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“Héa um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas ...
Que j& tém a forma do nosso corpo ...

E esquecer 0s nossos caminhos que nos levam sempre aos
mesmos lugares ...

E o tempo da travessia ...

E se ndo ousarmos fazé-la ...
Teremos ficado ... para sempre ...
A margem de nés mesmos...”

Fernando Pessoa
(1888-1935)
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Resumo

Insectos e outros organismos do filo arthropoda séo responsaveis pela dispersdo
de esporos de diferentes grupos de fungos, como por exemplo 0s ascomicetes, 0S
basidiomicetes e os fungos imperfeitos. Os objectivos deste estudo foram avaliar o papel
de artropodes como dispersores de fungos e potenciais vectores de contaminagédo entre
documentos do Arquivo da Universidade de Coimbra, estudar os efeitos da sazonalidade
na diversidade de espécies fungicas que estdo associados aos invertebrados deste local e
compreender a relacdo entre a diversidade de fungos e os diferentes taxa de artropodes
colhidos.

Um trabalho anterior com obras deste Arquivo descreveu uma elevada
diversidade de fungos colonizando diferentes documentos, feitos de diversos substratos
tais como pergaminho, papel-vergé e pasta de papel. Cladosporium sp., Aspergillus sp. e
Penicillium sp. foram as espécies identificadas como dominantes em documentos nos
quais processos de biodegradacdo eram visiveis. Embora estas espécies sejam ubiquas,
podendo facilmente dispersar através de mecanismos anemofilos, outro trabalho (dados
ndo publicados) revelou uma baixa diversidade de fungos no ar do Arquivo, sugerindo
que outras formas de dispersdo complementares podem também ter relevancia neste
local. A presenca de insectos e outros artropodes que circulam livremente através do
Arquivo, sugere que a dispersdo zoocdrica podera desempenhar um papel importante na
dispersdo de espécies de fungos entre documentos distintos.

A sequenciacdo total da regido ITS, combinada com uma analise de
caracteristicas taxondmicas macroscopicas e microscopicas, forneceu dados sobre as
espécies fungicas associadas aos artropodes e permitiu uma avaliacdo da diversidade de
fungos no AUC. Os resultados mostram uma elevada diversidade associada aos
artropodes: de um total de mais de 152 isolados, 25 géneros e 59 espécies de fungos,
foram identificados e mantidos em cultura. Os géneros predominantes foram
Penicillium, Aspergillus e Cladosporium.

Avaliar a relacdo entre a diversidade de fungos encontrada colonizando
documentos, as espécies encontradas na analise do ar, e as espécies associadas a
artropodes, podera fornecer uma melhor compreensdo dos mecanismos de dispersdo de
fungos em arquivos, bibliotecas e afins. Convem realcar que esta informacgdo é
importante no desenvolvimento de estratégias seguras com a finalidade de prevencao de

contaminagé@o de documentos e sua consequente biodegradacéo.




Palavras chave: Dispersdo de fungos por vectores; ColeccOes historicas; Regido ITS;

Fungos entomopatogénicos;




Abstract

Insects and other arthropods are responsible for spore dispersion in species
belonging to different fungal groups, such as the ascomycetes, basidiomycetes,
zygomycets and imperfect fungi. The aims of this study were to evaluate the role of
arthropods as fungal dispersers and potential vectors of contamination between the
documents from the Archive of the University of Coimbra; to study the effects of
seasonality in the diversity of fungal species that are associated with the invertebrates
caught; and to better understand the relation between the fungal diversity and the

different arthropod taxa.

A previous work with documents from this Archive described a high fungal
diversity, colonizing different documents, made of several substrates, such as parchment,
laid-paper and wood-pulp paper. Cladosporium sp., Aspergillus sp. and Penicillium sp.
were the most common species, from those found in documents where biodegradation
was visible. Although these species are ubiquitous and can easily disperse through
anemophilous mechanisms, another work (unpublished data) revealed a low fungal
diversity in the air of the Archive, which suggests that other forms of dispersion may
also be relevant. The presence of insects and other arthropods circulating through the
Archive suggested that zoochoric dispersion could play a significant role in the

dispersion of fungal species between documents.

The sequencing of the total ITS region, combined with a analysis of macroscopic
and microscopical taxonomic traits, provided data on the species carried by arthropods
and allowed us to assess the fungal diversity. Results show a high fungal diversity
associated with invertebrates: from a total of over 152 isolates, 25 fungal genera and 59
species, were identified and kept in culture. The most common genera were Penicillium,

Aspergillus and Cladosporium.

Assessing the relation between the diversity that was found colonizing
documents, in the air analysis, and associated with insects, will provide us with a better
understanding of the mechanisms of fungal dispersion in archives, libraries and alike.
This information is also valuable when developing safe ways to prevent document

contamination and its consequent biodegradation.




Keywords: Fungal Vectored dispersion; Heritage collections; ITS sequencing;

Entomopathogenic fungi;
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Capitulo I — Introducéo




1.1 - Fungos como agentes de biodeterioracdo do patrimonio cultural

1.1-1 - O Arquivo da Universidade de Coimbra

No panorama nacional, apenas a Universidade de Coimbra e a Universidade do
Minho possuem um Arquivo de documentacdo proprio. Este panorama repete-se a nivel
internacional sendo escassas as Universidades que possuem estruturas similares, com a
funcdo de arquivo da sua documentacao ao longo da historia.

Desde a fundagdo da Universidade de Coimbra em 1 de Marco de 1290, o
Arquivo da Universidade de Coimbra, representa o local de armazenamento de toda a
documentacdo produzida e recebida nesta instituicdo, bem como, de todos os
documentos relativos ao Arquivo distrital a si agregado no inicio do século XX, o que
inerentemente reflecte de uma forma peculiar e Unica a histéria da Universidade
(Vasconcelos 1991). Ateé a data, o Arquivo da Universidade de Coimbra é o Unico a
nivel nacional, para o qual foram construidas instalacdes préprias para o seu efeito em
1948 (Figura 1). A partir de 1965 passa a constituir um estabelecimento anexo a reitoria,
sendo o seu director escolhido de entre trés professores da Universidade indicados pelo
Senado.

Figura 1 - Mapa da zona alta de Coimbra, indicando a localizagéo do AUC.




O Arquivo da Universidade de Coimbra (Figura 2A) alberga assim um
significativo espolio (Figura 2B), com elevado valor cultural e histérico, englobando nas
suas colecces documentos de valor incalculavel tais como o documento da fundacao da
propria Universidade de Coimbra, os estatutos de D. Manuel de 1502, os estatutos
Pombalinos de 1772 e diversos documentos com séculos de histdria pertencentes a
diferentes Colegiadas, de onde se destaca o documento mais antigo guardado no
Arquivo, datado de 983, pertencendo a Colegiada de Guimaraes [1].

S&o da responsabilidade do Arquivo, conforme indicado pelo Artigo n° 27 dos
estatutos da Universidade de Coimbra, a preservacao, o enriquecimento e o tratamento
técnico do patrimonio arquivistico da Universidade e das instituicdes do distrito de
Coimbra, o apoio a investigacdo na Universidade e na comunidade, bem como o
desenvolvimento de actividade cultural e editorial propria [2].

Tratando-se de um edificio moderno, construido na década de 40, um
diversificado tipo de materiais foram empregues na sua construcdo. Esta diversidade de
materiais aliada a uma vasta coleccdo de documentos feitos de diferentes tipos de
suportes, com Vvarios séculos de historia, aumenta significativamente a possibilidade de
formacéo de nichos ecoldgicos com condigdes nutricionais e de temperatura adequadas,
para que interac¢Ges entre microorganismos e 0 seu desenvolvimento possam ocorrer
(Gravesen et al. 1999; Hyvarinen et al. 2002).

A acumulacdo de poeiras, fragmentos de fungos e bactérias mortas, metabolitos
de bactérias autotroficas e fezes de animais aliados a uma excessiva humidade
estabelecem nichos ecoldgicos que podem ser ocupados por agentes de biodeterioracdo
(Schabereiter-Gurtner et al. 2001).

(A)

Figura 2 - Pormenores do Arquivo da Universidade de Coimbra. (A) Fachada do AUC, (B) Estantes com

>

parte da documentacdo mantida no AUC.
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Contudo, o facto dos materiais de construcdo utilizados poderem providenciar
substratos para a colonizacdo de microrganismos, outras condi¢cbes como a capacidade
de crescimento no suporte em causa, a disponibilidade de nutrientes, pH, porosidade,
humidade e capacidade de dispersdo pelas espécies devem ser tidas em conta uma vez
que sdo factores limitantes na ocupacdo de nichos ecoldgicos simples (Grant et al. 1989;
Hyvarinen et al. 2002).

Pela grande coleccdo de documentos e pelas condicOes de preservagdo e
conservacédo de algumas das colecgdes albergadas neste Arquivo nem sempre terem sido
as mais adequadas, alguns dos documentos armazenados neste local encontram-se
susceptiveis a biodegradacdo e biodeterioracdo por microrganismos (Mesquita et al.
2009).

1.1.2 Biodeterioracéo de coleccBes de patrimonio cultural por espécies fungicas

Os organismos pertencentes ao reino Fungi sdo organismos eucarioticos capazes
de produzir diversificados tipos de enzimas e metabolitos, desempenhando por isso, um
papel fulcral na decomposicdo da matéria organica e consequentemente contribuindo
activamente para o ciclo dos nutrientes (Deacon 2006).

