Creme

Creme

Coloracéo
do verso

Castanho,
com centro

mais escuro

Amarelo

Cor de
laranja
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Creme, com

centro
amarelo

Creme

Creme

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Amarelo

Amarelo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Amarelo
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Altar 2-1

Altar 2-K

FA5a

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fungicos nos diferentes meios de cultura. (continuagéo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

138

Cor do
micélio

Verde
azeitona

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Verde
azeitona com
centro
amarelado

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Aspeto do

micélio

Plano, denso,
sulcado,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Plano, denso, p6

Plano, denso, p6

Plano, denso, p6

Plano, denso,
sulcado, p6

Plano, denso,
sulcado, p6

Plano, denso,
sulcado, p6

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Cor dos
conidios

Verde
azeitona

Verde
acinzent
ado

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Coloracéo
do verso

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Amarelo

Creme

Creme

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




FA5b

FAGa

Fa6b

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

Cor do
micélio

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Aspeto do
micélio

Altura média,
densidade
média,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura média,
denso,
aveludado

Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Altura elevada,
denso, sulcado,
aveludado

Exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Cor dos
conidios

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Coloracéo
do verso

Branco

Branco, com
centro creme

Branco, com
centro creme

Creme
escuro

Creme

Amarelo

Verde-
escuro, com
rebordos
brancos

Verde-
escuro, com
rebordos
brancos

Verde-
escuro, com
rebordos
brancos

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Amarela

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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FAG6c

FA7a

FA7b

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

Cor do
micélio

§ Branco
@)

g Branco
o

E Branco
=

§ Branco
@)

g Branco
o

E Branco
=

< Verde

5 azeitona
< Verde

2 azeitona
< Verde

"'§J azeitona
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Aspeto do

micélio

Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado

Altura elevada,
densidade baixa,
aveludado

Altura elevada,
denso,
aveludado

Altura elevada,
denso,
aveludado

Plano, denso,
sulcado,
aveludado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Altura elevada,
denso, sulcado,
aveludado

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos

conidios

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Branco

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Verde
azeitona

Coloracéo
do verso

Creme
escuro

Creme

Creme

Branco

Creme

Creme

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao




IL9¢c

IL10b

IL12a

Anexos

Tabela 15 - Caracteristicas dos isolados fuingicos nos diferentes meios de cultura. (continuagdo)

PDA CYA MEA PDA CYA MEA PDA CYA

MEA

Cor do

micélio

Branco

Branco

Branco

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado

Verde
acinzentado,
com rebordo

brancos

Creme

Creme

Branco

Aspeto do
micélio

Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado
Altura elevada,
densidade
média,
aveludado

Plano, denso,
aveludado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Altura média,
denso, sulcado,
aveludado

Plano, densidade

média,
gelatinoso

Plano, denso,
gelatinoso

Plano, denso,
aveludado

Exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Exsudado
incolor

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Sem
exsudado

Cor dos

conidios

Branco

Branco

Branco

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Verde
acinzent
ado

Creme

Creme

Branco

Coloracéo
do verso

Creme
escuro

Creme

Creme

Creme, com
centro mais
escuro

Verde-
escuro

Verde-
escuro, com
rebordos
brancos

Creme

Creme, com
centro
escuro

Creme

Pigmentacéo
do meio de
cultura

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao

Sem
pigmentagéo

Sem
pigmentacao
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Anexos

H. Quantificacdo de DNA
Tabela 16 - Quantificagdo do DNA dos isolados fungicos.

R Concentracédo de DNA
Isolado fungico

(ng/mL)

FA5a 388,7745
FA5b 451,8137
FA6a 420,8333
FAGDb 447,1078
FA7a 399,5588
FA7b 360,1961
IL10b 362,2059
IL12a 443,4314
Z15-F1b 404,6569
Z6-F2 466,7647
Z9-F1 403,6765
Z14-F1 417,5490
CRIF2 429,8529
NEF11 407,7941
NEF27 478,2843
NEF29 467,9412
SEF7 429,4608
SEF21 430,5882
P3A4F1 404,8039
P5F2 382,9412
P1A4F1 406,5686
Altar 2|—3co|una 468,4314
Altar 2 - D 475,8333
Altar 2 - | 436,2745
Z1LA 412,0588
Z1LB 424,8039
Z4F2 379,2157
SA-3C 430,2941
SA-3F 489,0196
SA-5B 441,4216
SA-5E 486,0294
P2-1 419,7549
P2-2-A 423,9706
P2-3 411,8627
P4-5 verde 490,1961
P5-2A A.O. A 449,4608
P5-2A A. 0. B 523,4314
P5-3 Preto A 473,6765
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