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Resumo

Este trabalho teve como objetivo investigar a fis$ade de aplicar a técnica FISH
na detecdo da comunidade microbiana em amostragydmassas de pinturas murais. Para
isso, selecionaram-se oito fungos filamentososas deveduras. Os microrganismos foram
isolados a partir de pinturas murais de edificis$ohicos (Alentejo). Estes fungos foram
hibridados com uma sonda (EUK516-Cy3) marcada comcarante fluorescente (Cy3).
Diferentes fixantes foram utilizados em diversasndigbes de fixagdo para o
desenvolvimento de um protocolo que possibilite edegcfio dos microrganismos em
amostras reais.

Com este trabalho, foi possivel aplicar com sucessmtocolo desenvolvido para a
técnica FISH em amostras de pinturas murais, teadobtido elevadas intensidades de
fluorescéncia. Para a validacdo da técnica foramcugados estudos de proliferacdo
microbiana, tendo-se efetuado ensaios de micrasagptironica e ensaios enzimaticos de
determinacao de viabilidade celular. A confirmadaopresenca de fungos nas argamassas

efetuou-se através de técnicas moleculares.







Abstract

Fluorescencen situ hybridization (FISH) for identification of microai cells: application to
cultural heritage.

The aim of this study was investigate the poss$ybdi applying the FISH technique
in the detection of microbial community in samptdsmortars murals. To accomplish this
goal, we selected eight filamentous fungi and tveasgs. Microorganisms were isolated
from mural paintings of historic buildings (Alent¢j These fungi were hybridized with a
probe (EUK516-Cy3) labeled with a fluorescent dy€y3). Different fixatives
(paraformaldehyde and ethanol) were used in varifimation conditions for the
development a protocol that enables the detecfiom@oorganisms in real samples.

With this work, it was possible apply with succedisfthe protocol developed for
the FISH technique on samples of mural paintinggding high fluorescence intensities. To
validate the technique were executed studies ofamial proliferation, having been made
tests of electronic microscopy and enzyme assaysdébermination of cell viability.
Confirmation of the presence of fungi in the mortaas effected through molecular

techniques.
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Problematica

Problematica

O patrimonio cultural estd continuamente expostegradacao fisica, quimica e
biolégica. De todos os agentes bioldgicos que prawvodeterioracdo, 0S microrganismos
séo os mais relevantes, devido a sua enorme Vielaadd e flexibilidade metabdlica, aliadas
a sua capacidade para tolerar condicbes desfavorade desenvolvimento. Os
microrganismos podem causar danos no patrimonioiratilatravés de uma variedade de
mecanismos, entre eles: a formacéo de biofiimesoaréncia de reacbes quimicas, danos
causados por penetracédo fisica no substrato e tapbeproducdo de pigmentos (Bereer
al., 1997, Zucconiet al, 2012). O desenvolvimento de novas formas paratecédo de
contaminagcbes microbianas é imprescindivel, pamangver estratégias de remediacéo
eficazes (Amannet al, 2001). A técnica hibridacdo situ fluorescente (FISH) tém
demonstrado ser uma ferramenta poderosa na aimafige. No entanto, o seu real potencial
para a pesquisa de agentes biodeteriogénicos decbkurais ainda nao foi investigado em

profundidade.







Objetivos do trabalho

Objetivos do trabalho

Gerais

Este trabalho teve como principal objetivo o desbnmento de novas metodologias
de hibridacaoin situ fluorescente, para uma rapida e direta identificag@ células
microbianas, de modo a possibilitar o diagnésticaratamento da biodegradacdo do
patriménio cultural. Com este objetivo desenvolgeuum protocolo FISH para aplicagédo
em amostras de argamassas reais, tendo-se testathws tipos de fixantes com diferentes
concentracdes, tempos de incubacéo e temperatamés,em suspensdes microbianas como

em argamassas inoculadas com microrganismos.

Especificos

o Observar as estruturas dos microrganismos biodgtaricos de bens patrimoniais

por técnicas de microscopia;
0 Testar varias condi¢cOes de fixacao para as céhila®sbianas;
0 Realizar ensaios FISH em suspensdes celulares;

o Observar os sinais de fluorescéncia das sonda$i FI8 microscépio de

fluorescéncia,;
o Desenvolver metodologias de aplicacao de sondd Ein amostras reais;

o Validar os resultados das sondas FISH, por com@aragm outras metodologias ja

estabelecidas.
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1. Introducdo

1.1. Biodeterioracéo

Embora a historia da biodeterioracdo em edificiesoticos e obras de arte seja
longa, a sua importancia tem sido negligenciadanpaito tempo, acreditando-se que 0s
processos quimicos e fisicos eram os fatores doweimada degradacdo do patrimoénio
cultural. No entanto, nas ultimas décadas o dogodom sendo agora reconhecido que 0s
microrganismos ndo sO causam sérios danos estéticgenturas murais, ceramicas, livros,
manuscritos, entre muitos outros, como podem habifzenetrar nos materiais, resultando
assim em perda material devido a corrosdo acidgradacdo enzimatica e ao ataque
mecanico (Sterflinger & Pifiar, 2013, Griffet al, 1991, Ciferri, 1999, Gaylarde & Morton,
1999).

Sendo assim, a biodeterioracdo pode ser definidaocqualquer mudanca
indesejavel num material, provocada pelas ativisladiis de organismos (Sterflinger &
Pifar, 2013, Ettenauet al, 2012, Roja%t al, 2009).

O tipo de suporte e as diferencas climaticas, ataig exposicdo a luz e humidade, e
o fornecimento de nutrientes para o0 crescimento rd@sorganismos, tém um grande
impacto sobre os processos de biodeterioragdoseresultados. Os metabolitos resultantes
da atividade microbiana, como sdo os casos do®sadrjanicos e inorganicos, agentes
quelantes, enzimas e substancias poliméricas ekitaes causam biocorrosdo e
biomineralizacdo (Suihket al, 2007, Warscheid & Braams, 2000).

As superficies de edificios podem ser colonizadasyngos, algas, cianobactérias,
liguens, musgos, bactérias quimiolitotroficas, &aas heterotroficas, protozoarios e uma
variedade de pequenos animais (Warscheid & Bra2@@f), Gorbushina & Petersen, 2000,
Pepeet al, 2010). A formacdo de biofilmes em superficiesptas de edificios novos,
geralmente comega com organismos fototroficos ¢alganobactérias), que usam o Qfa
atmosfera como fonte de carbono e a luz solar céonte de energia. As bactérias
quimiolitotroficas obtém a energia pela oxidacdocdmpostos inorganicos e pela fixacéo
do CQ da atmosfera. Ja os organismos heterotréficosafaria das bactérias e todos os
fungos) precisam de alguma fonte de carbono orgédpara o seu crescimento, que é
fornecido por metabolitos de organismos fototr&ion por deposi¢cdo atmosférica (Suihko
et al, 2007).

Tem sido demonstrado que alguns dos organismosotréfecos que habitam a
rocha (por exemploActinobactérid, tém requisitos muito baixos de nutrientes queepo
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1. Introducdo

ser satisfeitos com produtos orgéanicos resultadeesr poluido e de chuva, ou de restos de
animais e excrec¢des (Suih&bal, 2007, Gorbushina & Petersen, 2000).

De entre os microrganismos, os fungos sao os gqesegam efeitos mais nocivos,
associados a biodeterioracdo de materiais orgamico®rganicos (De Leet al, 2013,
Wiktor et al, 2009). A sua presenca nos monumentos historicetatada como estando
associada, ndo so a deterioracdo estética dos neotosnmas também as mudancas de cor
como é o caso dos pontos negros. Para além didséortes evidéncias de que estes
organismos sdo capazes de colonizar as rachadwiss profundas, causar lesées com
formato de crateras e lascar a superficie dos menuos (Figura 1) (Gorbushina &
Petersen, 2000, De Lext al, 2013, Weiet al, 2013).

Fissuras
Estruturais
Destacamentos
Danos
. Descoloracao e
Estéticos manchas

Figura 1: Principais danos causados por acao majégfica.

A exposicdo ao vento e a chuva, a caréncia de cstmpmrganicos e ®tress
ambiental, sdo fatores que atrasam o crescimergamnicrorganismos. Para conseguirem
superar essas limitagdes, alguns grupos de furigoglanam o seu estado de hifas (o0 que é
mais apropriado para a penetragao e utilizaciwlgtraitos) e adotam o estado de esporos.
Os esporos sdo termodinamicamente mais eficazesciabnente em termos de protecdo
contra o calor e contra a dessecacéo (GorbushiPet&sen, 2000, Wiktat al, 2009).

Em geral, sédo isolados dois principais grupos deydae a partir de superficies
rochosas: (i) um grupo que inclui espécies dos rgéngeHyphomyceteg Coelomycetes,
entre 0s quais estdo incluidos aqueles que naouzeod melanina, comdé-usarium
Penicillium, Aspergillus e aqueles que a produzem comdternaria, Ulocladium
Cladosporium (ii) o segundo grupo inclui as leveduras negras éungos meristematicos,
entre eles, Hortaeg Sarcinomyces Coniosporium Capnobotryella Exophiala e
TrimmatostromgSterflinger & Pifiar, 2013, Wiktoet al, 2009).




1. Introducdo

A microbiota nas superficies de monumentos variatanem diferentes zonas
geograficas, bem como as mudancas das condi¢desfatinas e do microclima (Suihled
al., 2007).

Mesmo que nos ultimos anos o estudo dos microngasisque colonizam o
patrimonio tenha incrementado notoriamente, tendocenta a complexidade do estudo
(numerosas espécies de microrganismos que crestemateriais muito diversos e em
condi¢cdes climatéricas dispares), ainda ha muU#aexr nesta area. Por exemplo, mesmo que
ja existam estudos dos processos de biodeteriorsggEguperficies dos monumentos e na
pintura mural, tendo-se descoberto, em parte, elhys microrganismos nestas superficies,
€ necessario continuar a investigagdo neste cam@@oque se consiga adquirir um maior
conhecimento da comunidade microbiana, que nornmérigabita neste tipo de obras de
arte, bem como caracteriza-la e estudar quais Hsras estratégias para a preservacao do
patrimonio cultural.

Rosadoet. al (2013) demonstrou a atividade biodeteriogénica rd@sorganismos
em pintura mural, tendo como objetivo caractereadentificar os agentes que causam
biodeterioracdo, bem como diagnosticar e compreengeesenca de oxalatos nas pinturas
murais do século XVII, pinturas essas localizadasGQonvento da Nossa Senhora da
Saudacdo em Montemor- o-Novo (Alentejo, Portugstijavés de técnicas moleculares, foi
detetada a presenca @adosporium Penicillium Nectria e Rhodotorulanas pinturas.
Além disso, foi possivel constatar que a comunidbadeteriana isolada era composta
principalmente por bacilos Gram-positivos. Estau@stveio corroborar a ideia de que a
proliferacdo de fungos filamentosos na superficigouohtura e a propagacdo de estruturas
micelares em profundidade promovem rachaduras ®aasentos de algumas areas das
argamassas (Figura 2). Para além disso pode coselujue o desenvolvimento bacteriano
parece ser responsavel pela formacdo de biofilnaesuperficie pintada, levando a que
ocorram alteragfes cromaticas. Nestas pinturagmf@inda, detetados oxalatos de calcio,
resultantes da atividade metabdlica dos microrgamssque as colonizam (Rosadbal,
2013).
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Figura 2: Imagens de MEV de microfragmentos deraggasa. As setas indicam a presenca
de fungos filamentosos e proliferacdo de hifas mgesicie da argamassa (A, B) e a
penetracdo desses microrganismos em profundidad®)C(adaptado de Rosadx al,
2013)

De entre os materiais de construgcdo, as argamadsaas mais utilizadas no que
respeita ao patrimonio (Fonseetal, 2010). Posto isto, a biodeterioragdo de argarsassa
apresenta-se como um problema sério, visto qua cerc30% das alteracdes visiveis nos
materiais de construcéo é devido ao impacto miarab{Fonsecat al, 2010).

As técnicas utilizadas até agora, tém permitido enter consideravelmente o
conhecimento dos processos de biodeterioracdorgasassas de edificios histéricos e nas
pinturas murais. Contudo, € preciso continuar alampntar técnicas inovadoras que
permitam, para além da identificacdo e caractdiizagos microrganismosx sity a
possibilidade de executar estudwms situ que possibilitem conhecer profundamente a
estrutura 3D da comunidade microbioldgica. Podeasessim, obter novas informagfes do
modo como o0s microrganismos habitam as superfidiss monumentos e das pinturas
murais, facilitando, entre outros aspetos, o dedemeento de estratégias apropriadas para
a preservacao do patrimonio.

Na conservacgdo e restauro de edificios historiémsdido aplicados, habitualmente,
biocidas para combater o crescimento e proliferadgamicrorganismos. Os biocidas usados
para impedir o crescimento de microrganismos séeténcias quimicas téxicas, podendo
também afetar organismos superiores, incluindo esesshumanos, devendo apenas ser

utilizados em circunstancias excecionais. Alias,tasuvezes, o0 uso de estratégias de
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remediacdo tem conseguido eliminar a comunidadeobiaodgica que estava esente
numa superficie, contudo com o passar do temp-se detetado o aparecimento de nc
biofilmes, provocando, em alguns casos, danos aimgiares dos que 0s causados p
primeiros colonizadorefGaylarde & Morton, 1999, Suih et al, 2007, Shirkawaet al,
2011).