Para além da sua inequivoca importancia nos ecossistemas, desempenham ainda
um papel importante na cultura e vida humana e no seu desenvolvimento social e
cultural. Serviram de alimento para as populacdes desde o inicio da humanidade, foram
mais tarde utilizados na producdo da cerveja e do pdo, no descobrimento do primeiro
antibidtico e hoje em dia nas crescentes estratégias de biorremediagdo empregues na
recuperacdo de areas sujeitas a problemas de ordem ambiental (Wainwright 2008).

Embora algumas das suas caracteristicas tenham sido empregues com vista ao
beneficio das popula¢Ges humanas, outras podem levar a perda de patriménio histérico
importante, através dos fendmenos da biodeterioracdo e biodegradacdo (Sterflinger
2010).

As diversificadas capacidades enzimaticas destes organismos possibilitam-lhes
uma facil colonizacdo de novos substratos, tendo ja sido descritos em tintas, 0Oleos,
papel, couro, téxteis, adesivos, bem como outros materiais utilizados na producdo de
objectos com valor cultural, artistico e histérico (Jurado et al. 2008).

A natureza quimica e estrutural do substrato, bem como condi¢cBes ambientais

tais como a humidade, a temperatura, 0 pH e a luz, sdo parametros significativos que

( 1
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afectam a colonizacdo microbiana de obras de arte (Opela 1992; Saiz-Jimenez 1993).
Contudo factores como a fonte de celulose (linho, algoddo, polpa de madeira),
revestimentos (amido, adesivos sintéticos e naturais), compostos inorganicos
(carbonatos, sulfatos, argila) e contaminantes (metais pesados) desempenham também
um papel importante no ataque de fungos ao suporte em causa (Abrusci et al. 2005;
Pinzari et al. 2006).

A facilidade de colonizagdo de novos substractos aliada a presenca de nichos
ecoldgicos rudimentares em arquivos, livrarias e museus em todo o mundo, resulta na
colonizacdo e consequente biodeterioracdo das suas obras por microorganismos (Fabbri
et al. 1997).

Uma das problematicas mais frequente em locais de armazenamento de obras
historicas trata-se da degradacdo dos componentes do papel. A degradacdo do papel
deve-se sobretudo a trés factores: ao processo quimico de oxidacgdo, a incidéncia de luz
UV e a condensacdo de humidade.

A oxidagdo da celulose pela interaccdo com  moléculas de
oxigénio atmosférico pode resultar na formacéo de radicais de perdxido de hidrogénio e
na formacao de ligacdes duplas conjugadas que alteram a estrutura da celulose.

Pelo seu lado a luz UV pode agir como catalisador paraa degradacdo do
papel através da formacdo de ligagdes duplas conjugadas, que provocam a
interrupgdo das cadeias de celulose.

Por fim a condensacdo da humidade pode causar alteracdes fisico-
quimicas no papel, uma vez que estas areas geralmente apresentam condicBes Optimas
para o desenvolvimento de microrganismos colonizadores (Arai 2000).

Em adicdo a este processo natural de degradacdo da celulose, quando presentes
em materiais celulosicos, os fungos sdo capazes de produzir alteracbes cromaticas, como
manchas de diferentes cores, tonalidades e texturas, que resultam do crescimento do
micélio e da producdo de pigmentos (Montemartini Corte et al. 2003; Borrego et al.
2008). Coincidindo com o seu crescimento, ocorre também a producéo de enzimas que
degradam materiais, afectando substancialmente os substratos pela degradacdo de
aglutinantes organicos, o que resulta na redugdo ou mesmo na eliminagdo de camadas de
tinta permitindo a penetragcdo do micélio e o seu crescimento em falhas, causando o seu
destacamento (Sterflinger 2010).

Quando presentes em papel, sdo capazes de degradar componentes de carbono
como a celulose, e excretam acidos organicos, tais como o &cido oxalico, o &acido

fumarico, o acido succinico e o &cido acético, que pelo contacto com o substrato o
([ 19 )
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acidificam. Este ataque as fibras de celulose para além de provocar uma alteracdo
cromatica, acaba também por provocar danos quimicos e estruturais muitas vezes
irreversiveis ( Hidalgo & Borrego 2006).

Comparativamente, as bactérias necessitam de condi¢des de maior humidade,
tendo por isso um papel mais limitado do que os fungos na biodeterioracdo de
documentos presentes em arquivos e bibliotecas (Guiamet & Gdémez de Saraiva 2007,
Borrego et al. 2006).

Um exemplo recorrente, causado por fungos em diversos suportes, é o fenémeno
denominado por “foxing” (Arai 2000). Este fendmeno baseia-se nas alteracdes fisicas
frequentemente encontradas em documentos, mas também em quadros, murais,
esculturas, vitrais e filmes cinematograficos (Figura 3), na forma de manchas
acastanhadas/avermelhadas que resultam de uma alteragdo da estética e das propriedades

fisico-quimicas do suporte em causa (Montemartini Corte et al. 2003; Pifiar et al. 2009)

Figura 3 — Colédnias de fungos contaminantes visiveis em quadros (A) e em livros (B) (Sterflinger 2010).

Estas alteracfes cromaticas sdo consideradas um problema grave na conservagdo
de documentos, uma vez que podem migrar através de paginas sucessivas causando
danos irreversiveis que a longo prazo podem prejudicar a legibilidade do documento.
Associado ao crescimento do micélio, ocorre um aumento do ndmero de &reas
manchadas o que se traduz numa degradacdo mais severa (Arai 2000; Rakotonirainy et
al. 2007).

Contudo, estas alteragdes cromaéticas ndo resultam exclusivamente de uma
actividade fangica (Meynell & Newsam 1978). Tradicionalmente, sdo enumerados trés
processos distintos para que o “foxing” ocorra: a oxidacdo directa de metais pesados e a
consequente migracao de produtos de degradagdo soluveis a partir do centro metalico, o
aumento da humidade relativa que provoca o aumento da reactividade quimica e a

consequente auto-oxidacéo da celulose e por fim a deposicdo de metais pesados aliado a




colonizacao por fungos produzindo a acidificacdo da celulose e consequentemente um
efeito deletario.

Duas teorias complementares tentam postular uma explicagcdo consenso para este
fendmeno: a teoria bidtica enuncia que estas manchas resultam da presenca e actividade
de microrganismos colonizadores, enquanto que a teoria abiotica enuncia fendbmenos
quimicos como a deposicdo de materiais pesados e a sua posterior oxidacdo para a
explicacédo deste processo degradativo (Meynell & Newsam 1978; Arai 2000).

O isolamento de espécies flngicas em conjunto com a andlise e caracterizacdo de
diversos componentes quimicos de natureza organica (acido fumarico, acido malico,
acido lactico, glicose, celobiose, derivados da celulose, acido aminobutirico, acido
aspartatico, &cido glutdmico, e os aminoacidos glicina e serina) nestes suportes
evidenciam no entanto, uma forte argumentacdo da teoria bi6tica.

Actualmente, o mecanismo mais aceite pelo qual este fendmeno ocorre esta
descrito pelo processo representado na Figura 4: a dispersdo de conidios ou ascOsporos
ocorre, 0 que leva a que estes adiram a todos os tipos de materiais adjacentes. Os
conidios ou os ascosporos, de um modo geral, necessitam apenas de alguma humidade
para germinar, ocorrendo o crescimento do micélio e a formacdo de colonias que
circulam particulas de poeira, produzindo &cido malico, &cido aminobutirico e outros
aminoacidos como produtos do seu metabolismo. As condi¢des Optimas para a
ocorréncia deste processo variam de espécie para espécie, mas de um modo geral,
encontram-se entre uma percentagem de 75-84% de humidade relativa e 20 a 30°C de
temperatura. Simultaneamente, ocorre a libertacdo de acidos organicos e metabolitos,
que promovem a degradacdo da celulose e o consequente aparecimento de celuloso-
oligosacarideos. Estes compostos reagem entre si pela reaccdo de Maillard e acabam por
dar origem a melanoidinas que produzem a alteracdo cromética conhecida por “foxing”
(Arai 2000).

As espécies fungicas desempenham assim um papel activo na deterioracdo do
nosso patrimonio cultural. Uma das principais razdes que as coloca num papel de relevo
como uma problemaética para conservacdo do patrimonio cultural trata-se da falta de
informacdo e da parca formagéo de restauradores, curadores e outros profissionais de
museus nos topicos de taxonomia e ecologia de fungos, aliada a uma, por vezes,
incompleta aplicacdo de medidas de prevencdo de contaminacdo que abrangem desde o
controlo das condicgdes climéticas, a limpeza frequente e & monitorizagdo visual destes

fendmenos. O incompleto conhecimento dos agentes de deterioracdo, aliado a
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dificuldade de deteccdo destes organismos colonizadores, dificulta os processos de

identificacéo, restauro e manutencdo das obras (Michaelsen et al. 2006).
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Figura 4 - Mecanismos de formagdo das melanoidinas responsaveis pelo processo de “foxing” (Adaptado

de Arai 2000).

Muitas espécies de fungos isoladas sdo ubiquas e pertencem ao grupo dos
ascomicetes normalmente abundantes no ar e no solo (Zyska 1997). A presenca de
espécies cosmopolitas torna a identificacdo numa questdo complexa, uma vez que estas
espécies apresentam um padrdo de comportamento bioldgico variavél sendo que tanto
podem apresentar uma enorme actividade celulolitica, como também podem facilmente
optar por outros substratos mais ou menos complexos (Arai 2000; Szczepanowska &
Cavaliere 2000).

Questdes de salde publica sdo também motivo de preocupacdo uma vez que a
maioria das espécies contaminantes é capaz de produzir micotoxinas potencialmente
patogénicas para o ser humano.

O crescimento e desenvolvimento de fungos em hospedeiros humanos (quer

sejam patdgenos primarios ou oportunistas) resulta no conjunto de doencas vulgarmente
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designadas por micoses, enquanto que a exposi¢do alimentar, dérmica ou respiratoria a
metabolitos toxicos resultam em micotoxicoses que podem causar varios tipos de
enfermidades para aqueles que lidam com o manuseamento de colecc¢Bes historicas
(Bennet & Kilch, 2003). De facto, muitas espécies toxicogénicas presentes nas correntes
de ar em edificios sobre a forma de esporos, fragmentos de hifas ou poeiras

contaminadas estao directamente ligadas a efeitos adversos a saude (Jarvis 2002).

1.1.3 Diversidade fangica em documentos do Arquivo da Universidade de

Coimbra

Em 2009, Mesquita et al. descreveram uma alta diversidade de fungos
colonizando diferentes tipos de papel e pergaminho armazenados no Arquivo da
Universidade de Coimbra. Uma elevada frequéncia de espécies pertencentes aos géneros
Cladosporium, Aspergillus e Penicillium foi identificada por métodos moleculares e

morfoldgicos, e posteriormente mantida em cultura (Tabela 1).

Tabela 1 - Tabela resumo das frequéncias de isolados em documentos de diversos suportes. ( sp.-
Isolados identificados utilizando apenas a abordagem molecular.) (Adaptado de Mesquita et al. 2009)

Suporte
Espécies Pergaminho |Papel vergé |Pasta de Papel
Cladosporium cladosporioides B| 1 2
Penicillium chrysogenum 3 2 1
Chaetomium globosum 2 1 0
Chromelosporium carneum 1 2 0
Aspergillus versicolor 0 2 0
Alternaria alternata 1 0 0
Aspergillus fumigatus 0 1 0
Aspergillus nidulans 1 0 0
Botrylis cinerea 1 0) 0
Coprinus sp. 1 0 0
Epicoccum nigrum 0 0) 1
Penicillium canescens 0 1 0
Penicillium helicum 1 0 0
Penicillium sp. 1 1 0
Phlebia subserialis 1 0 0
Phlebiopsis gigantea 0| 0 1
Skeletocutis sp. 1 0 0
Thanatepharus cucumeris 0 0 1
Toxicladosporium irritans 1 0 0
[ =)



Os géneros acima enunciados sdo normalmente encontrados como
contaminantes e agentes de biodeterioracdo em diversos habitats e tipos de materiais
diferentes, podendo resultar em biodeterioracdo grave, incluindo alteragdo estética e
degradacéo quimica e mecanica (Fabbri et al. 1997).

Os geéneros Cladosporium, Aspergillus e Penicillium sdo taxa ubiquos, que
produzem numerosos conidios e mitosporos facilmente dispersos pelo ar (Abrusci et al.
2005), sugerindo mecanismos de dispersdo anemofila como a principal forma de
dispersdo de propagulos fangicos no Arquivo (Mesquita et al. 2009). De facto a
disseminacdo por anemocoria € a principal forma de propagacdo para muitos fungos,
contudo, contrariamente, estudos com amostragens de ar revelaram uma baixa
diversidade de fungos associada com o ar deste local (dados ndo publicados). A baixa
diversidade encontrada durante a analise do ar permite a consideragdo de outros
mecanismos complementares para a dispersdo de propagulos neste local, uma vez que 0s
fungos podem utilizar outras formas de dispersdo como a hidrocoria e a zoocoria (Abbot
2002).

1.1.4 Mecanismos de dispersao de propagulos fungicos

Os fungos tal como as plantas sdo organismos sésseis, ndo podendo deslocar-se
para novos habitats. Esta incapacidade de mobilidade resulta obrigatoriamente em duas
formas de expansao: o crescimento pode ocorrer numa area adjacente, ou pela dispersdo
de propagulos para além dos limites fisicos dos seus progenitores (Deacon 2005).

Os esporos sdo os propagulos reprodutores dos fungos, que apresentando tipos e
formas heterogéneas de dispersao, foram fulcrais para o sucesso evolutivo das diferentes
espécies. AdaptacGes morfologicas em grupos semelhantes resultam de forcas co-
evolucionérias paralelas, revelando uma alta complexidade na disseminacdo destes
organismos (Abbot 2002; Deacon 2005).

Comparativamente as plantas, os esporos de espécies fungicas sdo geralmente
mais leves, o que lhes permitem ultrapassar barreiras limite de dispersdo quer pela
ejeccdo mecanica quer pela utilizacdo de vectores de dispersdo como a 4gua, 0 vento ou
animais (Trail 2007). Assim, distinguem-se comumente dois mecanismos de dispersao
de propagulos: mecanismos activos e mecanismos passivos [3;4].

Por exemplo, nos ascomicetes, mecanismos de dispersdo activos estdo

geralmente relacionados com variagbes de pressdo e mecanismos de ejecgdo. Os
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mecanismos de ejeccdo resultam da absorcdo de agua pelos ascos maduros, 0 que
permite a solubilizacdo de componentes celulares geralmente insollveis levando a uma
subida da presséo interna que ao tornar-se suficientemente alta, provoca a ruptura de um
opeérculo ou de um anel eléstico do asco que rompe explosivamente ejectando 0s esporos
(DeBary 1887). Pelo seu lado mecanismos de disperséo passivos estdo relacionados com
a utilizacdo de vectores de dispersdo englobando formas de dispersdo anemocoricas,
zoocoricas e hidrocoricas (Webster 1980).

A disseminacdo por anemocoria é a principal forma de dispersdo para muitos
ascomicetes e basidiomicetes. Através da ejeccdo dos corpos futiferos, os esporos podem
ser dispersos por correntes de ar [6]. Este fendbmeno deve-se em grande parte a facilidade
com que 0s esporos desidratam e se tornam facilmente anemocéricos.

Deste modo, esporos desidratados, sdo facilmente dispersos pelo ar, enguanto
que pelo seu lado esporos com capacidade de aderéncia ou flutuacdo, utilizam
mecanismos de hidrocoria e de zoocoria (Abbot 2002; Holz et al. 2007).

Os fungos cujos habitats sdo ambientes aquaticos possuem esporos com formas
invulgares e apéndices distintos que lhes permitem flutuar. A dgua pode auxiliar também
na disseminacdo de esporos desidratados, pela accdo de gotas de chuva ou pela formacao
de granizo que por impacto, rompem uma superficie de retencdo, permitindo o
deslocamento de propagulos para correntes de ar (Deacon 2005; Trail 2007).

A dispersdo por insectos e outros artropodes € também uma forma significativa
de dispersdo para muitas espécies fangicas uma vez que 0s esporos podem aderir aos
corpos dos artrépodes, quando estes se deslocam sobre substratos contaminados, podem
ser transportados pela sua ingestdo e posterior disseminacdo e inclusivé pelo
desenvolvimento de espécies entomopatogénicas ou saprofitas (Abbot 2002; Dromph
2003; Jurado et al. 2008).

O filo Arthropoda é o maior filo de animais existente, tendo surgido ha cerca de
600 milhdes de anos no Pre cambrico e passando por uma enorme radiagéo adaptativa
desde essa altura, o que lhes conferiu uma grande diversidade de tamanhos, formas,
cores e modos de locomocgdo permitindo-lhes ter sido o primeiro filo de animais a
colonizar todas os biomas da terra. Aliada a esta enorme diversidade esta subjacente uma
grande importancia ecologica e econdémica que se estende desde a polinizagdo, a
composicao da base de cadeias alimentares para diversos grupos de animais, a producao
de bens de consumo, até a industria téxtil e a inddstria farmacéutica (Brusca 2003).

Apesar dos inimeros beneficos para 0s ecossistemas e para 0s seres humanos,

algumas espécies deste grupo de invertebrados sdo consideradas pragas pelas
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capacidades de transmissdo de doencas e de provocar danos na agricultura.
Adicionalmente podem impor risco para a saude humana pela sua habilidade para
propagarem agentes patogénicos, actuando como vectores de dispersdo (Roxo et al.
2010).

A dispersdo de esporos vectorizada por artrépodes € um mecanismo comum na
propagacdo de muitas espécies de fungos. A relacdo fungo-animal é muitas vezes
benéfica para ambos 0s parceiros, uma vez que o artropode transporta o fungo para um
novo substrato, enquanto que ao invertebrado € assegurado um local de reproducéo
(Basidiomycetes) ou uma fonte de nutrientes (Ascomicetes) (Schiestl et al. 2006).

Este mecanismo de dispersdo pode inclusive, ser mais eficaz do que o vento ou a
agua, uma vez que recruta as capacidades locomotoras de invertebrados de modo a que
a disperséo seja dirigida para ambientes ricos em nutrientes.

Na natureza, muitos fungos estdo sujeitos a predacdo por artropodes, devido a sua
capacidade para acumular quantidades elevadas de azoto e fosforo (Ruess & Lussenhop
2005). Como resposta a falta de nutrientes, muitas espécies de fungos sdo capazes de
diferenciar células em formas latentes (esporos), que sao resistentes a varios tipos de
tensdes ambientais. Esta resisténcia € geralmente associada com a parede da célula, mais
complexa do que a parede celular da maioria das plantas, 0 que permite a passagem
através do tracto digestivo de artropodes, mantendo ao mesmo tempo a sua viabilidade, e
permitindo uma eficiente disperséo por invertebrados (Collucio et al. 2008).