E por isso que,@forma a desenvolver estratégias corretas de @gs® e restaut
e de prevencédo dacolonizacawas obras de arte e monumentos historicos é fundaha
execucdo de pesquisas que permitam a identificdgdccomunidades microblégicas

presentes no patrimon{Bottari et al, 2006).

1.2. ldentificacdo de microrganismo:

Para a identificacdda comunidade microbianaresente no patrimonio culturé
usual combinar técnicas tradicais com as técnicas molecula(®ter & Gobel, 200C.

As técnicas tradicione (Figura 3) baseiarme na cultura e isolamento ¢
microrganismos a partir de amostras ambientaisemanto estes métodos saltamente
trabalhosos e demorad@élla et al, 2009).

Figura 3:Cultivo de microrganismos em meio sélido (a) e ntigjoido (b

De acordo com a microbiologia classica, quando setepde estudar u

microrganismo, é necessario i-lo a partir da matriz original, isolamento esse pode
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apenas ser feito no meio apropriado (\Weal, 2013, Urziet al, 2004). Além disso, esta
demonstrado que qualquer modificacdo ambientalnteira cultivo pode afetar a estrutura
das comunidades microbianas, impedindo assim uredovcompleta do ecossistema
considerado (Bottaret al, 2006). Por isso, 0 isolamento e cultivo permitesmacterizar
apenas 0s microrganismos capazes de crescer, lnattip formar colonias no meio e
condicOes de crescimento selecionados. Resideuatpidas principais desvantagens destas
técnicas: o facto de a maioria dos microrganismé@s crescer nestes meios de cultura
(95%), fazendo com que haja perda de informacamodgonente microbiana. A principal
vantagem dos métodos tradicionais € que permitebteacao de células de microrganismos
gue podem posteriormente ser utilizadas noutraglest(Moter & Gobel, 2000, Urzt al,
2004, Andorreet al, 2011).

Com o fim de colmatar as limitacdes das técnicadidionais baseadas no cultivo
dos microrganismos, introduziram-se as técnicasbmidogia molecular na area da
microbiologia aplicada ao patriménio.

Estas técnicas permitem recolher informacédo sobist@buicdo espacial, identidade
e morfologia dos microrganismos. Além disso, eséagicas sdo mais especificas, mais
sensiveis e mais rapidas do que os métodos tradisiAndorreet al, 2011).

As técnicas moleculares mais utilizadas sdo basesl@mplificacdo de DNA que
embora muito eficazes na detecdo de microrganisrdosiao qualquer informagao sobre a
relacdo entre microrganismo e a prépria superf{idimmann et al, 2001, Moter & Gdbel,
2000, Béarlocher, 2007).

Mesmo tendo-se incluido e desenvolvido muitas té&snpara aplicacdo na andlise
das comunidades microbiolégicas que habitam assdlgaarte e 0s monumentos, faltam
ainda desenvolver técnicas moleculares que permatama aplicacam situ. Existe uma
técnica que oferece as vantagens das técnicas ulaskexr e microscopicas e ainda
possibilita a sua aplicacda situ. Até ao momento, tem sido aplicada amplamente em
diversas areas, particularmente em medicina, sestdotécnica designada por hibridagéo
situ fluorescente (FISH). Trata-se de uma técnica egpittlependente de cultura e a sua
principal vantagem € que permite a identificacapeetfica de células microbianas
individuaisin situ (Andorraet al, 2011, Gérarcet al, 2005). Mesmo sendo uma técnica
prometedora e robusta na detecdo de microrganisréaodem sido aplicada amplamente no
estudo da biodeterioracdo do patriménio. E nestiegto que a aplicacdo desta técnica vai
ser abordada ao longo deste trabalho, mais propnitanmnaidentificacdo de células

microbianas no patrimonio cultural, particularmemtas argamassas que integram as
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superficies dos edificios historicos e, que compdematerial sobre o qual se encontram as

pinturas murais.

1.3. Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A técnica FISH permite a observacdo da morfologs microrganismos, bem como
a sua quantificacdo e avaliacdo da disposicdo iespestes nos substratos colonizados
(Bottari et al, 2006, Géraret al, 2005).

Com esta técnica, € possivel identificar sequérespscificas de DNA ou RNA em
varios genomas, pois as sondas FISH sao hibridedeadeias alvo (Moter & Gdbel, 2000).
Esta ferramenta torna-se Util, pois assim, é pekdimarcar quais 0os microrganismos que
tém uma sequéncia nucleotidica especifica daggekendo a detém (Amaret al, 2001,
Bottari et al, 2006).

1.3.1. Desenvolvimento da técnica

A técnica de hibridacdm situ foi desenvolvida nos finais dos anos 60, de forma
independente, por dois grupos de investigacao.tBstéca permitiu o estudo de sequéncias
de acidos nucleicos no interior de células de menwsf sem provocar alteracbes a nivel
morfolégico ou em termos de integridade celularsd®eo seu desenvolvimento inicial, foi
sofrendo modificacbes até que, em 1988, Giovaneoral. finalmente a introduziu em
estudos bacteriolégicos (Giovannaial, 1988). Tendo este investigador sido o primeiro a
utilizar sondas de oligonucleotidos marcados radiic@mente dirigidos a rRNA na detecéo
microscépica de bactérias. Com o desenvolvimentom@decadores fluorescentes, 0s
marcadores radioativos foram progressivamente itwibists por corantes nao - isotépicos
(Jiang & Gill, 2006).

Em 1989, DelLong usou pela primeira vez oligonuaed marcados com sondas
fluorescentes para detecdo de células microbiangduais. Com este passo de marcacao
surgiu assim a técnica “Fluorescerice Situ Hybridization” (DeLonget al, 1989). Ao
compararmos as sondas fluorescentes com as radmatbnstatamos que as primeiras sdo
mais seguras, oferecem melhor resolucdo e necasdtanenos passos para a detecdo. Para
além disso, as sondas fluorescentes podem posferendes comprimentos de onda de
emissdo, 0 que possibilita a detecdo de variasése@s alvo num Unico passo de
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hibridacdo (Bottaret al, 2006, Moter & Gobel, 2000, Jiang & Gill, 2006, Anr et al,
1990).

1.3.2. Sonda FISH

Uma sonda FISHHRigura4) é composta por um oligonucleéo, complementar de
determinada regido especifica DNA ou do RNA ao qual se encontra ligado um ou n
marcadores fluorescentes. Estas sondas tém a dede de se manterem estaveis dur:
varios meses, ou @tanos, sem que haja perda tividade assinalavel, desde que se
conservadas a20°C e resguardadas da (Moter & Gobel, 2000).

Durante a hibridac@o as sondas penetram nas célliger-se a su sequéncia alvo
(caso esta estejagwente), tornando a célula ctavel por microscopia de epifluorescén
devido a pesenca do marcador fluoresct (Amannet al, 2001).

A técnica FISH ocorre essencialmente em quatraop:

1. Fixacao e permeabilizagda amostra,

2. Hibridacdo das sond com o microrganismo para d¢édo das respetivas

sequéncias alv

3. Lavagem das sondas néo liga

4. Montagem, detedo e documentacao de resultados (Ametrad, 2001).

- fluorescente
nucleotido

~
RRGARAT G ORI LIAR
$Q$¥$Q¥!¥$QQ$QQQ Q mm

Figura 4 Representacao esquematica de uma sonde.

1.3.2.1. Escolha dos oligonucleétidos para a st

No desenvolvimento de sondas DNA ou RNA para hibridagacin situ esta
envolvida a investigacio de segmentos especifmoscerc: de 15 a 30 bases nucleotid
(Amann et al, 2001, Bottal et al, 2006). As moléculas de RNAbossomal (18S pal
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fungos e 16S para bactérias) sao os alvos prefarela técnica FISH por diversas razdes,
entre elas:
* Podem ser encontradas em todos 0s organismos Vivos;
» S&o relativamente estaveis;
» Existem em grande numero nas células;
* Incluem tanto dominios varidveis como dominiosnadtate conservados
(Amannet al, 2001).

O desenvolvimento da sonda, cuja sequéncia iraceeplementar a sequéncia
nucleotidica do segmento especifico, devera telaa@m conta alguns fatores, tais como:

» A temperatura de desnaturacdo deveréa estar condiiieesmtre os 48 e os 60°C;

e O contetdo molar em G + C preferencialmente erfire 0%, ndo devendo
originar estruturas secundarias internas;

* A localizacdo da sequéncia-alvo na molécula de rRiéRe estar acessivel a
sonda de modo a se conseguirem obter bons sindidddacdo (Fuchet al,
2000).

1.3.2.2. Fluorocromos

Para além de um oligonucleétido, a sonda tambémnétituida por uma ou mais
moléculas de fluorocromo que se ligam covalenteenamtxtremidade 5' do oligonucleétido.
Outra hipotese é a ligagcdo de bases marcadas cmrodtomos a extremidade 3' ou
ligacdes multiplas (Bottaet al, 2006).

Os fluorocromos sdo substancias com capacidade graitir um fotdo de uma
determinada comprimento de onda quando excitadosipdotdo de um comprimento de
onda caracteristico. Estes conseguem fluorescequaiguer cor na gama da luz visivel,
desde o vermelho até ao azul, podendo ainda setades na gama dos infravermelhos,
requerendo, neste Ultimo caso, um microscopio apipamento adequado para este tipo de
detecéo (Bottaret al, 2006).

O uso de fluorocromos em microscopia de fluoreseépode acarretar alguns
problemas, entre eles a perda de fluorescénciadaleds grandes intensidades de luz
empregues. As amostras analisadas com recursa déesica ndo podem ser estudadas
durante periodos de tempo longos devido ao desapeneto da fluorescéncia (Bottaat
al., 2006).
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S&o varios os tipos de fluorocromos existentesyeerles os derivados da
fluoresceina, da rodamina e, mais recentementejatiéna (Tabela 1). Estes Ultimos tém
demonstrado ser bastante eficazes e estaveis, emagwe tém conferido sinais de
hibridacdo mais intensos. Como resultado da swdivalfotoestabilidade, o fluorocromo
Cy3 (Figura 5) tem-se vindo a tornar o marcadorsnhabitual, aprimorando as gamas de

detecdo FISH em amostras ambientais (Ametnal, 2001, Moter & Gdbel, 2000, Levitus
& Ranijit, 2011).

Tabela 1: Fluorocromos mais utilizados nas sond&sl Fadaptado de Amann & Ludwig,
2000 e de Moter & Gdobel, 2000)

Fluorocromo Excitacdo (nm) Emissédo (nm) Cor

Derivados da Fluoresceina

AMCA 351 450 Azul
FITC 492 528 Verde
FluoX 488 520 Verde
Derivados da Rodamina
TRITC 557 576 Vermelho
Texas Red 578 600 Vermelho
Derivados da Cianina
Cy3 550 570 Laranja/Vermelhp
Cy5 651 674 Infravermelho

A sonda utilizada neste trabalho foi a EUK516. Estada tem como marcador
fluorescente o fluorocromo Cy3 (Figura 5), o qualemcontra ligado a extremidade 5" do
oligonucleotido (5-ACCAGACTTGCCCTCC-3). A sondaUK516 tem como alvo a
subunidade ribossomal 18S da molécula de rRNSatacharomyces cerevisiagquéncia

esta que é idéntica em todos 0s organismos eugsriot

038 S04

K Figura 5: Estrutura quimica do fluorocromo
0 Cy3 (adaptado de Harvey & Levitus, 2009).
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1.3.3. Procedimento de aplicacao da técnica FIS

Como ja foi indicado anteriormente, a técnica FKSEbnstituida por quatipassos

(Figura 6) os quais vao ser analisados em profundidade guids:

Fixacdo e permeabilizacias células da amostra;

2. Hibridacdo das sond com o microrganismo para d¢cédo das respetivas

sequéncias ab;

Lavagem das sondas néo liga

Montagem, deteci e documentacdo de resultados (Ameanal, 2001).

Amostra

Hibridagao

s

Oligonucleotido

Sanda fluorescente

Fluorocromo

rRNA

Lavagem 1

Células hibridadas

Analise

Microscopia de

S Citometria de
fluorescéncia

fluxo
£ 1 7
R

Figura 6:Representacao esquematica do procedimento dadéeiSe.

1.3.3.1.

Fixacdo e permeabilizaci

As células dosmicrorganismc presentes na amosti@m de ser fixeas e

permeabilizads para que a estrutura celular fique estabilizadeoera penetracéo da sor

fluorescente para o interior da célula, mas tamb#gsma que o RA fique protegido da

degradacdo provocagalas RNAses enddgel (Moter & Gobel, 200(.
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Na etapa de fixacédo € frequente o uso de agentpsedpitacdo, como é o caso do
etanol ou do metanol, ou de agentes polimerizam@$o € o caso dos aldeidos (p.e.
paraformaldeido). O etanol tem a vantagem de pecopaar uma utilizacdo mais rapida e
simples, contudo como se trata de um agente praaipio seu uso pode provocar a lise das
células e a perda do conteudo celular. No casadidfgrmaldeido tem a vantagem de evitar
a degradacéo celular uma vez que encapsula aas@uina matriz, mas a fixacdo € mais
demorada. Este processo permite que as célulatafixgejam guardadas a -20°C durante
meses (Moter & Gobel, 2000).

As condicles de fixacado variam dependendo do sganalvo e do tipo de sonda
usada. Para que os sinais de fluorescéncia sejatmpsé essencial haver uma fixacdo
eficaz dos microrganismos, todavia é dificil otiamiestas condigbes. Uma boa fixacdo dos
microrganismos devera resultar numa boa penetdg&onda, numa boa retencéao ao nivel
do RNA e ainda na manutencéo da integridade celiater & Gdbel, 2000, Villeet al,
2009).