Este comportamento biol6gico ¢ muito semelhante a atraccdo e dispersdo por
polinizadores em plantas. Como tal muitas espécies flngicas produzem metabolitos
secundarios com o intuito de atrair espécies de artropodes, de forma a poderem ser
dispersos por vias que utilizam vectores (Rohfls & Churchill 2011). Adicionalmente,
mecanismos de dispersdo por vectores actuam muitas vezes de forma a permitir o
cruzamento entre tipos sexuais diferentes (Shiestl et al. 2006), possibilitando uma
reproducéo diferencial, mas também a dissolucdo de tetradas de ascomicetes no aparelho
digestivo, o que se traduz numa subida da taxa de esporos libertados e consequentemente
da sua capacidade reprodutora (Baverstock et al. 2009).

A producdo de propagulos fungicos que séo capazes de aderir a outros materiais
contribui para a dispersdo de propagulos para outros substratos (Holz et al. 2007), uma
vez que podem aderir a depressdes anatdmicas do corpo de artropodes, contribuindo
para um transporte mais eficiente e a maiores distancias das coldnias originais. Neste
caso 0S esporos encontram-se cobertos por um muco amorfo que facilita a adesédo do

esporo a cuticula do invertebrado. Comparativamente no caso de fungos com esporos
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desidratados, esta adesdo apesar de incomum ocorre pela accdo de forcas hidrofobicas
que contribuem fortemente para a adesdo do esporo a cuticula do vector (Bouclas &
Pendland 1988).

Espécies entomopatogénicas é a designacgdo atribuida as espécies fangicas que
actuam como parasitas de artropodes, podendo levar a sua morte ou a uma grande
alteracdo dos seus padrdes bioldgicos normais (Meyling et al. 2006; Jurado et al. 2008;
Down et al. 2009). S&o caracterizadas por possuirem elevadas taxas de crescimento,
capacidade de sobrevivéncia no interior do hospedeiro, resistindo as barreiras fisico-
quimicas dos tegumentos e da hemolinfa e por fim por causarem uma morte rapida do
hospedeiro.

De um modo geral, 0s esporos destas espécies, sobre a forma de conidios, aderem
preferencialmente a cuticula do hospedeiro, que sobre condigdes ideais de humidade e
temperatura germinam produzindo hifas que penetram a cuticula e posteriormente
invadem o sistema circulatério do hospedeiro. Dentro do hospedeiro, células flungicas
(hifas ou micélio) multiplicam-se, levando a morte do artropode pela produgdo de
micotoxinas ocorrendo consequentemente a mumificacdo do cadaver.

Uma vez que muitos metabolitos secundarios de fungos sdo toxicos para oS
artropodes antagonistas, a maquinaria biossintética de formacdo de micotoxinas pode ser
mantida para fornecer escudos quimicos contra os animais predadores.

O transporte de fungos entomopatogénicos pelo hospedeiro para outros
hospedeiros susceptiveis € um dos mecanismos mais importantes para a transmissao para
novos habitats uma vez que se trata de um mecanismo directo sujeito a menores taxas de
mortalidade que a ejec¢do de conidios para um substrato adjacente (Fuxa & Tafiada
1987), para além de que espécies entomopatogénicas podem ser transportadas a
distancias muito superiores visto que a infeccdo de insectos alados pode permitir uma
dispersdo até 1.600 km através do véo em correntes de ar (Robert 1987; Baverstock et
al. 2009).
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1.2 Marcadores moleculares em espécies fungicas

1.2.1 Marcadores moleculares

A denominacdo de marcadores moleculares remete para as diferentes sequéncias
hereditarias de DNA (polimorfismos), fenotipicamente neutras que do ponto de vista
ambiental e de desenvolvimento se encontram estaveis.

Marcadores moleculares sdo utilizados em biologia molecular para identificar
uma sequéncia particular de DNA. Pelo facto destas sequéncias de DNA serem
caracteristicas e por vezes Unicas, sdo uma ferramenta importante na identificacdo da
diversidade microbiana, uma vez que determinados marcadores podem encontrar uma
sequéncia particular de DNA dentro de um genoma (Xu 2006).

Dois grupos de marcadores sdo considerados consoante a sua forma de deteccéo.
Assim encontramos marcadores moleculares detectados a partir de hibridizacdes do tipo
“Southern”, como os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), e
marcadores moleculares baseados em metodologias inerentes a técnica da Reaccdo em
cadeia da polymerase (PCR) (Mullis & Faloona 1987), tais como RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA), AFLP (amplification fragment length polymorphism),
CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence), SSR (simple sequence repeat) e SNP
(single nucleotide polymorphisms) (Martin et al. 1998).

As aplicacbes praticas de marcadores moleculares sdo alargadas, abrangendo
desde o mapeamento genético, a genotipagem, a proteccdo de cultivares, a avaliacdo da
diversidade genética, a identificacdo de patogenos de plantas, a identificacdo de doencas
genéticas humanas, até aos estudos de ciéncia forense e determinacao paternal, passando
também pela identificacdo de espécies (Gherbawy & Voigt 2010).

Com os recentes avancos da biotecnologia, diferentes marcadores moleculares
tém sido empregues para a rapida identificacdo de diferentes tipos de fungos.
Notavelmente, o desenvolvimento de primers especificos para a amplificacdo por PCR
(White et al. 1990; Gardes & Bruns 1996) facilitou estudos sistematicos e possibilitou a
identificacdo da diversidade fangica em ecossistemas complexos de uma forma pouco

dispendiosa, rapida e precisa (Horton 2002).
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1.2.2 Regido ITS

A identificacdo molecular de fungos ao nivel da espécie é baseada sobretudo na
andlise da regido variavel do DNA ribossomal (rDNA), mais especificamente a regido
ITS (“Internal Transcribed Spacer”). Esta regido possui zonas fortemente conservadas
mas com alta variabilidade (Horton 2002) o que a torna ideal para o desenvolvimento
de primers de PCR para uma identificacdo especifica (White et al. 1990).

Primers universais estdo disponiveis para o isolamento das regides ITS que uma
vez clonadas podem ser comparadas com sequéncias em base de dados, permitindo a
identificacdo de um fungo em particular (Atkins & Clark 2004). Mais de 100000
sequéncias obtidas pelo método de sequenciamento de Sanger encontram-se depositadas
nos bancos de dados internacionais de sequéncias de nucleétidos fornecendo uma
referéncia fidedigna para a identificacdo de espécies de fungos (Kikuchi et al. 2007).

Os primers especificos para a regido ITS, aproveitam as regiGes conservadas das
zonas 18S, 5.8S e 28S, para amplificar as regides ndo codificantes que as separam
(White et al. 1990; Gardes & Burns 1996).

O RNA ribossomal (rRNA) é necessario em quantidades elevadas de forma a
produzir os ribossomas celulares. Assim existem maultiplas copias dos genes de rRNA,
muitas vezes dispostos em tandem mas separados por espacadores ndo transcritos
(Hershkovitz & Lewis 1996).

Nos eucariotas, 0s genes que codificam os RNAs ribossémicos estdo organizados
em matrizes repetitivas que envolvem as unidades, 18S, 5.8S e 28S, dois espacadores
internos (ITS1 e ITS2) e dois espacadores externos (5°e 3" ETS) (Figura 5) (Karabecna
2007). A RNA polimerase | trasncreve estas unidades genéticas e os produtos resultantes
sdo processados no nucléolo, onde ocorre a excisdo das regides ITS1 e da ITS2 e a
producdo de trés tipos de RNAs diferentes. As regifes ITS sdo biologicamente
importantes no processamento do rRNA, uma vez que formam estruturas secundarias
especificas, imprescindiveis para o correcto reconhecimento de locais de clivagem e para
a ligacéo de proteinas e RNAs nucleolares durante a maturagdo dos ribossomas. Pela sua
importancia sdo zonas altamente conservadas, nas quais no entanto é biologicamente
admissivel a alteracdo do seu tamanho e das suas sequéncias, desde que esta variacao
ndo altere a a formacdo de estruturas secundarias e 0 consequente processamento do
rRNA (Bellemain et al. 2010).
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Os espacadores ITS1, ITS2 e o rDNA 5.8S sdo regifes dptimas para estudos de
diversidade, devido ao seu grande nimero de cOpias no genoma e serem assim regides
de facil amplificagdo, pelo facto de ndo estarem sujeitas a transferéncia horizontal e
devido ao elevado grau de polimorfismo apresentado entre espécies distintas (White et
al. 1990; Martin & Rygiewicz 2005).

Tandem of rRNA gene clusters IGS
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Transcnbed region
R
ms1 E5ms2. ETS.
.

DNA

RNA
pre-rRNA
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Figura 5 - Matriz repetitiva do rDNA com as regides 1TS1, 5.8S e ITS2 (Korabecna 2007).

A regido ITS demonstra assim uma grande variacdo inter-especifica, uma vez que
beneficiam de uma répida taxa de evolucdo, sendo frequentemente utilizados na
identificacdo, quer de espécies taxonomicamente proximas, quer de espécies
pertencentes a grupos mais distantes. As zonas ITS1 e ITS2 ndo sdo estudadas
unicamente com fins ecoldgicos, mas também com o propésito de desenvolver, por
exempo, estratégias de diagndstico para a identificacdo de espécies patogénicas em

medicina (Martin & Rygiewicz 2005).
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1.3 Objectivos

Este trabalho surge no ambito do projecto PTDC/HAH/652/2006 — Diversidade
fangica em documentos historicos: identificacdo molecular e implementacdo de

estratégias de controlo para a preservacao do patriménio arquivistico.