Também a selecdo do agente fixante a utilizar, ndotd influéncia nos resultados
em termos de autofluorescéncia dos microrganisraasos componentes da amostra onde
se encontram (Bottaett al, 2006, Moter & Gobel, 2000).

1.3.3.2. Hibridagéo

Nesta etapa o tampédo de hibridacdo pré-aqueciddiéado a amostra contendo
sondas marcadas complementares ao DNA/RNA alvos Agsbarem fixadas, as células
contactam com a sonda de DNA/RNA, o que faz comaigiemas sondas FISH penetrem
no interior celular e hibridem especificamente cammua sequéncia alvo. Esta hibridacao
pode ser executada em microtubos, ocorrendo a agéovbnuma camara humida com
temperatura controlada, ou em laminas de microecmiopriadas (Bottadt al, 2006).

Para cada sonda, tém de ser otimizadas as condigdesstringéncia, nas quais
ocorre a reacao de hibridacdo entre a sonda e oalseucomplementar (geralmente
localizado no rRNA). A restringéncia da reacao ést@da variando a temperatura de
incubacdo ou a concentracdo de formamida no tandgddibridacdo. Se houver um
incremento destes parametros, as ligacdes de Bidiamgue se formam entre as sondas e as
moléculas de rRNA ficam enfraquecidas, complicarmldormacdo de ligacbes nao
especificas. Também modificacbes ao nivel dos temdpancubacéo e de lavagem podem
influenciar as intensidades dos sinais FISH obt{tibster & Gobel, 2000).
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A luminosidade, a temperatura e o tempo de duragaocondi¢cdes importantes na
hibridacdo, sendo entdo necessario que esta ammahrigo da luz, que a temperatura varie
entre os 37°C e os 50°C, e com uma duracdo quegscdar entre os 30 minutos a varias
horas (Bottaret al, 2006).

1.3.3.3. Lavagem

Esta etapa tem como objetivo remover a sonda eessamu ligacdes inespecificas
que esta possa ter formado durante a hibridacésieNiasso € utilizada uma restringéncia

igual ou ligeiramente superior a que € usada neangdo anterior (Moter & Gobel, 2000).

1.3.3.4. Detecéo

A detecdo dos microrganismos fluorescentes pode efetuada através de
microscopia de fluorescéncia ou através de citoaneé fluxo.

* Microscopia de fluorescéncia

Na microscopia 6tica convencional, quer seja depcactaro ou de campo escuro, 0
objeto é iluminado como um todo de modo a permgjitie visualiza-lo. No entanto, por
vezes, é necessario observar de forma destacadamerite uma regido ou estrutura de
determinado espécime. Quando se trata de aplicagidédgicas, por exemplo, pode
pretender-se observar apenas um gene especifide)en ou a matriz extracelular.

Utiliza-se a técnica de microscopia de fluoresa@npor esta permitir obter
informacdes especificas de materiais organicostratesas celulares vivas. Comparando
esta técnica com outras formas de microscopiaghascvantagens desta que se destacam,
tais como, a identificacdo de células e componentdslares com elevado grau de

especificidade entre moléculas de interéS$AVIK, 1993).

+ Citometria de fluxo

Por outro lado, se se pretender detetar sinaishieldcdo pode-se recorrer a outra
técnica: a citometria de fluxo. Embora esta técmi&a permita a recolha de informacdes
sobre a morfologia e distribuicdo espacial na araakis microrganismos a utilizar, € muito
vantajosa na quantificacdo automatica de suspertsesicrorganismos (Wallnest al,
1997)
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1.3.4. Problemas associados a técnica FISH

Ao aplicar-se a técnica FISH podem ocorrer probenmea detecdo dos

microrganismos, nomeadamente a ocorréncia de fatsigvos ou falsos negativos.

1.3.4.1. Falsos positivos

1.3.4.1.1. Autofluorescéncia

A detecdo de alguns grupos de microrganismos cdmdhgaoin situ acarreta
algumas limitacbes em que, a mais significativa @utofluorescéncia que os proprios
poderdo manifestar e que pode ser confundida cosinass de hibridagdo. Para além da
autofluorescéncia emitida pelos proprios microrgmnis ha outro fator a ter em conta, a
autofluorescéncia do material envolvente (célulegetais, glébulos vermelhos, etc.), que
pode acarretar dificuldades na detecao (Waghat, 2003, Tsuket al, 2011).

Para a resolucdo deste problema h& vérias alteaeapossiveis, entre elas a
utilizagéo de fluorocromos que emitam fluorescéacian comprimento de onda distinto da
autofluorescéncia. Outra alternativa possivel eegid utilizacdo de fluorocromos que
detenham mais energia, que permitam sinais dedhid#o fortes e que sejam dificeis de
confundir (Wagneet al, 2003).

E raro analisar-se de forma meticulosa o fenomenautiofluorescéncia ou de como
evitar interferéncias com as sondas FISH, contiadlores como os meios de crescimento e
métodos de fixacdo parecem influenciar bastaniatessidades de sinais (Sgrenséral,
1997, Grafet al, 1998).

1.3.4.1.2. Especificidade das sondas

Uma sonda é especifica para um determinado micrisiga quando nenhum outro
possui um alvo idéntico no seu rRNA. O desenhoadassondas deve basear-se na andlise
comparativa do maior nimero possivel de sequédipsniveis, e sondas ja desenvolvidas
devem ser regularmente testadas de modo a gagaeticontinuam especificas. No entanto,
h& que ter em conta que muitas das sequénciasitdelassem bases de dados publicas
poderdo conter erros de sequéncia e/ou correspoaderganismos incorretamente
identificados (Tsuet al, 2011).
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1.3.4.2. Falsos negativos

1.3.4.2.1. Inacessibilidade das regides-alvo das sondas

A permeabilizag&o insuficiente da parede celulalepconsequentemente fazer com
que os sinais de hibridacdo se apresentem maissfrak utilizacdo de condicbes de
hibridacdo ndo otimizadas, de sondas com uma seiquiécorreta ou a marcacao ineficaz
destas também pode contribuir para uma diminuigéicsidal de hibridacdo. Contudo,
mesmo sem a presenca de nenhuma das causas astersosondas podem, eventualmente,
exibir sinais de fluorescéncia muito fracos. Emosasomo estes, uma causa provavel € a
inacessibilidade dos alvos situados no rRNA, estasstes envolvidos em estruturas
secundarias e/ou interag6es com proteinas. Edtailas interacdes ndo sdo, forcosamente,
as gue existem nos ribossomas nativos ja que alcéas de hibridagdo poderdo também

modificar a sua estrutura (Wagredral, 2003, Tsukt al, 2011).

1.3.4.2.2. Conteudo celular em rRNA

Nos seus meios naturais, as células podem encaeetranm estado de laténcia ou
com um crescimento limitado pela escassez de ntédeapresentando, consequentemente,
um conteudo celular em ribossomas e rRNA mais Bai&o haver um namero reduzido de
alvos para a hibridagdo com sondas de DNA, osssiharescentes obtidos, mais fracos,
podem ser dificeis de detetar e ficarem, até, daog pela propria autofluorescéncia
natural das amostras. Sao algumas as solucOeslpapmssar estas dificuldades, entre elas,
a utilizacdo de fluorocromos mais energéticos anaacacdo multipla das sondas (Tstii
al., 2011).

1.3.5. Aplicagéo das sondas FISH

As sondas FISH tém sido uma ferramenta amplaméiizada em medicina, no
tratamento de aguas residuais e também na are&dsbimlogia alimentar. Exemplo disso
€ a andlise da diversidade da populacdo de levedurante a fermentacdo do vinho, em
que foram construidas nove sondas especificas d@notledtidos marcados com
fluoresceina voltadas para o D1 / D2 da regido @3RNA. Com estas sondas, Xufre
(2006) conseguiu detetar uma grande diversidadesplécies de leveduras como o caso de
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Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, H. guillendii, K. marxianus, K.

thermotolerans e Torulaspora delbruediufre et al, 2006).

» Atécnica FISH aplicada ao patrimoénio

A técnica FISH tem vindo, timidamente, a ser aplicma area da conservagédo e
restauro para estudar os microrganismos envolviddsodeterioracdo de superficies.

La Cono e Urzi (2003) desenvolveram um novo métpai@a a identificacdo de
microrganismos em obras de arte sem a destruic&upkrficie de valor. Estes autores
aplicaram as sondas FISH diretamente em amostdhidas com fitas adesivas de
catacumbas romanas. Para este estudo utilizaramn tipos de oligonucleétidos ligados a
trés diferentes fluorocromos. Com este trabalhaoGoUrzi” demonstraram que os objetos
e superficies de valor cultural podem ser estudgdosa resolver problemas relacionados
com a biodeterioragéo sem ser danificados (La @obeozi, 2003).

Um outro estudo, realizado por Villet al (2009), demonstrou o potencial do
fluorocromo DAPI na detecdo de conidios em supedicPara esse efeito, foram
executados estudos de permeabilidade do oligortigdeBUK516 ligado ao DAPI, tendo-
se comparado diferentes estratégias de permeghitizdbaseadas em desidratagdo com
alcool, com surfatantes (Tween-80 e Triton X-100pa choque osmoético (glicerol),
utilizando conidios déspergillus niger O método de permeabilizacdo mais eficaz foi o
ensaio em que foi utilizado o surfatante Triton 0G,Lafirmando os autores que o método
por eles utilizado é reprodutivel, simples e bapst@ a identificacdo de conidios (Vi
al., 2009).

A técnica FISH também pode ser utilizada como umptemento a outras técnicas,
exemplo disso é o estudo feito por Santos (200®seu grupo de investigacdo. Neste, 0s
autores utilizaram trés técnicas (DGGE, MEV e FIgBa descrever a microestrutura e as
comunidades microbioldgicas de obras de arte dolsetVl. Com este estudo, pode-se
concluir que as populacdes microbiologicas foratanatnte influenciadas pela composicao
quimica das camadas de pintura, uma vez que asniexes microbianas eram inferiores
nas camadas pictéricas compostas por pigmentosraiais, tais como o chumbo, mercurio
e cobre comparativamente as camadas sem tais ca®pds técnica FISH permitiu
observar a distribuicdo espacial ndo aleatériantiosorganismos nessas camadas (Sagitos
al., 2009).
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2. Metodologia

2.1. Estratégia

A concretizacdo dos objetivos tracados para esbaltito obedeceu ao plano descrito
neste capitulo.

Local de realizacéo
- Laboratério de Biotecnologia, Fase Ill, Colégigid. Antonio Verney

- Laboratério HERCULES, Palacio do Vimioso

Duragéo:

-1 ano letivo (2013/2014).

Modelo Biolégico:

-Oito fungos filamentoso#spergillus niger, Cladosporiusp., Fusariumsp, Micelio ml,
Nectriasp.,Penicilliumsp, Sporothrixsp. e Stereunsp.

-Duas levedurassaccharomyces cerevisi@&€MI 396 (SC396) &hodotorulasp.

Agentes fixantes:

-Paraformaldeido e etanol

Argamassas utilizadas:

-Argamassas sintéticas: argamassas produzidas dworatério e inoculadas com
microrganismos;

-Argamassas reais: argamassas reais inoculadasymrorganismos;

-Amostras reais: argamassas recolhidas de pintutasis da ermida de Santo Aleixo
(Evora, Portugal).

Ensaios:
-Crescimento microbiano;
-Estudo de diferentes condic¢des de fixacao:

* Tempo de incubacéao;

» Temperatura de incubacéo;
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2. Metodologia

» Concentracao de fixante.

-Hibridacédo dos microrganismos com uma sonda fhcenete (EUK516 ligado ao Cy3).

Técnicas utilizadas

Para a visualizacdo da fluorescéncia de cada rgam@mo, apds hibridacdo com
uma sonda fluorescente, foi utilizado um microsedge fluorescéncia com uma camara
fotografica acoplada para documentacao destes mgaTismos.

Também se utilizou a técnica de espectrometricbderedo molecular para seguir o
crescimento microbiano das leveduras.

Para a validacdo da aplicacédo da técnica FISH ganmassas reais foram utilizadas
técnicas moleculares (PCR e electroforese), espretria de absor¢cdo molecular (atividade
metabdlica) e MEV-EDS.
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2.2. Diagrama do trabalho
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2. Metodologia

2.3. Procedimento experimental

2.3.1. Modelo biolégico

Foram usados como modelo biologico oito fungosridatosos Aspergillus niger,
Cladosporiumsp., Fusariumsp, Micelio m1, Nectriasp.,Penicillium sp., Sporothrixsp. e
Stereumsp) e duas levedurasséccharomyces cerevisi@CMI 396 eRhodotorulasp.).
Todos os fungos utilizados, com a exceca&aecharomyces cerevisi&MI 396, foram
isolados de pinturas murais e todos estes provdmadeterioracdo (Rosadet al, 2013).
Todos os microrganismos pertencem a colecdo HERGLRiBtech Lab, Universidade de

Evora.
2.3.2. Visualizacao das estruturas reprodutoras dos micragganismos

A visualizacdo dos fungos estudados neste trab&dhdfeita por observacéao
macroscopica e microscopica. Para a visualizac@cesimuturas reprodutoras foram feitas
preparacdes a fresco utilizando o corante azul eldemo, sendo em seguida observadas ao

microscopio otico Leica DM2500P.
2.3.3. Preparacéo da suspensao microbiana

As células foram colhidas a partir da superficie admr de rampas da colecao
HERCULES-Biotech Lab da Universidade de Evora @susas em 0,85% de NaCl (v / v).