A baixa diversidade fangica encontrada no ar do Arquivo em trabalhos
anteriores, sugere a possibilidade de haver outras formas complementares de

disseminacéo e posterior contaminagdo de documentos por espécies fungicas.

A dispersdo por zoocoria, utilizando artropodes como vectores de disperséo,
surge como uma das explicacdes mais plausiveis, uma vez que estes invertebrados
circulam livremente pelo Arquivo, podendo contribuir para a disseminacdo de

propagulos fungicos entre os documentos.
Os objectivos deste estudo sdo resumidos em trés pontos essenciais:

1. Avaliar o papel dos artrépodes como dispersores de fungos e potenciais vectores

de contaminacdo entre documentos.

2. Entender o efeito da sazonalidade na diversidade de fungos associados aos

insectos.

3. Verificar a diversidade de fungos associados as diferentes ordens de insectos.

Pretende-se desta forma compreender a relacdo possivel entre as espécies fungicas
encontradas no ar, nos documentos e associadas aos invertebrados que circulam no
Arquivo da Universidade de Coimbra, uma vez que os resultados obtidos poderédo
fornecer uma lista de espécies de fungos comumente encontrados em invertebrados, que
pode ser posteriormente utilizada com vista ao desenvolvimento de estratégias para

evitar a dispersdo vectorial de fungos por artrépodes em locais similares ao AUC.
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2.1 Locais e métodos de amostragem

Todas as amostras analisadas neste trabalho foram recolhidas no Arquivo da
Universidade de Coimbra. Dez armadilhas de base colante para insectos (Figura 6A)
foram colocadas aleatoriamente em cada uma de oito seccBes de seis pisos diferentes
(ver Anexo 1). O tipo mais comum de armadilha utilizado em museus e arquivos sao
armadilhas de base colante. Este tipo de armadilha consiste numa construcao de cartdo,
normalmente triangular com as superficies interiores revestidas com uma cola ndo
toxica. As armadilhas ndo apresentavam qualquer substancia atractiva, ocorrendo a

captura pelo movimento dos invertebrados sobre a superficie colante (Figura 6B) .

Figura 6 - (A) Armadilha de base colante utilizada para a captura de artrépodes (B) Localiza¢do

da superficie colante.

2.2 Colheita de artropodes

Os artrépodes foram colhidos das armadilhas colocadas nos diferentes pisos e
seccOes do Arquivo, realizando-se na totalidade 7 colheitas durante o periodo de um ano.
De forma a permitir uma andlise do efeito da sazonalidade, todas as armadilhas foram
verificadas a cada 2-3 meses, efectuando-se duas recolhas para cada estacdo, com
excepcao da Primavera, estacdo na qual tal ndo foi possivel, por impossibilidade de
acesso ao Arquivo.

A colheita foi realizada recorrendo a uma lamina de um bisturi estéril de forma a
destacar os artropodes da cola das armadilhas, tendo sido colocados individualmente em
eppendorfs (Figura 7), registando-se a ordem correspondente do invertebrado e a

armadilha da qual ele foi colhido (p.e. Thysanura - A23).




Figura 7 - Pormenor de um invertebrado, apds colheita.

2.3 Preparagao das amostras

Aos diferentes eppendorfs com os invertebrados colhidos, foram adicionados 200
ul de agua ultrapura efectuando-se posteriormente a maceracdo com a ajuda de um
pistdo de teflon acopolado a um homogenizador Franz Morat KG framo Garatetchnik
tipo R-25 (Figura 8).

Figura 8 - (A) Processo de maceragdo. (B) Homogenizador utilizado para a maceragdo dos invertebrados
colhidos.

O meio de cultura utilizado para a inoculagdo do homogeneizado resultante da
maceracdo dos artrépodes foi 0 meio PDA (Difco™ Potato Dextrose Agar).

Este meio é composto por uma mistura de infusdo de batata, D (+) glucose e
agar-agar, sendo preparado pela suspensdo de 39g num litro de 4gua destilada seguido de
uma esterilizacdo por autoclavagem a 121 °C, a pressdo de 1 atm durante 15 minutos.
Ap6s um arrefecimento ligeiro (Figura 9) adicionou-se 0 antibi6tico estreptomicina a
0.5¢/L (Sigma, EUA), de forma a prevenir o crescimento bacteriano.

Os meios foram de seguida vertidos sobre placas de Petri de 9 cm e de 5 cm,
numa camara de fluxo laminar de forma a solidificarem (Figura 9), sendo posteriormente
seladas com parafilme e guardadas numa caixa fechada em local fresco e sem luz
directa incidente durante cerca de dois dias até a sua utilizacdo para a inoculacdo das

amostras homogeneizadas.
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Figura 9 - Meios de cultura a secar numa camara de fluxo laminar.

A inoculacdo foi efectuada colocando 9 gotas (cerca de 40 pl) do
homogeneizado, com recurso a uma pipeta, em caixas de petri de 9 cm permitindo a

incubacdo em meio PDA, por um periodo de cinco adez diasa28 +1°C.

2.4 Isolamento

As diferentes colonias emergentes foram isoladas em culturas puras em caixas de
Petri de 5 cm, incubando-se durante cinco a dez dias a 28 + 1 ° C, de acordo com a sua
taxa de crescimento. Contudo, as placas foram mantidas durante 18 a 20 dias para
assegurar que fungos com crescimento lento fossem igualmente isolados. As novas
colonias foram atribuidas um ndmero de identificacdo consistindo no numero da
armadilha seguido de uma letra para cada novo isolado (p.e. A23A- isolado A do
artropode Thysanura colhido na armadilha 23). Desta forma é possivel a analise das

espécies fungicas associadas a cada tipo de artrépode.

2.5 ldentificacdo e andlise da regido ITS

2.5.1 Extraccdo de DNA

Quando as novas colénias apresentavam um crescimento suficiente para a
extraccdo de DNA, procedeu-se a sua remocao por raspagem com uma lamina de um

bisturi estéril, seguida da maceragdo das colonias em eppendorfs com 200 ul de NucPrep




DNA Purification Solution recorrendo a um homogenizador Franz Morat KG framo
Garatetchnik tipo R-25.

A extraccdo do ADN total realizou-se com recurso ao extractor ABI Prism 6100
™ PrepStation da Applied Biosystems (EUA) (Figura 10) de acordo com as normas do
fabricante (ver Anexo 2). O protocolo consiste em 3 passos que correspondem a uma
fase de Homogenizacdo, seguida de uma fase de pré- filtracdo e por fim uma fase de

purificacéo.

Figura 10 — Extractor semi-automatico ABI Prism 6100 ™ PrepStation.

A homogenizacao de tecido é realizada ap0s a adi¢do de 600 ul de NucPrep DNA
Purification Solution perfazendo um volume total de 800 pl, seguido de uma lise dos
tecidos durante 30 segundos. A pré- filtracdo é realizada pelo carregamento dos pogos
com 750 ul do tampao e o tecido lisado que posteriormente passa por uma filtracdo a
vacuo. A purificacdo é realizada pela adigdo de 40 pl do reagente NucPrep DNA

Purification Solution aos pogos e pela adigdo das amostras.

2.5.2 PCR e electroferese em gel de agarose

O DNA extraido foi sujeito a amplificacdo total da regido ITS por PCR,
utilizando para isso os primers ITS1-F e ITS4 (White et al. 1990; Gardes & Bruns
1996).

Para um volume final de amplificacdo de 25ul, a mix de PCR é composta por
12,5 ul de Jump Start Taq DNA Polimerase com MgCl, (Sigma D9307), 0,5 ul de cada
primer (10 mM), 10,5 ul de agua ultrapura e 1 ul de DNA total.
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Tabela 2 - Sequéncias dos primers especificos para amplificacdo total da regido ITS do ADN
ribossomal (ITS4 corresponde ao primer reverso).

Primer Sequéncia (5'- 3") TA (2C) Referéncia
ITS1-F | CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 652C | Gardes & Bruns 1996
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58eC White et al. 1990

As reaccOes de PCR (Figura 11A) foram realizadas utilizando o termociclador
ABI GeneAmp PCR System 9700, com as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 95
° C durante 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 ° C durante 1 min,
“annealing” a 53 ° C durante 1 min , extensdo a 72 ° C durante 1 min, com uma extensao
final a 72 ° C durante 5 min.

A confirmacdo visual da amplificacdo total da regido ITS foi realizada utilizando
a electroforese em gel de agarose (1,2%) corado com GelRed (Biotium, EUA) (Figura
11B) e fotografado num Transiluminador (Vilber Lourmat ) sob luz UV.

O gel de agarose foi preparado pela dissolucdo de 0,6 g de agarose (Pharmacia
Biotech, Suécia) em 50 ml de TBE 1x (Sigma, EUA) e posteriormente corado com 0,3
ul de GelRed (Biotium, EUA), tendo o gel corrido durante 30 minutos a 100V e 120A.

. 4
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Figura 11 - (A) Eppendorfs com os produtos de PCR. (B) Pocos de um gel de agarose carregados.