Teve-se o cuidado de remover apenas as célulashi@inas e nenhum meio de cultura.
2.3.4. Crescimento de leveduras em meio liquido

A um erlenmeyer contendo 100 mL de meio liquido YR adicionado 2 mL de
suspensao microbianddccharomyces cerevisi@&MI 396 ouRhodotorulasp.). A cultura
cresceu com agitacao orbital constante de 120 rp&G.

O crescimento da cultura foi acompanhado por ekpetoetria de absorcéo

molecular a 600 nm.
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2. Metodologia

2.3.5. FISH em amostras em suspenséo

2.3.5.1. Fixacao celular

Foi adicionado a um microtubo 1 mL de suspensaaolm@na e em seguida
centrifugou-se por 5 min a 450f) As células foram lavadas com PBS e voltou-se a
centrifugar a 450@ durante 5 min. Posteriormente as células forasusgendidas com 1
mL de um dos seguintes fixantes: 50, 80 e 100%at®kou 4% (v / v) de paraformaldeido
em PBS. Os fixantes foram adicionados gota a gutaagitacdo para evitar a agregacao
celular. Foram testadas varias combinacdes de tatopg&'tempo de fixacdo. As células
foram incubadas em etanol durante 3 min, 15 mid dua 20°C, enquanto que a incubacao
em paraformaldeido foi durante 4 h ou 16 h a 4°QQ@AC. As células fixadas com etanol
foram lavadas uma vez com PBS e as células fixeolasparaformaldeido foram lavadas
trés vezes com 0 mesmo tampao. Todas as centiifeg@&ptre as lavagens foram realizadas
a 4500g durante 5 min.

2.3.5.2. Hibridacdo em suspensao

As células fixadas foram hibridadas a 46°C durante em 80ul de tampao de
hibridacdo e com 1,0l (120 ng / uL) da sonda EUK516 (5'-ACCAGACTTGCCQIG ")
marcada com o fluorocromo Cy3. Posteriormentejrassiras foram centrifugadas a 4590
durante 5 min. Apés uma lavagem com 100 mL de tang® hibridacdo pré-aquecido
durante 30 min a 46°C, as células foram centrifag@d450@ durante 5 min e ressuspensas
com 200ul de PBS. As amostras, montadas em |aminas de soigp®, foram observados
com um microscopio de campo escuro Leica DM 250084 émagens foram obtidas com

uma camara Leica DFC290HD.

2.3.6. FISH em argamassas

As argamassas sintéticas foram utilizadas a firsed#vestigar a aplicabilidade da
técnica FISH, na detecdo de microrganismos em aggaB que simulam superficies de
monumentos. Apos a confirmacdo da detecédo de mam@mMoOs em argamassas sintéticas,
investigou-se a possibilidade da detecdo de miamsgios com a técnica FISH em

argamassas reais.
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Para cada 0,3 g de argamassas estéreis foramradio® 0,2 mL de suspenséo
microbiana. As amostras foram incubadas a temparatabiente durante 24 h, sob agitacéo
continua.

Recolheram-se ainda amostras reais de pintura rdararmida de Santo Aleixo

(Evora, Portugal), nas quais foram aplicadas agasRISH.

2.3.6.1. Fixacao celular

A um microtubo adicionou-se 0,1 g de amostras damassas (sintéticas ou reais)
inoculadas com a suspensao microbiana, ou de asostis, tendo-se em seguida efetuado
uma lavagem com 0,5 mL de PBS. Apés a lavagemmasteas de argamassas sintéticas
foram fixadas com 1,0 ml de 50, 80 e 100% (v /evethnol em PBS durante 1 h a 20°C, ou
com 1,0 mL de 4% (v / v) de paraformaldeido em FBfnte 4 h a 4°C. As argamassas
reais foram fixadas com 1 mL de 4% de paraformdtddurante 4 h a 4°C ou com 1 mL de
50% de etanol durante 1 h a 20°C. As amostras f@ais1 fixadas com 1 mL de 50% de
etanol durante 1 h a 20°C. De modo a evitar a agéeg celular, os fixadores foram
adicionados gota a gota sob agitacdo. Posterioenast amostras foram centrifugadas a
45009 durante 5 min. As amostras fixadas com paraforeidédforam lavadas trés vezes,
enquanto que as amostras fixadas com etanol faeadas uma vez com PBS. Todas as

centrifugacdes entre as lavagens foram realizad&®@g durante 5 min.

2.3.6.2. Hibridacdo em argamassas

A hibridacdo das células fixadas foi executada catescrito no ponto 2.3.5.2,
exceto no que respeita a ressuspensado final emgBBeste caso nao foi efetuada. As
amostras foram montadas em laminas de microscgmisteriormente visualizadas com um
microscopio de campo escuro Leica DM 2500M e agyéna obtidas através da camara
Leica DFC290HD.

2.3.7. Avaliacao da proliferacdo microbiana em argamassa®ais

De modo a avaliar as contaminacgdes biolégicas no®fragmentos das argamassas

reais, foram executadas analises por MEV e endaiogabilidade celular (MTT).
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2.3.7.1. Ensaios de viabilidade celular

Para o estudo de viabilidade celular em argamassas efetuou-se o ensaio de
MTT. Neste ensaio € avaliada a atividade metabdksacélulas, quantificando-se a reducao
metabdlica do MTT por desidrogenases, resultandproducdo de cristais de formazano,
intensamente coloridos, no interior das célulages€sristais podem ser dissolvidos com
solventes orgéanicos, como por exemplo o DMSO, gerdu a sua quantificacdo através da
espectrofotometria.

Para este ensaio utilizou-se uma leved@ac¢haromyces cerevisi&CMI 396) e
um fungo filamentoso Nectria sp.) inoculados em argamassas reais. As amostras de
argamassas (0,1 g) foram incubadas no escuro éomlOde solucdo de MTT durante 4 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, a mistureeifairifugada durante 10 min a 809e
o sobrenadante resultante foi descartado. Osisrggigoura de formazano foram dissolvidos
em 1 mL de DMSO / etanol (1:1). Por ultimo, quaotifi-se a e intensidade da absorvéncia
a 570 nm com um espectrometro de absorcdo mole@sdarespostas diectriasp. e de
SC396 foram calculadas em relacéo & absorvénci®’deélulas de uma cultura de SC396

crescida durante 48 h.

2.3.7.1. Microscopia eletrénica de varrimento

O principio do MEV consiste num feixe de eletrdeg ¢varre” a area da amostra
que se pretende analisar, formando a imagem. Aaigde entre o feixe de eletrdes e a
amostra produz varios tipos de sinais como os 8eetrsecundarios (ES), os eletrdes
retrodifundidos (ER) e os raios X.

As microanalises dos fragmentos de argamassas fogahzadas utilizando um
microscoépio eletronico de varrimento HITACHI S-3RD6om um espectrémetro de raios X
por dispersdo em energia Briker Xflash 5010 acopl@dgura 7). As analises foram
realizadas com uma pressao de ar na camara de, ZVviRado revestir as amostras com
material condutor como o Au ou a grafite. As ardlide EDS foram realizadas com uma

aceleracao de 18-20 kV.

Figura 7: Microscépio eletronico de varrimento coetetor de
EDS.
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2.3.8. Confirmacdo molecular de fungos

Para a confirmacdo molecular foi necessario ex¢ramplificar o DNA dos fungos.

O DNA metagenomico foi diretamente extraido de affagmentos de argamassas (0,1 g),
com auxilio do kit NucleoSpin 740945 (Macherey-Nadairen, Alemanha). O DNA
extraido foi utilizado como molde para a amplifdag@or PCR.

Os primers NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) e GCfung (5-
CGCCCGCCGCGCCCCGLGLLCCGGLLCGLeGLeecCcCGCCCCATTCCCCERTR
GTTG-3 ') foram escolhidos para fazerem a amplfcade uma sequéncia parcial do gene
18S.

As reacdes de PCR foram realizadas num termocicladmistura de PCR (25 ul)
continha tampéo de reacao 10x suplementado com NRECMM), dNTPs (2 mM), 0,4M
deprimers Taq polimerase 5 U ejl. de DNA extraido.

O programa de PCR foi composto por vérias etapssnaluracao inicial durante 1
min a 95°C, de seguida 40 ciclos com um passo tigagdo a 94°C durante 1 min,
posteriormente um passo de hibridacdo a 50°C dudantin, um passo de extenséo a 72°C
durante 2 min e por fim um ciclo de alongament@®&C7durante 6 min. Os produtos de
PCR, o marcador de tamanho de peso molecular Gene@0 pb e uma amostra de
controlo, foram corridos num gel de agarose a Ig@%iendo brometo de etidio a 10 mg /
mL, a 90 V e a temperatura ambiente. Os produtagaificacdo foram visualizados sob
luz UV (sistema Bio-Rad).

2.3.9. Alinhamento das varias sequéncias selecionadas

O alinhamento das sequéncias selecionadas na basedados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) com a sondidiaada foi realizado no programa Bio
Edit 7.2.2. Sequence Alignment Editor.

2.3.10.Relagbes filogenéticas das estirpes selecionadas

A pesquisa das relacfes filogenéticas para as 1seigaé&lo 18S rRNA de cada uma

das estirpes efetuou-se recorrendo ao programa wegao 5.0.
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3.1. Selecédo de agentes biodeteriogénicos alvo

A atividade microbiana desempenha um papel imptatara deterioracdo do
patrimonio cultural. Embora a influéncia dos migamismos nos processos de
biodeterioracdo seja indiscutivel, o papel indigidde cada espécie microbiana, que forma
as comunidades presentes nas obras de arte, afitd@sta totalmente compreendida.
Consequentemente, a melhoria da nossa compreeasacoohunidades microbianas, que
prosperam sobre o patrimoénio cultural, é cruciahpadesenvolvimento de estratégias na
conservacgao destas. Novas abordagens tém vindaarggsmuamente aplicadas para avaliar
a biodeterioracdo nos bens patrimoniais, bem coara gdetetar e identificar os agentes
envolvidos.

Neste trabalho, foi estudada a possibilidade dieaaph técnica FISH na detecéo de
comunidades microbianas em argamassas reais. Baea efeito, usou-se uma sonda
universal (EUK516) para eucariotas, marcada commencador fluorescente (Cy3). A
obtencéo de bons sinais FISH depende, entre diatim®s, da escolha de um passo eficaz
de fixacdo. Como é sabido, as condicbes de fixdedocélulas, variam consideravelmente
segundo o tipo de sonda utilizada mas também cotesoaipo de microrganismo, 0s quais
tém diferentes contetdos ribossomais e permeathdglaelulares distintas. Em amostras de
matrizes complexas como sdo as argamassas, aaiéunidesta metodologia € um processo
fundamental para que as sondas FISH possam vir @pBeadas num futuro préximo em
amostras do patrimonio.

A fim de dar os primeiros passos no desenvolvimalgoum procedimento de
hibridacaoin situ para a dete¢do de eucariotas em argamassas ogaig, éscolhidos dez
fungos de diferentes géneros, de modo a testamnsvaondicbes de fixacdo celular.
Selecionaram-se os fungos filamentogspergillus niger, Cladosporiusp.,Fusariumsp,
Micelio m1, Nectria sp., Penicillium sp, Sporothrixsp e Stereumsp. e uma levedura,
Rhodotorulasp.. A Saccharomyces cerevisi@&CMI 396 utilizou-se como microrganismo
controlo. Com excecéo d&a cerevisiagtodos eles foram isolados a partir de pinturasarau
de edificios histéricos da regido do Alentejo (EydPortugal), tendo sido demonstrado por
Rosadocet al. 0 seu envolvimento na deterioragdo destes edifiResadeet al, 2013). Na
Figura 8estdo apresentados, resumidamente, os efeitosodétdcos provocados por estes

microrganismos.
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Na Tabela 2sdo apresentados os resultados relativos ao cergtcinfingico en

meio sOldo e as respetivas estruturas reprodutoras (insaggemicroscopia Otici

Aspeto das colonias em

Aspeto placa

microscapio

Microrganismo

Frente ‘Verso

Aspergillus Niger

Penicillium sp.

Cladosporium sp.

Fusarium sp.

Micelio m1

Neciria sp.

Sporothrixsp.

Stereum sp.

Rhodotorullasp.

N Cerevisae 396

Tabela 2imagens fotogréaficas e de microscopia 6tica dosarganismos em estu.
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Todos os fungos filamentosos selecionados apreaemiam efeito biodeteriogénico
demonstrando uma elevada penetracdo das hifasc&sngia microestrutura porosa das
argamassas o que se traduziu por fissuras e desatzs nas pinturas murais dos edificios
onde foram isolados. O efeito biodeteriogénico &hodotorula sp. deveu-se
fundamentalmente ao aparecimento de manchas lamagalevido a formacao de carotenos
(Rosadcet al, 2014).

A Figura 9 mostra uma arvore filogenética consauddm base nas sequéncias 18S

do rDNA dos microrganismos selecionados (Tabela 3).

Tabela 3: NiUmero de acesso do GenBank

Identificacdo N° acesso GenBank Autor
Aspergillussp. EU853156.1 (Zhaet al, 2009)
Aspergillus terreus DQ489561.1 (Wu et al, 2006)
Aspergillus fumigatus KF322139.1 (Ghazaleet al., 2013)
Aspergillus flavus KF018474.1 (Demirel, 2013)
Aspergillus niger EU884135.1 (Huanget al, 2008)
Cladosporium psychrotolerans DQ780933.1 (Zalaet al, 2007)
Cladosporium oxysporum DQ780941.1 (Zalaet al, 2007)
Cladosporium cladosporioides DQ780940.1 (Zalaet al, 2007)
Cladosporium bruhnei DQ780938.1 (Zalaet al, 2007)
Cladosporium spinulosum DQ780936.1 (Zalaet al, 2007)
Fusarium avenaceum AF141946.1 (Leeflangt al, 2002)
Fusarium solani AF141952.1 (Leeflangt al, 2002)
Fusarium oxysporum AF141951.1 (Leeflangt al, 2002)
Fusarium merismoides AF141950.1 (Leeflangt al, 2002)
Fusarium equiseti AF141949.1 (Leeflangt al, 2002)
Nectria pseudotrichia JN939687.1 (Schoctt al, 2012)
Nectria asiatica JN939686.1 (Chaverriet al, 2011)
Nectria asiatica JN939685.1 (Schoatt al, 2012)
Nectria dematiosa JN939677.1 (Schocét al, 2012)
Nectria cinnabarina JN939674.1 (Schocét al, 2012)
Penicilliumsp AF545633.1 (Yang et al.,2002)
Penicillium decumbens FJ458446.1 (Liet al, 2011)
Penicilliumsp. JF950269.1 (Zhet al, 2012)
Penicillium glabrum AF548090.1 (Weet al, 2003)
Penicilliumsp. KF776918.1 (Li et al, 2013)
Stereum annosum AF026587.1 (Hibbetet al, 1997)
Stereum annosum U59094.1 (Hibbett, 1996)
Stereum hirsutum U59095.1 (Hibbett, 1996)
Stereum hirsutum AF026588.1 (Hibbetet al, 1997)
Sporothrix schenckii M85053.1 (Berbee & Taylor, 1992)
Rhodotorula minuta D45367.1 (Sulet al, 1996)
Rhodotorula lactosa D45366.1 (Sulet al, 1996)
Rhodotorula mucilaginosa EU563926.1 (Xiret al, 2009)
Rhodotorula glutinis AB016293.1 (Hamada, 1998)
Rhodotorulasp. HQ231228.1 (Fanget al., 2010)
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Figura 9: Arvore filogenética das sequéncias parda 18S rRNA.
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FilogeneticamentéAspergillus sp. esta mais préximo dePenicilliunr sp. do que
Cladosporiunmsp..e déstereur sp.

Nectria sp., Sporothriy sp. eFusariumsp. formam um segundo agrupamento.
estirpes deRhodotorulasp. formam outrocluster mais afastado filogeneticamente «

restantes microrganismos.

O anexo B mostra o alinhamento multiplo correspatel@os nucleétidos da zc
18S rDNA relativa a estes microrganismos seleciosaéestando destacado no alinhamr
a sonda (BACCAGACTTGCCCTCC(-3), selecionada para a utilizeeste trabalho.

3.2. FISH aplicada a células em suspens

3.2.1. Otimizacao de condic¢des de fixacéo celular para figos filamentoso

Numa primeira fase, foram selecionados dois fut(Aspergillus niger, Penicillium
sp.) para realizar testes em suspensao as diferentéscges de fixacdoFigura 10). As
referidas condicdes de fixacdo testadas resultanouidinacdo de diferentes tperaturas,
tempos de incubacgéo e concentractes de fi (paraformaldeido e etar). Na fixacdo com
paraformaldeidoa concentracéo utilizada foi de 4% em PBS durd h ou 16 h a 4°C ou
20°C. Na fixacdo com o etanol, a concentracaazath foi de 5080 ou 100% enPBS,
durante 3, 15 ou 60 man20°C.

Fixante [ 4% Paraformaldeido J | 50,80 ou 100% Etanol J

2000

[
3mmn. J 15 min 60min

Figura 10:Representacdo esquematica das condi¢cbes de fidacAspergillus nige e do

Penicilliumsp. em suspens.
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Foram obtidos sinais de elevada intensicfluorescente Kigurall) na detecdo de
Aspergillus nigere de Penicilliur sp. em suspensédo em todas as condi¢cdes de fi
testadas. HEnteressante realcar que os sinais de escéncia permanecem ctaveis apos

um meés, 0 que poder intressante para futuras aplicacoes.

Penicillium sp. Aspergillus niger
% Fixante | Temp. (°C) | Tempo
a b c a b c
4 -
) 4 | I
=
= 15
=
I 4 s =
o3 ; R
=¥ 20 o
3 -
E e T
5 80 20 15
el :.
60 | i-;\:r -
3 -

Figura 11 Microfotografias de luorescéncia correspondenteem@saios de FIStobtidos
para oAspergillus nigere o Penicillium sp. nascondi¢cdes de fixacdo estudac(a- luz
visivel, b-combinacéo de luz visivel e luz UV - luz UV).

Para ambos os fungos filamentosos, foram obtidins sinais de fluorescénc

independentemente das condi¢cdes de fixacdo utile No entanto, ao contrario do g
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ocorre usando etanol como agente de fixaqguando se usa paraformalde permanecem
residuos detetaveimesmo depois de trés passos de gem, o que poderia ser ul
desvantagem deste procedimento de fixacdo. Emlagaaahpossibilidade de introducao
etapas de lavagem adicionais, elas ndo sdo desejavea vez que podem cau
diminuicdo do numero de células em cada lavageno. fdéam olservadas diferencas
significativas nos sinais FISH no que resy aotempo de fixagcéo utilizado para cadaa
das quatra@oncentragdes de fixanipara ambos os fungditamentososAspergillus nigere
Penicilliumsp..

Sendo assim, utiliz-se apenas um tempo de incubacédo para cada fi nos
ensaios de fixacdo para os restantes microrgan. Na fixacdo com paraformaldeido
concentracgdo utilizada foi de 4% em PBS dura h a 4°C. Quanto a fixagdo com o eta
a concentracdo utilizadai de 50, 80 ou 100% em PBS, duranth & 20°CA Figura 12

resume estas condicdes de fixa

Fixante 4% Paratormaldeido 50, 80 ou 100% Etanol

R— — — L

Temperatura 4°C 20°C
Tempo 4h. 1h.

Figura 12:Representacdo esquematica das condi¢Bes de fipagdoos restantes fung
filamentosos em suspen.

42



3. Resultados e discussao

Na Figura 13estdo apresentados os sinais FISH obtidos parafeada nas quatr
condicbes de fixagcdo estudar Estes resultados evidenciam a detecdo de tod«
microrganismos estudados para as cores de fixagdo estabelecidas.

Suspencio
Paraf, Etanol
Temperatura (°C) 20
Tempe (h) 1
% Fixante S0 80 100

Penicillium sp.

Sporothrix sp.

Micelio m1

Llusarium sp.

Nectria sp.

Stereum sp.

Aspergilius niger

Cladosporiun sp.

........“h
= %

Figura 13:Microfotografias de flucescéncia correspondentegrmsaios de FISHos oitos
fungos filamentososne suspensao nas quatro condi¢des de fixacao est.
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3.2.2. Otimizacao das condicdede fixacdo das células de levedur

Numa primeira fase realizar-se ensaios de hibridacdo para célude leveduras
crescidas enmeio YPD solido durante 48 a 28°C. Testararse concentracdes celula
entre 18 a 10 células, contadas endmara Neubauez as condicdes de fixacdo foram
referidas no ponto 3.2.(Figura 12).Estes ensaios ndo permitiram obter bons sina
fluorescéncia. Para timizar as condicbes de fixacdo das leveduras efeti-se
posteriormente culturas e testa-se células em diferentes fases de crescin As
amostras recolhidasm diferentes tempos de crescim: foram utilizadas nos ensaios
fixacdo. As curvas de crescimento das leveduras sao apsdssno anexo C. Com es
metodologia foi possivel observinais defluorescéncia para células recolhidatre trés e
oito horas de culira, correspondendo a células em fase de cresdregpbnencia(Figura
14). Quando as culturas atingem a fase estacionadanais sle luorescéncia torne-se
menos intensoLontudo, esses sinais sS40 menos intensos queads @ntidos pelos fungc

filamentosos.

[E—

Figura 14: Microfotografias de flucescéncia correspondenteseasaios de FIS em
Rhodotorulasp. (a) €C396 (b
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3.3. FISH em argamassas sintéticas ou reais

Apéds a otimizacdo das condi¢cbes de fixacdo e detegd fungos biodeteriogénicos
selecionados preparam-se argamassas sintéticaforgue inoculadas com os diferentes
microrganismos em estudo.

N&o foi possivel obter sinais claros de fluoreszEnas amostras inoculadas com
leveduras. A técnica de FISH na detecdo de levedhaeece estar condicionada a fase de
crescimento das células, que por sua vez condi@opermeabilidade das membranas e o
conteudo de rRNA, o que pode estar na origem dedahegativos (baixa intensidade de
sinal e decaimento da fluorescéncia com o tempo).

Obtiveram-se resultados bastante promissoresvata¢inte aos fungos filamentosos,
principais agentes biodeteriogénicos de pinturagisuDe facto foi possivel otimizar um
protocolo de detecdo em argamassas para todosngesfdilamentosos selecionados. A
Figura 15 mostra os resultados de microscopiaudedtcéncia correspondentes a ensaios de
FISH de fungos filamentosos em argamassas sirgétiaa quatro condi¢cdes de fixacdo
estudadas. Estes resultados demonstram a deted@daieos microrganismos estudados
para as condi¢cles de fixacao estabelecidas, evatelocque as condicdes de fixacdo podem
influenciar a visualizacdo através de microscoma sinais de fluorescéncia, dai que em
matizes complexas, como é o caso das argamas8tkaaitilizacdo de mais do que uma

condicao de fixacdo com vista a uma clara inteagéat dos resultados.
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% Fixante

Argamassa
Paraf, Etanol
Temperatura (°C) 4 20
Tempo (h) 4 1

Penicillium sp.

Sporothrix sp.

Micelio m1

Fusarium sp.

Nectria sp.

Stereuin sp.

Aspergillus niger

Cladosporium sp.

4 50 80 100

Figura 15 Microfotografias de fluorescéncia correspondeantessaios de FISH de func

filamentosos em argamassas sintéticas nas quatdicées de fixacao estuda.

Posteriormentdoi aplicada a técnica FISH em argamassas reaisteN&aso o
fungos inoculados nas argamassas reais fiNectriasp. eSC396, tendo as condi¢cbes
fixacdo sido de 4% de paraformaldeido durar h a 4°C e 50% de etanol dural h a

20°C. O procedimento executado foi o mesmo que p&raargamassas sintétic

modificando apenas o tipo de argama
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Como é possivel ver na Figura 16, obtiveram-se Isomas de fluorescéncia para

Nectriasp., ndo tendo acontecido o mesmo para a SC396.

Figura 16: Microfotografias de fluorescéncia cgomsdentes a ensaios de FISH do fungo
Nectria sp. em argamassas reais fixado com paraformaldeidp e com etanol (d-f). Na
mesma area € mostrada as amostras com luz viagjw), Uma combinacao de luz visivel e
luz UV (b, €) e com luz UV (c, f).
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3.4. FISH em amostras reai

ApoOs a confirmacédo da detecdo de microrgaos em argamassas reais inocule
com microrganismqsinvestigol-se a possibilidade da detecdo destms a técnica FISH
em amostras reais. Ammostras reaiforam recolhidas de pintilsamurai: da ermida de
Santo Aleixo (Evora, Portug: efixadas com 1 mL de 50% de etanol em PBS, dureh a
20°C.

Na Figura 17 possivel observar bons sinais de fluorescé

200 um

Figura 17:Microfotografia de fluorescéncia correspondenter&aio de FISH em amos
real (a — luz visivel, becombinacao de luz visivel e luz UV—-Iluz UV).

Paralelamente a este estudo foram utilizadas #Tn@mplementares com
objetivo de confirmar a contaminacdo microbiandaseamostras e validar o uda técnica

FISH na detecdo dmicrorganismos em arg@ssas reais.
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3.5. Avaliacdo da proliferagdo microbiana

Para a avaliagdo de contaminacgfes biolégicas no®fnsigmentos das argamassas
reais, foram executadas analises por MEV e endaid4TT.

A imagem obtida por MEV permite a observacao dashife fungos a penetrarem as
microestruturas das argamassas inoculadas com go MNectria sp. (Figura 18a). As
imagens obtidas a partir de argamassas, inoculealasSC396, revelam a presenca de
células de levedura (Figura 18c). Além disso, aralde EDS (Figura 18b-d) das estruturas
de ambas as amostras, confirmam a presenca denébsmearacteristicos de material
organico, tal como o carbono e azoto, o que ingdipeesenca de contaminag¢do microbiana.

Assim, os resultados de MEV-EDS atestam a presdadangos nas amostras de

argamassas.

ISE] M

a4 i S R
20.0kV 17 Trmim x6.5 40P 5 00um [l MAG: 6200 % HV: 200KV WD 111 mm

10.0kV 1. 1mm % 1.90k BSEID 40P

Figura 18: Visualizacdo dos microfragmentos por MEVc) e andlise por EDS (b, d).