2.5.3 Sequenciacdo e BLAST

A sequenciacdo da regido ITS foi realizada com o sequenciador ABI 3730
Genetic Analyzer, usando o kit Big Dye v.3 Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit (Applied Biosystems) e utilizando o primer ITS4.
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As Sequéncias genéticas foram analisadas utilizando o software bioinformatico

Geneious 5.3.6 ™ (www.geneious.com). As sequéncias obtidas foram submetidas ao

BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”) com vista a comparagdo com as
sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI, com o intuito de avaliar a
similaridade com as sequéncias publicadas.

Por fim as sequéncias obtidas foram submetidas a base de dados informatica

Genebank.

2.5.4 Identificagdo morfologica

Com o intuito de confirmacdo dos resultados obtidos pela identificacdo
molecular, uma analise macroscopica e microscopica de caracteristicas taxondmicas
distintas foi realizada.

A analise macroscopica realizou-se pela visualizacdo da morfologia das colonias
e pela pigmentacdo apresentada em meio PDA. A anélise microscopica foi realizada pela
observacdo ao microscopio Optico de caracteristicas distintivas do genero
correspondente, e no caso de espécies raras pela biometria de estruturas tipicas da

espécie em questao.

2.6 Analise estatistica

Obtida uma confirmacdo das espécies em questdo, foi realizada uma analise
estatistica, utilizando para isso o indice de Shannon-Wiener (H’= -Y P; In (Pj)) e a

equitatividade de espécies (E =H'/In(S)), relativo a cada andar, a cada ordem de

artropodes, e a cada estacdo do ano.

O indice de Shannon-Wiener é um dos varios indices de diversidade usados para
medir a diversidade em dados categdricos. Baseia-se na analise da entropia, tratando a
distribuicdo de especies e tamanho da populagdo como uma probabilidade.

O indice é usado para determinar medidas de biodiversidade que levam em conta
0 numero de espécies, e as espécies dominantes de acordo com sua distribuicdo dentro

de uma amostra (Frosini 2003).
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http://www.geneious.com/

O resultado do indice deve encontrar-se dentro dos valores médios de
(O<H'<In(S)) e o resultado da equitabilidade de espécies entre os valores médios de (0
<E <1).

Relativamente ao indice de Shannon-Wiener de acordo com a ordem dos
artropodes capturados, a primeira colheita ndo foi tida em conta uma vez que a

identificacdo das ordens do invertebrado néo foi feita.
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3.1 Identificagdo molecular e morfoldgica

Todos os isolados (Tabela 3) foram inicalmente identificados pelo recurso a
amplificacdo da regido ITS total e complementados posteriormente com a identificacdo
de caracteres taxonomicos tipicos, verificando-se uma correspondéncia total entre as
duas formas de identificacdo. Todas as sequéncias obtidas encontram-se publicadas no
Genebank (JQ781700 - JQ781847).

A regido ITS foi amplificada com recurso aos primers ITS 1F e ITS 4 (White et al.
1990; Gardes & Bruns 1996), obtendo-se um fragmento de 600 pb de DNA em todos 0s

isolados fungicos (Figura 12).

Figura 12 - Fotografia de um gel de agarose corado com GelRed (Biotium, USA), sob radiagdo UV
demonstrando a amplificacéo total da regido ITS por PCR utilizando os primers ITS1-F e ITS4 para varios

isolados.( M - marcador molecular (HyperLadder)).

Para confirmara identificagdo molecular, as diferentes culturas foram
identificadas até o nivel do género de acordo com sua morfologia macro e microscéopica
(Watanabe 2002), observando-se a forma de crescimento da colonia e a sua
pigmentacgéo, o surgimento de corpos frutiferos (se visiveis) pelo recurso a observacoes
ao microscopio optico. A titulo de exemplo é possivel verificar caracteristicas tipicas dos

géneros Aspergillus, Cladosporium e Penicillium na figura 13.
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Figura 13 - (Al) Morfologia de uma col6nia de Cladosporium sp.; (A2) conidiéforos e cadeias de
conidios de Cladosporium sp. visualisados ao MO 400x; (B1) Morfologia de uma colénia de Aspergillus
sp.; (B2) cabega de conidios de Aspergillus sp. visualisada ao MO 1000x; (C1) Morfologia de uma
colonia de Penicillium sp.; (C2) conidiéforos e conidios de Penicillium sp. visualisados ao MO 400x;

3.2 Diversidade fungica associada a artropodes

A Tabela 3 representa os resultados da identificagdo das espécies fungicas
associadas as diversas amostras colhidas no periodo compreendido entre o Outono de
2010 e o Inverno de 2011, bem como a localizacdo da armadilha de onde a amostra é
proveniente, a ordem do artrépode que lIhe deu origem, o nimero da colheita e a sua

percentagem de similaridade com as sequencias depositadas nas bases de dados .

Tabela 3 — Identificacdo dos isolados fungicos obtidos apés isolamento em PDA, por armadilha,
local, estacdo do ano, colheita, e ordem do artropode capturado. (N.I.- Nao identificado, sp.- Isolados
identificados utilizando apenas a abordagem molecular.)
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De um total de 163 artrépodes capturados ao longo de um ano, 148 isolados
correspondendo a 25 géneros diferentes (Figura 12) e 59 espécies diferentes (Figura 13)
foram isolados, identificados e mantidos em cultura. Os géneros mais comuns foram
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e Alternaria (Figura 12). Relativamente as
espécies dominantes, estas foram Aspergillus nomius, Biscogniauxia mediterranea,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium brevicompactum, Penicillium commune,
Penicillium chrysogenum e Penicillium griseofulvum (Figura 13). Uma correspondéncia
entre 0 numero de isolados flngicos de cada espécie e a ordem do artropode da qual

foram isolados, encontra-se representada na Tabela 4. A correspondéncia entre o nimero




de isolados fungicos de acordo com as diferentes estacdes do ano em que o0s artropodes

foram colhidos encontra-se representada na Tabela 5.

Absidia
Acremaniin

Alternaria
Armilaria
Aspergillus
Beawverix
Biscognimoia
Chaetomium
Cladosporium
Caniathyrism
Cryprosphasria |
Daldinia
Engyadaontivm
Epicaccum
Fomes
Lecanicilliun
Myxotricingn |
Neonectria
Paecilonyces |
Pencilnom

Periconia
Phlebiopsys
Stemphylivn |

Sterewm |
Thielavia

T

Figura 14 - NUmero de espécies isoladas em cada género.
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Figura 15 - NUmero de isolados de cada espécie de fungo.

Tabela 4 - Correspondéncia entre 0 nimero de isolados fingicose a ordem do artropode
correspondente do qual foi isolado. (N.l.- Refere-se a 12 colheita na qual os invertebrados ndo foram

identificados, sp.- Isolados identificados utilizando apenas a abordagem molecular.)

. . Ordem do artropode
Especie fungica

Araneae | Coleoptera| Diptera |Lepidoptera| Thysanura ML
Absisgia anomala 1 1] 1] 0 I} I}
Aeremonion Fureatim I I 1 0 I} I}




(Cont. Tabela 4)

Espécie Fiingica

Ordem do artropode

Araneae | Coleoptera| Diptera |Lepidoptera| Thysanura N.L
ARterparia arhorescens 1] 1] 1] i} 1 1
Afternaria infecleria 1] 1] 1] I il 1
Afrernarna sp. 1] 1] 1] I} i} 1
Armilfaria sp. i i i I 1 i
Aspergilfos candians 1 1] 1] I} i} 1]
Aspergifivs favos 1 0 0 I i} 0
Aspergiifos niger 1] 1] 1 I} i} 1]
Aspergiffus Romios 0 0 1 1 1 4
Aepergiffus pardsiticus 1] 1] 2 I} i} 1]
Aspergiffus versieofor 1 0 0 I i} 2
Aeporgiffus 2A3ogingensis 1] 1] 1 I} i} 1]
Hoauperia hasciana 1] 1] 1] I 1 1
Beabyeria sp. 1 1] 1] I} i} 1]
Bis oo gniduesa me g erranea 0 0 0 I i} [
Chaefomivm pigroeofer 1] 1] 1] I} i} 1
Efadosporfom clfadosporoiaes 0 0 1 I 1 4
[ LTt Pt gl e P 1] 1] 1 I} 1 1]
EAa6 s poriom pini-ponaenssae 0 0 1 I i} 0
Cfadesporiom sp. 2 1] 1] 2 i1 1]
EAa 65 foriorm LSS imum 0 0 0 I 1 0
Cladrsporiom SpAaencspermom 1] 1] 1] I} i} 1
CionictAgriom Sporufosim 0 0 0 I i} 1
Crgptosplanria suhenlanea 1] 1] 1] I} 1 1]
flaldinia eoncenlriea 1 1 1] I il 1]
Engrodoniion athum 1 ] ] i} i} ]
Epiceoenm Rigrims 1 0 2 1 i} 0
Fomes fomenl s 1] 1] 1] i} 1 1]
L ecanicifliom praficiae 0 0 0 I i} 1
AfpreiricAum sefferum 1] 1] 1 I} i} 1]
Mecneoiria discophora 1 0 0 I i} 0
FPaecilompces filanicus 1] 1] 1] I} i} 1
Fenieilfium hifaiae i i i I i 3
Fenicilivm brasifanom ] ] ] i} i} 1
FPonicilfiom dreviccmpacls 0 0 2 1 2 3
Fepicillivm canescens 1] 1] 1] i} 1 1]
Fonicilfiom cArgscgenbmy 3 0 0 1 B 5
Fenicillivm citrinom 1 ] ] i} i} ]
Fenicilfium o ommine 1] 1] 1] 1 4 4
Fepicilliom crosfosym 1] 1] 1] i} 1 2
Popiciliom decatvrense 1] 1] 1] I il 4
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(Cont. Tabela 4)

Ordem do artropode
Espécie Fingica
Araneae | Coleoptera| Diptera |Lepidoptera| Thysanura N.L

Fonicilivm eppansum ] 0 ] i} 1 ]
FPenicitfivm grisecfolvom 4 0 1 1 1 i
Peniciilfvm felandicom 0 0 0 0 0 1
Penicifliom minicfofum i 0 i 0 i 1
FPenfcifliom ofeoni 2 0 0 0 1 0
Penicilifom rafstiiki i 0 i 0 1 i
Fenicilifom sp. 1 0 ] 0 3 z
FPenicifliom spinofo.sum i 0 i 0 i i
FParfconia macrespinesa 1 ] ] i 1 ]
FPhfehicpzgs gigantea 1 I 1 il 2 0
Stemphpfiom sofani ] 0 1 0 ] ]
Srereum Mrsutom 0 0 0 0 0 1
Thiefavia Apalocarpa 1] I} 1] i} 1 1]

Tabela 5 - Correspondéncia entre o nimero de isolados fungicos e a estagcdo do ano na qual

foram colhidos. (sp. - Isolados identificados utilizando apenas a abordagem molecular).