A atividade metabdlica também foi investigada enpstnas de argamassas, que
tinham sido inoculadas com suspensdes fungicasd@ERectriasp.), utilizando o ensaio
de MTT. O aparecimento de cristais de formazano,rpxoporcionais a concentracdo de
células viaveis na amostra, pode ser um marcadoe @apido. A cor mais intensa esta
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associada a uma maior viabilidade das células rmmstra. Assim, a amostra inoculada
com SC396 apresenta uma maior resposta do que stramisoculada coniNectria sp.,
podendo-se aferir que a SC396 exibe uma maioridatie metabdlica, como é apresentado
na Figura 19.

Resposta relativa ao MTT

Nectriasp. SC 396

Figura 19: Resposta relativa ao MTT do fuiNgrtriasp. e da levedura SC396.

3.6. Confirmagao molecular de fungos bp M _C 1 2

A presenca de células de fungos nas amostras de
argamassas inoculadas com SC39®extria sp., foram
também investigadas por técnicas moleculares. O DNA
metagendmico foi extraido e amplificado por PCR. anD
produtos amplificados foram corridos num gel deasm O 900

800

DNA das amostras de argamassas mostrou amplifisaco€00
" - . . 600
positivas na zona 18S rDNA utilizangwimers fungicos 500

(Figura 20). O tamanho dos produtos de PCR foygo
aproximadamente de 400 pb, sugerindo a presenicages 300

em amostras estudadas.
200

Figura 20: Gel de electroforese dos produtos ddiicagao  1qgg
de PCR a partir do DNA extraido de argamassas iadas

com SC396 éNectria sp. (po¢os 1 e 2, respetivamente). O
poco M corresponde ao marcador de peso moleculaf@de

pb do DNA e o poc¢o C ao controlo.
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4. Conclusoes

Neste trabalho foi proposto o uso da técnica FI8td p detecdo de microrganismos
diretamente em amostras reais de argamassas,dielodatilizada uma sonda universal para
eucariotas. Tendo em conta o objetivo pretendidbnécessario desenvolver testes em
suspensao microbiana e em argamassas (Sintéticzasg inoculadas com fungos, onde
foram estudas as varias condi¢cfes de fixacdo celutlea vez que estas condigbes podem
variar de acordo com o0 microrganismo e a sondia adig.

Nos estudos com microrganismos em suspensao, fooddos resultados positivos
para todos os fungos filamentosos em todas as @mxli de fixagdo estudadas.
Relativamente a hibridacdo de leveduras em suspengé se obtiveram bons sinais de
fluorescéncia para células crescidas em meio YRBntei 48 h a 28°C. Para ultrapassar esta
limitacdo, as leveduras foram hibridadas em ditexefases de crescimento. Entre as trés e
oito horas de crescimento em meio liquido, foi padsobservar sinais de fluorescéncia
contudo estes sinais eram menos intensos do girads em fungos filamentosos.

Ainda antes da aplicacdo da técnica FISH nas aggamaeais, esta foi usada em
argamassas sintéticas, as quais tinham sido irdasileom microrganismos, simulando as
superficies de monumentos. Em amostras inoculaoias leveduras ndo se conseguiram
alcancar sinais claros de fluorescéncia, pois ecdet de leveduras parece estar
condicionada a fase de crescimento das célulagy@usua vez influencia a permeabilidade
das membranas e o conteddo de rRNA. Por outro laliiyeram-se sinais intensos de
fluorescéncia para todos os fungos filamentosos.

No estudo com argamassas reais foram utilizaddgng®sNectriasp. e SC396, os
quais foram fixados com 4% de paraformaldeido dardrh a 4°C e 50% de etanol durante
1 h a 20°C. Obtiveram-se sinais claros de fluoresaépara oNectria sp., ndo tendo
acontecido o mesmo para a SC396.

Apéds a otimizagdo das condicbes de fixacdo e deteccnica FISH foi aplicada,
com sucesso, em amostras reais. As amostras ogam fecolhidas de pinturas murais da
ermida de Santo Aleixo (Evora, Portugal). Nestasosiras foi possivel detetar
microrganismos eucariotas pois a sonda é dirigielstes microrganismos.

Os resultados obtidos por FISH nas argamassasfoeam confirmados por MEV-
EDS e técnicas moleculares. As técnicas anteridemesferidas em conjunto com a
utilizacdo do teste de MTT, mostraram a presencaétidas metabolicamente ativas nas

amostras de argamassas.
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Os resultados promissores obtidos neste trabalte paletecdo de contaminacao
microbiana em argamassas de amostras reais, abpentasa possibilidade de investigar a
aplicacdo da técnica FISH como uma ferramentasGgmara a detecdo, mas também para a
identificacdo de microrganismos diretamente em raggaas reais utilizando sondas
especificas. Esta aplicacédo parece bastante ausgigois poderia simplificar e facilitar o

trabalho nas areas de conservacgdao e restauro.
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5. Perspetivas Futuras

Desenvolvimento de sondas especificas para miarismas biodeteriogénicos;

Uso de sondas especificas na identificacdo do®rgamismos que causam danos no

patriménio;

Desenvolver sondas especificas com diferentes tesrapara a identificacédo

simultdnea de comunidades mistas;

Desenvolvimento de um protocolo FISH para detecé@dertificacdo de bactérias

encontradas no patriménio cultural;

Aplicacéo da técnica FISH noutros materiais de Ipatrsmoniais;

Desenvolvimento de um kit de facil uso por parte destauradores e conservadores

na identificacdo de microrganismos biodeteriogénico
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Anexo A — Composicao dos meios de cultura e tampobes

Meios de cultura

> Meio de cultura soélido

o YPD
-10 g de extrato de levedura
-10 g peptona bacteriolégica
-20 g glucose

-20 g agar bacteriolégico
Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Emidgaguitoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.
» Meio de cultura liquido

o YPD
-10 g de extrato de levedura
-10 g de peptona bacteriologica
-20 g de glucose
Dissolveu-se tudo em 1 L de agua destilada. Emidgaguitoclavou-se a 121°C

durante 20 min a 1 atm.

Tampdes

» PBS
-76 g NaCl
-0,2 g de KCI
-1,424 g NaHP Oy
-0,2 g KHPO,

Dissolveu-se em 1 L de agua Mili-Q. Calibrou-se-bgp7,2. Filtrou-se a solugéo e
em seguida autoclavou-se a 121°C durante 20 matia.l
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» Tampao de hibridacéo
-300 mL 0,9 M NaCl
-20 mL 20 mM Tris-HCI
-1 mL 0,01% (p/v) de SDS

Perfez-se o volume de 1 L com agua Mili-Q. Filtsmia solucdo e em seguida
autoclavou-se a 121°C durante 20 min a 1 atm.

» Paraformaldeido 4% em PBS

Dissolveu-se 4 g de paraformaldeido em 100 mL d&.PB

> NaCl (0,85%)

Dissolveu-se 85 g de NaCl em 1 L de agua destilada.

» MTT (0,5 mg/ mL)
Dissolveu-se 5 g de MTT em 10 mL de PBS.
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Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos
microrganismos biodeteriogénicos.
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C adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani
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Peni ci | I i um decunbens

St er eum hi rsut umr

10 20 30 40 50

T R [ RN IO [P I I B
TOCAACCTGGT TGATCCTGCCAGT AGT CATATGCT TGTCT

GIAGTCATATGCTTGTCTCAAAGA
ACTTGAATTCGTAGICATATGCTTGICTCAAAGA

AGTCATATGCTTGTCTCAAAGA

60 70 80 90
T IS (SR Y RV [P I
TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAG CACTTTATACTGI GAAACT GCGA

GICTAAGTATAAG CAACT- ATACGGTGAAACTGCGA

100

TA- G CA TT- ATACAGCGAAACTGCCGA
TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAG CACTTTATACTGTIGAAACTGCEA
TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAAATTTGTNCTGT GAAACTGCGA

GICTAAGTATAAGCAATTATACAGCGAAACT GCGA
TACAGTGAAACTGCGA
TTAAGCCATGCATGTCTAAGT ATAAACAAATCTATACTGTGAAACT GCGA

110 120 130 140 150

T IS T I IO IO R IO
ATGGCTCATTAAATCAGT TATCGT TTATTTGATAGTACCTTACTA CATG
ATGGECTCATTAAATCAGT TATOGTTTATTTGATAGTACCTTACTA- CATG
ATGECTCATTATATAAGT TATOGTTTATTTGATAGTACCTTACTA CTTG
ATGGCTCATTAAATCAGT TATCGT TTATTTGATAGTACCTTACTA CATG
ATGGCTCATTAAATCAGT TATAGT TTATTTGATGGTATCTTGCTA CATG
ATGGCTCATTAAATCAGT TATCGT TTATTTGATAGTACCTTACTAC - TT

ATGECTCATTAAATCAGT TATCGT TTATTTGATAGT TCCTTTACTACATG
ATGECTCATTAAATCAGT TATAGT TTATTTGATGGTACCTTACTA- CATG

160 170 190 200

T P I I IO IO R I
GATACCTG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGA AAACCTCGACTT
GATAACCG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA- AAACCTCGACTT

180

GATAACCG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA- AAATCCCGACTT
GATACCTG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA- AAACCCCGACTT
GATAACTG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCAATCAAGCCCCGACTT
GGATAACCGT GGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGAAAACCCCGAC - T
GTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCT
GACAACTG TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGAAAAGCCCCGACTT

| 2Ilo | 2|20 I | | 2I40 | 2|50
C GGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAA TG CCCTTCGEEECTC
C GGAAGGCGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATG CCCTTCEEEECTC
CCAATG CCCTTCEEEECTC
C GGAAGCGATGTATTTATTAGATTAAAAACCAATG CCCTTCGEEECTC
CAGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAACG CCCTTCGEEECTC
CTCCAACCCCTCTATTTATTACGATAAAAAACCAACC: CCCCTCCCCCECTC

230
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Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos

microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).
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Aspergi | | us ni ger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi | | us ni ger

TCCGAAGSGATGTATTTATTAGATTAAAAACCAATG CCCTTCGEEECTC
TTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATG TCTTC - GGACTC
CTGCCGAGEEGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAAT GECGGEGT CAAACCGT

260 270 280 290 300
R T L O IO IO I R
GGTGAATCATAATAACT TAACGAATOGCATGRCCTT
GGTGAATCATAATAACT TAACGAATOGCAT GECCT TGCGO0GE0G
GGTGATTCATGATAACTCCTOGAATOGCATGRCCT TGTGOOGE0G
GGTGATTCATGATAACT TCTCGAATCGCAT GECCT TECECCERCG
GGTGAATCATAATAACT TAACGAATCGCAT GECCT TECECCEECG
TGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGECCT TGTGCCGECG
GGTGATTCATAATAACT TCTOGAATOBCACGRCCT TGCGO0GE0G
TTT - GATGATTCATAATAACTTTTOGAATOGCATGRCCT TGTGCTGEOG
CTTGOGT TGAATCATGATAACTGCTOGAAT CGCAT GROCT TGOGOOGBECG

310 320 330 340 350

N T [ TR IO IO I AP

ATGGT TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT TTOGATGGTAGGATAGTGG
ATGGT TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT TTOGATGGTAGGATAGTGG
ATGGTTCATTCAAATTTCTTCOCTATCAACTTTCGATGT TTGGGTATTGG
ATGGTTCATTCAAATTTCTTCOCTATCAACTTTCGATGT TTGGGTATTGG
ATGGTTCATTCAAATTTCTGCOCTATCAACT TTCGATGGTAGGATAGT GG
ATGCTTCATTCAAATATCTGCCCTATCAACT TTOGATGGTAGGATAGAGG
ATGGT TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT TTOGACGGCTGEGTCTTGG
ATGGT TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT TTOGATGGTAGGATAGTGG
ATGCTTCATTCAAATATCTGCCCTATCAACT TTOGATGGTAGGGTAGAGG

360 370 380

N R O [ IR IR IO IO P
ACCATGGT GECAACGGGT AACGGGGAAT TAGGGT TOGAT TCOGGA

CCTACCATGGTATCAACGGEGET AACGEEGAAT TAGEGT TCGACT COGGAGA
CCAAACATGGT TGCAACGEGT AACGGAGEGT TAGGGCT CGACCCCCGAGA
CCAAACATGGT TGCAACGEGT AACGGAGEGT TAGGGCTCGACCCCCGAGA
CCTACCATGGTGECAACCEGT AACGEEGAAT TAGGGT TCGAT TCCCGAGA
CCTACCATGGITTCAACGG TAACGGEGEGAATAAGEENT CGATTCOGGAGA
CCAGCCATGGT GACAACGEGET AACGGAGEGT TAGEGECT CGACCCOGGAGA
CCTACCATGGI TTCAACGGEGET AACGEEGAATAAGSGT TCGATTCOGGAGA
CCTACCATGGTGATGACGEGT AACGEEGAATAAGGGT TCGAT TCOCEEGA

390 400

410 420 430

T IS A I IO IO R I
GGGAGOCTGA ACCACATCCAA GCA

GEGAGCCTGAGAAACGGECTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGECGCGCAA
AGGAGCCTGAGAAACGGECTACTACAT CCAAGGAAGGECAGCAGECECGCAA
AGGAGCCTGAGAAACGCECTACTACAT CCAAGGAAGGCAGCAGECECGCAA
GGGAGCCTGAGAAACGECTACCACAT CCAAGGAAGGCAGCAGECECECAA
GEGAGCCTGAGAAACGGECTNCCACATCCAAGGAAGGCAGCAGECGCGCAA
AGGAGCCT GAGAAACGECTACTACAT CCAAGGAAGGCAGCAGGECGECGCAA
GEGAGCCTGAGAAACGGECTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGECGOGCAA
GAGGGCCTGAGAAACGECCCT CAGT CCTAAGGGACG AGCAGECECCCAA

440 450

460 470 480 490 500

T IS [N I IO IO R I
ATTACCCAATCCCGACACGCCCAGGTAGT GACAATAAATACT GATACGGE
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Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos
microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).
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Peni ci | | i um decunbens

St er eum hi r sut um

Sporot hri x schencki i
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

ATTACCCAAT CCCGACACCEEGAGGTAGT GACAATAAATACTGATACAGG
ATTACCCAAT CCCGACACCEEGAGGTAGT GACAATAAATACTGATACAGG
ATTACCCAAT CCCGACT CEEEGAGGTAGT GACAATAAATACTGATACAGG
ATTACCCAATCCCGATACCEEGAGGTAGT GACAATAAATACTGATACGSG
ATTACCCAATCCCGACACGEEGAGGTAGT GACAATAAATAACAATATAGG
ATTACCCAAT CCCGACACCEEGAGGTAGT GACAATAAATACTGATACAGG
ATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGT GACAATAAATAACGATACAGG
ATTTCCCA TCCCGACACGEGGAGATAGT GACAATAAATAACAATATAGG

510 520 530 540 550
R T T [ TR IO IO (N (PPN I

GCTCTTTTGGEGICTCGTAAT TGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAA

GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT TTAAATCCCTTAACG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT TTAAATCCCTTAACG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT TTAAATCCCTTAACG
GCTCTTTTGGGTCTOGTAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACG
GCTCTTTTGGGTCTTATAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAATTCCCTTAACG
GOCCATTOGGGT CTTGTAAT TGGAATGAGT ACAATGTAAATACCTTAACG

GCTCTTTTGEGICT- ATAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG

560 570
c] | | | |

GGAACAAT]
AGGAACAAT]]
AGGAACAAT]
AGGAACAAT]
AGGAACAAT]
AGGAACAAT]
AGGAACAAT]
AGGAACAAT]
AGGATCAAT]

580 590

R IR I R I
GGAGBGCAAGT CTGGTIE0CAGCAGOOGOGGT AAT TCCA

GGAGCECAAGT CTGGTECCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGCECAAGT CTGGTECCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGCECAAGT CTGGTECCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGGGCAAGT CTGGTIBCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGGGCAAGT CTGGTIBCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGGGCAAGT CTGGTIBCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGCECAAGT CTGGTECCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGCECAAGT CTGGTECCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
GGAGCECAAGT CTGGT|

600

610 620 630 640 650

T T [ A IV IO IS (PR I

TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGCAGT TAAAAAGCT CGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGCAGT TAAAAAGCT CGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGTGGTTAAAAAGCTCGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGTTGTGGT TAAAAAGCTCGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGTTGCAGT TAAAAAGCTCGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGCAGT TAAAAAGCT CGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGCAGT TAAAAAGCT CGTAGT TGAAC
TOCAATAGOGTATATTAAAGT TGT TGOOGT TAAAAAGCT CGCAGTCGAAC

660 670 680 690 700
N R [ IR EPRRE IO IO IR IO

CTTGRGT GEOOGGTOOGCCTCACC - GOGAGTACTGG - - TCCG
CTTGEEOCT GECTGRO0GGTCOBOCTCACC - GOGTGTACTGG - - TOOG
CTTGEEOCT GECTGRO0GGTCOBOCTCACC - GOGTGTACTGG - - TOOG
CTTEEECCTGECTGECCAGTCCGCCTCACC - GCGTGTACTGG - - TCCG
CTTGSGTCTGECTGECCGGTCCECCTCACC - GCGAGTACTG TCCG
TTCAGACCTGECCGEEECEGTCOECCTAAC - GGTGAGTACTG TCTG
CTTGEEOCT GECTGR00GGTCOBOCTCACC - GOGTGCACTGG - - TOOG

TTTGEECCCGGT TEGECCAGTICCGATTT- TT- - TCGTGTACTGGATTTCCA
TT- - CCCTTTCCCCCCCCCTCCCCCTTTTTCCCTCETCTACTCG: - - AGCC
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Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos

microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).
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| 7Ilo | 7|20 I 7|30 | I | |
GCTGGACCTTTCCTTCTGEEGAATCT- CATGGECCTTCACTGSCTGIGE G
GCCGEECCTTTCCTTCTGEEGAACCT- CATGCCCTTCACTGEECGIGITG
GCCCEECCTTTCCCTCTGTGGAACCC CATGCCCT TCACTGEGT GTGECG
GCCCEECCTTTCCCTCTGTGGAACCC CATGCCCT TCACTGEGT GTGECG
GCTGGACCTTTCCTTCTGEEGAACCT - CATGECCTTCACTGCTGIGE G
GCTGEECCTTACCT CTTGGT GAGCCGECATGCCCT TTACTGSGT GTGTCG
GCCGEGTCTTTCCCTCTGEEGAGCCG CATGCCCTTCACTGSGTGIGICG
ACGEEECCTTTCCTTCTGECTAACCT- TGAGICCTTG - TGECTCT- - TG
GTGGAGGCTTACCTCGTGGTGAGC: GCTATGCCCTTAACTGSG GTAGIC

740 750

760 770 780 790 800

B T T I I D (D IR I
GGGAACCAGGACT TTTACTGTGAAAAAAT TAGAGT GTTCAAA

GGGAACCAGGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAGAGT GTTCAAAGCAGGOCT
GGGAAACAGGACT TTTACTGTGAAAAAAT TAGAGT GCT CCAGGCAGGOCT
GGGAAACAGGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAGAGT GCT CCAGGCAGGOCT
GGGAACCAGGACT TTTACTGTGAAAAAAT TAGAGT GT TCAAAGCAGGOCT
GGGAACCAGGACT TTTACCT TGAGAAAAT TAGAGT GTTCAAAGCAGG CC
GGGAACCAGGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAGAGT GTTCAAAGCAGGCTT
GCGAACCNGGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAGAGT GTTCAAAGCAGGOGT
GGGAACCATGACT TTTACTTTGAAAAAAT TAGAGT GT TCAAAGCAGGACT

810 820 830 840 850
S T T O T IO IO I (AP B

TT- GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGOGGTTCTA
TT- GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
AT GCTOGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
AT GCTOGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
TT- GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGCGGTTCTA
TATGOCCGAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGOGGT TCTA
AT- GCTCGGATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGOGGT TCTA
ATTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGT TTGGTTCTA

TACGCCCAAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGT GCGGT TCTA

860 870 880 890 900
R R R R P DU P

TTTTGI TGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGT

TTTTGI TGGT TTCTAGGACCGOOGT AATGAT TAATAGGGATAGT OGGGEGG
TTTTGI TGGT TTCTAGGACCGOOGT AATGAT TAAT AGGGACAGT OGGGEGEG
TTTTGI TGGI TTCTAGGACCGOOGT AATGAT TAAT AGGGACAGT OGGGEGG
TTTTGI TGGT TTCTAGGACCGOOGT AATGAT TAATAGGGATAGT OGGGEGEG
TTTTGITGGTTTCTAGAGT CGOOGTAATGATTAATAGGGATAGT TGEEGG
TTTTGI TGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGAT TAATAGEGACAGT CGEEEG
TTTTGI TGGTTTCTAGGACCATCGTAATGAT TAATAGEGACGGT CGEEEG
TTTTGITGGT TTCTAGGATCGOOGTAATGATTAATAGG ATAGT TGGEGEG

910 920 950

T T [ T IO IO IR AP |
CGTCAGTATTCAGCTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTA
CATCAGTATTCAATCGT CAGAGGTGAAATTCTTGGATTGATTGAAGACTA
CATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
CATCAGTATTCCGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTCCATTTACGGAAGACTA

930 940
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Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos
microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).
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CGICAGTATTCAGCTGT CAGAGGT GAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTA
CATTAGTATTGCGI TGCTAGAGGT GAAATTCTTGGATTGACGCAAGACTA
CATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
CATCAGTATTCAATTGT CAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
C TTCGTATTCAATTGCCTAGAGGTGAA TTCTTGGATTTATTGAAGACGA

960 970 990 100¢
B I I I

. B I D I IR
ACTACT GCATTCGOCAAGGATGI TTTCATTAAT

ACT ACTGOGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTAATCAGT GAACGAA
ACT ACTGCGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTAATCAG GAACGAA
ACT ACTGCGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTAATCAG GAACGAA
ACTACT GOGAAAGCAT TOGCCAAGGAT GT TTTCAT TAATCAGGGAACGAA
ACTACTGOGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTAATCAA GAACGAA
ACTACTGOGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTAATCAG GAACGAA
ACT ACTGOGAAAGCAT TTGOCAAGGACGT TTTCATTAATCAA- GAACGAA
ACT ACTGOGAAAGCAT TTGOCAAGGATGT TTTCATTGATCAA- GAACGAA

980

| 1(|)10 | lcl)20 I | | I | |
AGT TAGGGGATCGAAGACGAT CAGATACCGT CGTAGTCTTAACCATAAAC
AGT TAGGGGATCGAAGACGAT CAGATACCGT CGTAGTCTTAACCATAAAC
AGT TAGGGGATCGAAGACGAT CAGATACCGT CGTAGTCTTAACCATAAAC
AGT TAGCEGATCGAAGACGATCAGATACCGT CGTAGI CTTAACCATAAAC
AGT TAGCCGATCGAAGACGATCAGATACCGT CGTAGI CTTAACCATAAAC
GGI TAGGGEGATCGAAAACGATCAGATACCGTI TGTAGTCT TAACAGTAAAC
AGT TAGCEGATCGAAGACGATCAGATACCGT CGTAGI CTTAACCATAAAC
AGT TAGGGGATCGAAGATGAT CAGATACCGT CGTAGTCTTAACCATAAAC
GGTTAGGG ATCGAAAC - ATCAGA- ACCGTTGTAGTCTTAACAGTAA- C

1030 1040 105(

1060 1070 1080 1090 110(¢

B T T N [ (O IO A IO
TATGOOGACT AGGGAT CGGACGGT GTTTCTATTATGACCOGT TOGRCA!

TATGOOGACT AGGGAT CGGACGGTGTTAGTATTTTGACCOGT TCGRCACC
TATGOOGACTAGGGATCGGACGGTG TTATTTTTTGACCOGT TCGRCACC
TATGOOGACTAGGGATCGGACGATG TTATATTTTGACTCGT TCGRCACC
TATGOOGACTAGGGATCGGACGG GATTCTATGATGACCCGT TCGRCACC
TATGOOGACT AGGGAT CGBGRCGAACTCAAT TTTATGTGTCGCTCGRCACC
TATGOOGACTAGGGATCGGACGATG TTATTTTTTGACTCGT TCGRCACC
TATGOOGACT AGGGAT CGRGTGGTGT TTTTTTAATGACCCACT CGRCACC
GATGOCGACTAGGGATOGGACGAGG - ATTTTTAATGACTCTTCGRCACC

| 1110 | 1%20 | lﬁBO | | | 1%5(
TTACGAGAAATCA- AAGTTTTTGGEGT TCTGEEEEGAGTATGGT CBCAA
TTACGAGAAATCA- AAGTTTTTGEGT TCTGEEEEGAGTATGGTCCCAAG
TTACGAGAAATCA- AAGTGCT TGEECT CCAGEEEGAGTATGGT CBCAAGG
TTACGAGAAATCA- AAGTGCTGG

TTACGAGAAATCA- AAGTTTTTGGGT TCTGEEEEGAGTATGGT CGCAAGG
TTACGAGAAATCA- AAGTCTTTGGGT TCTGEEEEGAGTATGGT CECAAGG
TTACACGAAAGTACAAGT TTCTGEGT TCTGEEEEGAGT ATGGT CBCAAGG
TTACGAGAAATCA- AAGTCTTTGEGT TCTGEEEEGAGTATGGT CBCAAGG
TCAAGAGAAATCT- TTAAGIT- AGGT TCGEEEEEGAGTATGGT CBCAAGG

1140

1160 1170 1180 1190 120(
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7. Anexos

Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos

microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).