. . Estagao do ano
Espécie Fungica -
Inverno Primavera Yerao Outono

Absizgia anomala 0 1] 1 1]
Aeremonitm fune3fom 0 1 1] 1]
Aeromnc it SErfofum 0 1] 1 1]
Afternaria affernala 0 1] 1 2
Afrernaria arhorescens 1] ] ] 2
Afrernaria fnfeeforia 1] ] ] ]
Afteraaria sp 1} a a 1
Armilfaria sp 1} a a 1
Asporgiffis o anaraus 1} a 1 a
Acporgiffus favas 1} a 1 a
Acporgiifas niger 1 a a a
Aspergilifos Bomins 1} 1 1 7]
Aspergiffis parasiffcds 1} z a a
Aspergiffus versieofor 1} a 1 2
Aspergilfus sAacgingensis 1} 1 a a
Heavyeria Bassiana 1 0 1 1
Beauyeria =p 0 1] 1 1]
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(Cont. Tabela 5)

. L Estagao do ano
Especie Fungica -
Inverno Frimavera Yerao Outono

A3l cminm Rigroe ofer ] 1] 1] 1
CAadGsporitm cfadcsporiciors 2 1 a 4
EA3 0GR R I IT GO DTHOTT U ] a 2 I
EA3 0G5 R OHF T PR RORGEN G538 1 1 a I
Cfadosposiom S 2 a 2 ]
Cadesporfum FERuis s imum ] 1 a 1
Clado-sporiom SpA3ercsp e ] a a 1
ConfofAgrivm sporufosum ] 1 a 1
CrgpfospAaeria suhenfanea 1 1] I ]
flafdinia coReentriea 1] 1 2 1]
Engeoaoniivm Ibom ] ] 0 1
Epieeccim Rigrim 1 1] 2 1
Fomor Fomenlariys 0 ] 1 ]
Lecanicilffvm praficlas ] 1] 1] 1
AFprotricAum oo rum 1 1] 1] ]
Megreclrra dixcoplora ] 1] 1 1]
FPaseifcmeces Sanicos ] a 0 1
Feniciffivm bifaiae i ] 1] 3
Peniciffivm drasilianum ] ] 1] 1
Feafciffivm drevicompaciom 2 1 1 A
FPenfcilffum canaseens ] ] 1] 1
Ponicilfivm chrgscgenom 1 1 4 a
FPenicilfium cHrnum ] ] 1 1]
Fenfeilifium commune 1] 1 a |
Fenfolfum crisfosnm 1] 1] a 3
Fenfeilifium docarirense 1] 1 a 4
Feniciffinm denaritiedm 1 1 0 1
Feniciifivm dipodomeieoda 0 1 ] ]
Feafeiifium eFpansum ] 1] 1] 1
Fenfeilffom qrisecfofeum ] 1 2 4
FPenicilfivm isfan dicom 0 ] ] 1
FPenivifivm minicfol v i ] 1] 1
Peniciffivm ofsoni 3 ] 1] 1]
FPenicifliom rais ki i ] 1] 1
FPenfeiffiom sp. ] ] 3 3
Peniciifivm spinudosm i ] ] 1

50

——
| —



(Cont. Tabela 5)

Estagao do ano
Espécie Fingica

Inverno Frimavera ¥Yerio Outono
FPheliopags gigantea 1 ] 3 1
SrempAgiivm sofani 1 0 1] ]
Fteredm Afrsofomy ] i ] 1
Fhiefapia Arafocarpa 1] ] 1 1]

Pela analise da tabela 4 é possivel verificar que as ordens Araneae, Diptera,
Lepidoptera e Thysanura encontram-se associadas principalmente com fungos
pertencentes aos géneros Absidia, Aspergillus, Beauveria, Cladosporium e Penicillium
enquanto que a ordem Coleoptera se encontra associada apenas a espécie Daldinia
concentrica. A tabela de correspondéncia entre as espécies isoladas e as diferentes
estacGes do ano em que os artropodes foram colhidos, demonstra uma clara influéncia
das diferentes estacfes nos isolados fungicos obtidos. Assim os géneros dominantes no
inverno foram Penicillium e Cladosporium, na primavera Aspergillus, no outono
Aspergillus, Biscognauxia, Penicillium e Cladosporium, enquanto que no verdo foram

Penicillium e Phlebiopsys.

3.3 indices de diversidade

Os indices de biodiversidade (Shannon-Wiener) foram calculados para avaliar a
diversidade fungica encontrada em cada andar andlisado, ordem de  artropode
colhida e estagdo do ano na qual a colheita ocorreu, encontrando-se os resultados obtidos
apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8 respectivamente. Os valores mais elevados de
diversidade fangica foram encontrados no 2° piso do Arquivo, associados a ordem
Thysanura, e durante a estagdo do Outono. Por outro lado, o piso que apresenta 0 menor
valor de diversidade foi o 3° piso, verificando-se também uma diversidade nula na
ordem Coleoptera. A diversidade fungica encontra-se dentro dos valores médios (0 < H’
<In (59) = 4) com a maioria das espécies distribuidas de uma forma quase uniforme (0 <
E<1).
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Tabela 6 - indices de diversidade flngica por pisos do Arquivo.

Piso Cave 2 3 4° A* §°

N* de izolados 23 43 T 25 15 30

N® de espécies 16 24 [ 17 12 19
Shannon index 261 2,91 1,75 27 239 278
Species Evenness 054 0,71 0,43 0,65 0,59 0,69

Tabela 7 - indices de diversidade fungica correspondentes & analise por ordem de artrépode

Ordem Araneae |Coleoptera| Diptera |Leptidoptera| Thysanura
N® de isolados 25 1 18 3 43
H° de espécies 12 1 15 7 25
Shannon index 276 0 2 66 1.91 298
Species Evenness 0,62 0,65 0,47 0,73
Tabela 8 - indices de diversidade fungica correspondentes & analise por estagio do ano.
Estagio Verdo Cutono Invernoc | Primavera
HN® de isolados 35 ar 17 S
H® de espécies 23 36 12 a2
Shannon index 3 3,26 2,39 2,04
Species Evenness 0,74 0,79 0,58 0.5
( ]
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Ao lidar com a colonizacdo de colec¢Ges com valor histérico e cultural por
fungos é aconselhavel avaliar a comunidade de artrépodes, e os fungos a si associados,
de forma a desenvolver contramedidas adequadas com vista ao contr6lo da disseminacao
de propagulos e consequente contaminacdo cruzada por invertebrados (Jurado et al.
2008).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo os primeiros resultados relativos a
identificacdo de fungos associados a artropodes que circulem em bibliotecas reportados
em Portugal.

Quanto a identificacdo dos fungos isolados, a identificacdo molecular utilizando
a sequenciacdo da regido ITS total, complementada com uma analise morfoldgica,
permitiu a identificagdo da maioria dos isolados com grande precisdo. De mais de 180
artrépodes capturados, 148 isolados fangicos, pertencentes a 25 géneros e 59 espécies
foram identificadas sendo o0s géneros Alternaria, Penicillium, Aspergillus e
Cladosporium os géneros predominantes.

Esta domindncia deve-se em grande parte ao facto de muitas das espécies
pertencentes a estes géneros serem ubiquas e entomopatogénicas, e que assim se podem
encontrar em cadaveres de artropodes [6]. Oito dos 25 géneros obtidos (Aspergillus,
Beauveria, Chaetomium, Cladosporium, Engyodontium, Lecanicillium, Penicillium e
Paecilomyces) contém espécies entomopatogénicas [7].

Confirmou-se uma associacdo entre fungos entomopatogénicos (a partir dos
géneros: Aspergillus, Beauveria, Cladosporium, Engyodontium, Lecanicillium,
Penicillium e Paecilomyces) e as ordens dos artropodes dos quais foram originalmente
isoladas (Araneae, Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Thysanura). Uma explicagdo
possivel é que estas espécies de fungos sdao um componente comum da micoflora destes
artropodes (Senna 2002; Greif 2007).

A alta frequéncia das espécies Aspergillus nomius, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium brevicompactum, Penicillium commune, Penicillium
chrysogenum e Penicillium griseofulvum estd de acordo com outros trabalhos (por
exemplo Greif 2007), uma vez que se tratam de espécies cosmopolitas que produzem
elevadas taxas de mitosporos e conidios.