Aspergi | | us ni ger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i

Sacchar onyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi | | us ni ger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi | | us ni ger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i

Sacchar onyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi | | us ni ger

C adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi | | us ni ger

C adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani

Nectri a pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St ereum hi r sut um

Sporot hri x schencki i

R IR I [N IPUAPIOR IV [N IR PPN U
CTGAAACTTAAAGAAATT GEECACCACCA GEOGTGGAGCCTG

CTGAAACTTAAAGGAAT TGACGGAAGGEGECACCACCA- GEEGTGGAGCCTG

CTGAAACTTAAAGAAAT TGACGGAAGGEGECACCACAA- GECGTGGAGCCTG
CTGAAACTTAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCA- GGAGIGGAGCCTG
CTGAAACTTAAAGAAAT TGACGGAAGGGCACCACCA- GEEGIGGAATCTG
CTGAAACTTAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCA- GGAGIGGAGCCTG
CTGAAACTTAAAGGAAT TGACGGAAGGGECACCACCATGGT GTGGAGCCTG

1210 1220 1230 1240 125(
N T O N IO R I IO

OGGCTTAATTTGACTCAACAS CTCACCAGGTCCAGACAAAATA
CGGCTTAATTTGACTCAACACGEEGAAACT CACCAGGT CCAGACACAATG

CGGCTTAATTTGACT CAACACGEEGAAACT CACCAGGT CCAGACAAAATA
CGCCTTAATTTGACTCAACACGEEGAAACT CACCAGGT CCAGACATAACT
CGCCTTAATTTGACTCAACACGEEGAAACT CACCAGGT CCAGACACGATG
CGCCTTAATTTGACTCAACACCEEGAAACT CACCAGGT CCAGACACAATA
CGGCTTAATTTGACTCAACACGEEGAAACT CACCAGGT CCAGACACGACA

1260 1270 1280 1290 130¢
T P [ O IO R I
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCT TTTGGATGGT GGTGCAT
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGT GGGTGGTGGT GCAT

AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGT GCAT
AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTTTATGEGT GGTGGT GCAT
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGAT T TCGT GEGTGGTGGT GCAT
AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGT GEGTGGTGGT GCAT
AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTTCGTGGT TGGTGGTGCAT

1310 1320 1330 1340 135(
T T R [ Y R IO I I
GGCOGT TCTTAGT CGGTGGAGTGAT TTGTCTGCT TAAT TGOGA
GGCOGTTCTTAGT TGGTGGAGT GATTTGTCTGCTTAATTGOGATAACGAA

GECCGI TCTTAGI TGGTGGAGIGATTTGT CTGCTTAATTGCGATAACGAA
GECCGI TCTTAGI TGGTGGAGIGATTTGT CTGGT TAATTCCGATAACGAA
GECCGI TCTTAGI TGGTGGAGT GATTTGT CTGCCTAATCGCGATAACGAA
GECCGI TCTTAGI TGGTGGAGIGATTTGT CTGCTTAATTGCGATAACGAA
GGCOGTTCTTAGT TGGTGGAGTGATTTGT CTGGT TAATTCCGATAACGAA

1360 1370 1380 1390 140(

R O [P A IO IV
OGAGACCTOGECOC TTAAATAGCCOGGT OCGCAT TTGCGEGEO0GCT

A
CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCT TTEGECAGTACGCTGEC
OGAGACCTOGECOC TTAAATAGCCOGGT OCGCAT TTGCGEGE00GCTGEC

CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCOGECCEECTTTTGCTGETICGI TGEC
CCACACCTTAACCTCCTAAATACGCCCCCCETTCCTTTCCCAGCCCCCTEEC
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7. Anexos

Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos
microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).

Sacchar onyces cerevisi ae CGAGACCTTAACCTACTAAATAGT GGTGCTAGCATTTGCTGGT TATCCAC
Rhodot orul a | act osa CGAGACCT TAACCT GCTAAAT AGCCOGGECOGACT TTGGT TGGTCGCTGRC
EUK516
1410 1420 1430 1440 145(
S e T IS Tt IO IR (RPN IO R
Aspergi |l us ni ger TTCTTAGGEGEEGACTATCGEC GCCGATGGAAGIGOGCGGCAATAAC
G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani TTCTTAGAGGGACTATCGGC TCAAGCCGATGGAAGI TTGAGGCAATAAC
Nectria pseudotrichia
Peni ci | | i um decunbens TTCTTAGGGEEGACTATCGGEC TCAAGCCCATGGAAGTGOGCGGECAATAAC
St er eum hi r sut um TTCTTAGAGSGACTGT CAGCGT CTAGCT GACGGAAGT TTGAGGCAATAAC
Sporot hri x schencki i TTCTTAGAGGGACTATCGGEC TCAAGCCGATGGAAGT TTGAGGCAATAAC
Saccharonyces cerevisi ae TTCTTAGAGCGACTATCGGT TTCAAGCCGATGGAAGT TTGAGGCAATAAC
Rhodot orul a | actosa TTCTTAGAGGEGACTATCGGCGT TTAGCCGATGGAAGT TTGAGGCAATAAC
EUK516
1460 1470 1480 1490 150(
S O S e IO IR (RPN I R
Aspergi |l us ni ger AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGI TCTGEECCGCACGCGCGCTACACTGAC
G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGT TCTGEECCGCACGCEOGCTACACTGAC
Nectri a pseudotrichia
Peni ci | | i um decunbens AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGT TCTGEECCGCACGOGOGCTACACTGAC
St er eum hi r sut um AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGT TCTGEECCGCACGOGOGCTACACTGAC
Spor ot hri x schencki i AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGT TCTGEECCGCACGCGECGT TACACTGAC
Sacchar onyces cerevisi ae AGGTCTGIGATGCCCTTAGACGT TCTGEECCGECACGCGCGCTACACTGAC
Rhodot orul a | act osa AGGTCTGIGATGCCCT TAGATGT TCTGEECCGCACGCECGCTACACTGAC
EUK516
1510 1520 1530 1540 155(
R L S e IO IR (AR IO
Aspergi |l us ni ger GGECCAGCGAGTACATCACCT TGGECCGAGA GGGTAATCTTGITA
G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani GGAGCCAGCGAGTACTTC - CTTGTCCGAAAGGT CCEGGTAATCTTGITA
Nectri a pseudotrichia
Peni ci | | i um decunbens AGGECCAGCGAGTACATCACCT TGEOCGAGAGGT CTGEGTAATCTTGI TA
St er eum hi r sut um AGAGCCAGCGAGI TCATCTCCT TGTCOCGAAGGACTGEGTAATCTTGTGA
Spor ot hri x schencki i AGAGCCAGCGAGI TCCTC - CTTGECCGAAAGGECCTGEGTAATCTTGTGA
Sacchar onyces cerevisi ae GGAGCCAGCGAGTICTAAC - CTTGECCGAGAGGTCTTGGTAATCTTGTGA
Rhodot orul a | act osa CGAACCAGCGAGT TTTTCTCCT TAGCCGGAAGGCT TGGEGTAATCTTGTGA
EUK516
1560 1570 1580 1590 160(
R o S e IO IR (RN I
Aspergi |l us ni ger CCCTGICGT GCTGECGATAGAGCAT TGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol ani AACTCCGT CGTGCTGEGEGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
Nectri a pseudotrichia
Peni ci | | i um decunbens AACCCT GTCGT GCTGEEEATAGAGCAT TGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
St ereum hi r sut um AACTCTGTICGT GCTGEEGATAGAGCAT TGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
Spor ot hri x schencki i AACTCTGT CGTGCTGGEGEGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
Sacchar onyces cerevisi ae AACTCCGT CGTGCTGECGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCT TCAACGAG
Rhodot orul a | actosa AACTCGGT CGTGATGGEGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCT TCAACGAG
EUK516
1610 1620 1630 1640 165(
R o S e IO IR (RPN IV
Aspergi | | us ni ger GAAT AGTA CGAGT CATCA GCCGATTACGTCCCT

G adospori um cl adospori oi des

77



7. Anexos

Anexo B: Alinhamento multiplo das sequéncias 18S 1WA dos

microrganismos biodeteriogénicos (continuacéo).

Fusari um sol an

Nectria pseudotrichia
Peni ci | I i um decunbens

St er eum hi rsut um

Sporot hri x schencki
Sacchar onyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa
EUK516

Aspergi |l us niger

C adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol an

Nectria pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St er eum hi r sut um

Sporot hri x schencki
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi |l us niger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol an

Nectria pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St er eum hi r sut um

Sporot hri x schencki

Sacchar onyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi |l us niger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol an

Nectria pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St er eum hi r sut um

Sporot hri x schencki
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

Aspergi |l us niger

G adospori um cl adospori oi des
Fusari um sol an

Nectria pseudotrichia

Peni ci | | i um decunbens

St er eum hi r sut um

Sporot hri x schencki
Saccharonyces cerevisi ae
Rhodot orul a | act osa

EUK516

GAATCCCTAGTAAGCGCAAGT CATCAGCTTGCGT TGATTACGTCCCTGCC

GAATGCCTAGTAGCCACGAGT CATCAGCTCGTGCCGATTACGT CCCTGCC
GAATTCCTAGTAAGCGT GAGT CATCAGCTCGCGT TGATTACGT CCCTGCC
GAATCCCTAGTAAGCCCAAGT CATCAACT TGCGT TGATTACGT CCCTGCC
GAATTCCTAGTAAGCGCAAGT CATCAGCT TGCGT TGATTACGT CCCTGCC
GAATACCTAGTAAGCGT GAGT CATCAGCTCGCGT TGAATACGTCCCTGCC

1660 1670 1680 1690

I T R R A IO N T
(COGOCOGT CRCTACTACCGAT TGAATGRCTCGGT

170¢
o o

CTTTGTACA
CTTTGTACACACCGOOCGT CGCTACTACCGAT TGAATGGECT CAGTGAGGC

CTTTGIACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGECTCAGT GAGEC
CTTTGTACACACCGCCCGT CGCTACTACCGATTGAATGECTTAGTGAGAC
CTTTGTACACACCGCCCGT CGCTACTACCGATTGAATGECTCAGTGAGEC
CTTTGTACACACCGCCCGT CGCTAGTACCGATTGAATGECTTAGT GAGEC
CTTTGIACACACCGOCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGECT TAGTGAGGT

1710 1720
AU P I P
CTTCGGACTGGECTCA

1730 1740 175(C

N I IV I IO IO
GCGT TGECAACGACCCCCCAGAGCCGGAAA

GTI'CCCGACT GECCCAGAGAGGT GG

CTTCGGACT GECT CAGGAGEGT TGECAACGACCCCCCAGAGCCCGGAAAGT
CTCOGGATTGCECT TTCEEEAGT CGECAACGACACCCTAT TGCTGAGAAGT
TTCCGGACT GECCCAGAGEEGT GEECAACT ACCCT TCCGGEGECCGGAAAGT
CTCAGGATCTGCT TAGAGAAGEEEECAACTCCATCTCAGAGCGGAGAATT
CTCCGGATTGECT TCTGEGAGCCGECAACGECACCTAGT CECTGAGAAGT

1760 1770

AU I I I
TGGTCAAACCCGGTCATTTAGAG

1780 1790 180(
P IV O [

TGGTCAAACT CGGT CATTTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACAAGGT TTCCG
TGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAA - TAAAATCGTAACAAG - TTCCG
TATCCAAACT CGGT CATTTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACAAGGTCTCCG
TGGACAAACT TGGTCATTTAGAGGAACT AAAAGT CGTAACAAGGT

TGATCGAACT TGGTCATTTAGAGGAAGT AAAAGTCGTAACAAGGT TTCCG

1810 1820 1830 1840 185(
T T O IO IV I [ I

TAGGTGAACCTGCGGA
TAGIGAACCTCC
TTGGTGAACCTGCGG
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7. Anexos

Anexo C: Curvas de crescimento de leveduras

Seguiu-se 0 crescimento das leveduras a 600 nm aadss absorvéncia/tempo
foram ajustados segundo Zwieterigigal, 1990.

Saccharomyces cerevisae CCMI 396 crescida em YPD
Ajuste
Condicoes Gréfico . ~
Coeficiente | Erro padréo
T(C) | 28 3,0 a | 2,5143 0,0278
2,5
Vagitagso ~ 2.0
120 b | 2,2185 0,0999
(r.p.m.) g 15 |
5 1,0
volume | oo | s @namomee®ex) | 06111 | 00005
(mL) 0.0 | | __R®=0.9967
, 0 500 1000 1500 2000
t(min) R? 0.9967
T (°C) 28 2,0 a | 1,7508 0,0244
1,8 1
N 1,6
291630 | 120 | . 14| b | 3,0757 0,1696
(r.p.m.) S 12
< 1,0 ]
Volume S 08
) |10 081§ mmgreeretey | €| OO 00000
0,2 1 R?=0.9909
0,0 . : ;
0 500 1000 1500 2000 R2 0.9909
t (min)
T(C) | 28 35 a| 2,9422 0,0428
R a0 0 AlAg)=a*e(-e(D-(CX))y
agtagso 1 120 ’ b | 2,3155 0,115
(r.p.m.) 2,5 1
Volume Q 20
100 | = c | 0,0132 0,0007
(mL) C 15
1,0 1
0.5 1 R? = 0.9980
00+ — R? 0,998
0 100 200 300 400 500 600
t (min)
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7. Anexos

Anexo C: Curvas de crescimento de leveduras (contiacao)

Rhodotorula sp. crescida em YPD

Condicdes Grafi Aluste
rafico
Coeficiente Erro padrao
T(C) | 28 3.0 a | 3.2132 0.0298
2,5
Vagiagio | 150 | 5 20 b | 1.9116|  0.1265
(r.p.m.) < .
Vit =
(mL) 100| ' 10 c | 0.0063 0.0004
05 (Ln A/Ag)=a*e(-e(D-(c*X)))
R? = 0.9941
0,0 : ‘ ‘ 5
0 500 1000 1500 2000 R 09941
t (min)
T(C) | 28 3,0 a | 2,316 0,0225
2,5 1
Vagiagdo | 150 | 20 b | 1,7971| 0,0798
(r.p.m.) L
< 15
Vit 5
Ly | 100 1.0 c | 0,0058 0,0002
(mL) 0,5 1 (Ln A/Ag)=a*e(-e(P-(C™X)))
0ok . R=009%
0 1000 2000 3000 4000 R2 09926
t (min) '
T(°C) | 28 3,0 a | 2,5779 0,0889
L 2,5 /,/«/f**.
Vagiagio | 450 / b | 1,5466 0,1063
(r.p.m.) 3 2,0 44
Vt I 15 @
100 = c | 0,0056 0,0004
(mL) - 10 j
05 j (Ln AlAg)=a*e(-e(b-(C*X)))
© R? = 0.9890
0,0 T . .
0 500 1000 1500 2000 R2 09890
t (min)
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