Os indices de Shannon relativos a cada andar revelaram uma elevada diversidade
de fungos. O 2°, 4° 5°e 6° andares apresentam valores elevados de biodiversidade e os
seus valores de equitabilidade sugerem uma distribuicdo quase similar de espécies
dentro de cada andar. O 3° andar apresentou o menor indice de biodiversidade. Este

resultado pode ser explicado pelo facto de que neste piso se encontrar a entrada principal

( 1
L > )



do AUC, e como tal, verifica-se um maior nimero de pessoas a circular diariamente, um
ambiente mais limpo e uma renovacdo de ar mais frequente, o que se reflecte em
condi¢bes ambientais precérias para o correcto desenvolvimento de fungos e inclusivé
para a circulagdo de artropodes.

A partir da analise dos indices de biodiversidade de cada ordem de artrépode,
podemos ver que a ordem Lepidoptera apresenta 0 menor valor de diversidade flngica,
enquanto as ordens Thysanura, Diptera e Araneae apresentam valores de diversidade
fangica muito mais elevados.

A ordem Coleoptera encontra-se apenas associada a espécie Daldinia
concentrica. Sabe-se que as lagartas do Lepidoptera Harpella forficella se alimentam
deste fungo (Grabe 1942), no entanto diferentes tipos de insectos e outros pequenos
animais utilizam o estroma desta espécie como o seu habitat e, consequentemente,
podem actuar como vectores de dispersdo ou auxiliando na difusdo do propagulos
fangicos (Johannesson 2000).

As ordens Araneae, Diptera e Lepidoptera encontram-se associadas
principalmente com fungos entomopatogénicos, pertencentes aos géneros Absidia,
Aspergillus, Beauveria, Cladosporium e Penicillium.

Duas espécies ndo entomopatogénicas foram identificadas como estando
associadas a ordem Thysanura: Fomes fomentarius e Crypthosphaeria subcutanea. O
primeiro € um patégeno de espécies vegetais, enquanto que a segunda tem como habitat
comum cascas de arvores (Kibby 2003; Romero 2003). Esporos de fungos
correspondentes a estas espécies podem ter estado em contacto com invertebrados
durante a polinizacdo de plantas ou servindo como uma fonte de nutrientes para esses
animais (Abbot 2002).

O facto da ordem Thysanura apresentar uma elevada diversidade fangica esta
provavelmente relacionado com a presenca de espécies entomopatégenicas, mas também
com os padrdes comportamentais destes artropodes, uma vez que eles se movem sobre
objectos enquanto se alimentam de papel, podendo ingerir esporos indavertidamente, e
transporta-los para novos suportes, numa distancia curta, uma vez que ndo sdo insectos
alados (Baverstock et al. 2009).

Relativamente a sazonalidade, as estacdes do inverno e da primavera foram as
estacOes com menor biodiversidade de fungos, enquanto que as estagdes do verdo e do
outono apresentaram valores elevados de biodiversidade. Estes resultados estdo em

conformidade com outros estudos de sazonalidade (Medrela- Kuder 2003).
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A formacao de propagulos fungicos em espécies de Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium ¢é geralmente influenciada por variacdes sazonais. As variacdes sazonais na
frequéncia destas espécies de fungos deve-se a prevaléncia de esporos de Aspergillus no
inverno, de Penicillium no inverno e primavera, e de Cladosporium durante todo o ano,
com um maior nimero de propagulos produzidos durante o verdo (Medrela- Kuder
2003).

Comparativamente, as espécies mais comuns neste trabalho foram no inverno
Penicillium olsonii, Penicillium brevicompactum, Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sp. na primavera Aspergillus parasiticus; no outono Aspergillus nomius,
Biscogniauxia mediterranea, Penicillium crysogenum, Penicillium brevicompactum,
Penicillium commune e Cladosporium sp. e no verdo Penicillium crysogenum,
Penicillium brevicompactum e  Phlebiopsys gigantea, diferindo dos estudos de
sazonalidade de Medrela-Kuder (2003) apenas por uma presenca nao tdo notavel de
propagulos de Aspergillus no inverno e pela presenca de propagulos de Phlebiopsys
gigantea no verdo. Estes resultados indicam que a diversidade fungica associada a
artrépodes no AUC é influenciada pelas diferentes estacfes do ano, estando a
propagacdo dos diferentes géneros de fungos por mecanismos que utilizam vectores
fortemente dependente da época do ano em questao.

Relembrando os objectivos deste trabalho, um deles passava por avaliar o papel
dos artropodes como vectores de dispersdo e possivel contaminacdo cruzada entre
documentos. Comparando os resultados obtidos com os resultados obtidos por Mesquita
et al. em 2009 em que foi avaliada a diversidade de microfungos em varios documentos
de diferentes suportes, verifica-se que 36% (7) das espécies encontradas colonizando
documentos foram iguamente isoladas a partir dos artropodes capturados. Cerca de
21% (4) das espécies isoladas provenientes de amostragens de ar (dados ndo
publicados), também foram identificadas em documentos. E possivel verificar que as
espécies Aspergillus versicolor, Cladosporium Cladosporioides e Penicillium
cucumerinium foram isoladas nos trés ambientes testados (ar, documentos e artrépodes),
sendo que a espécie Aspergilus fumigatus foi a Unica espécie isolada do ar e dos
documentos que ndo foi encontrada associada a artropodes.

Estes resultados apoiam a hipotese de que alguns artropodes podem actuar como
vectores de contaminagdo entre documentos em ambientes semelhantes ao do Arquivo
da Universidade de Coimbra, pelo menos para as espécies Cladosporium
cladosporioides, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor, Alternaria alternata,

Epicoccum nigrum, Penicillium canescens e Phlebiopsis gigantea .
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Os resultados mostram que algumas das espécies de fungos foram verificadas
em associagdo com os artrépodes e nos documentos, e como tal, desempenham um
papel importante no processo de biodeterioracdo de documentos, considerando que estes
fungos podem ser transportados, mas também podem crescer sobre 0s corpos de
artropodes (devido a presenca de espécies entomopatogénicas), facto confirmado pela
manutencdo da viabilidade de esporos e capacidade de desenvolvimento em meio de
cultura PDA.

Confirmado o papel preponderante de invertebrados na disperséo de fungos no
Arquivo da Universidade de Coimbra, aconselha-se o desenvolvimento e implementacédo
de algumas estratégias de contrélo no que respeita a prevencdo da entrada de insectos e
outros artropodes neste local.

O uso de ultra-sons no controlo de insectos e de outras pragas é uma metodologia
corrente nos dias de hoje, tendo ja sido demonstrada a sua aplicabilidade em laboratério.
Diversos dispositivos repelentes baseados nesta técnica sao actualmente comercializados
(Huang et al. 2003).

O uso de técnicas de ultra-sons no controlo de pestes estd bem documentado, e
podera ser uma técnica eficaz e facilmente aplicavel, com vista a conservacdo do

patrimonio historico presente no AUC.
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O presente estudo permitiu verificar que uma relacdo de associacdo entre 0s
artropodes capturados e as varias espécies de fungos isolados ocorre, verificando-se a
presenca de 7 espécies (Cladosporium cladosporioides, Penicillium chrysogenum,
Aspergillus versicolor, Alternaria alternata, Epicoccum nigrum, Penicillium canescens e
Phlebiopsis gigantea ) igualmente identificadas em documentos e em artropodes, o0 que
indica que pelo menos neste local, estas espécies sdo dispersadas por mecanismos que
utilizam vectores.

Pela analise estatistica da biodiversidade identificada, conclui-se também que os
mecanismos de propagacao zoocoricos ndo sao fortemente afectados nos diferentes pisos
do Arquivo. Contudo relativamente as estacGes do ano, é possivel verificar que estes
mecanismos de dispersédo sdo mais eficientes e activos nas estagdes do Outono e do
Veréo.

E possivel concluir ainda que 5 ordens de artropodes (Araneae, Coleoptera,
Diptera, Leptidoptera e Thysanura) sdo as responsaveis pela dispersdo de propagulos
neste local, com especial énfase para as ordens Araneae, Diptera e Thysanura cuja
grande diversidade associada, as coloca como as principais ordens capazes de transportar
uma maior diversidade e densidade de inéculo fungico.

A continuacdo deste trabalho é importante numa perspectiva de tentar conter a
dispersdo de propagulos flngicos e a consequente contaminagdo cruzada entre
documentos, de forma a complementar estretégias ja utilizadas de limpeza com vista a
inactivacao de espécies fungicas contaminantes de documentos.

Com as informacdes obtidas a partir deste estudo, pretende-se agora o
desenvolvimento de estratégias seguras que possam contribuir de alguma forma, para a
preservacao do patriménio cultural armazenado neste local.

Um mecanismo presumivelmente eficdz, ecoldgico e pouco dispensioso no
controlo da disperséo por artropodes, poderd passar pela utilizagdo de ultra-sons. Estes
mecanismos podem ser percepcionados pelos artropodes, levando ao seu afastamento
destes locais que conotam como potencias zonas de predacao.

Desejamos que este estudo possa de alguma forma ajudar institui¢cdes similares

na preservagao do seu patriménio.
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ANexos

Anexo 1 — Mapas das diferentes sec¢Oes de cada piso amostrado no AUC, evidenciando
estratégias de amostragem e a localizacdo das armadilhas ao longo das diferentes
seccOes (#- Numero da estante; # -NUmero da armadilha).
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Anexo 2 — Protocolo de extraccdo de ADN do extractor semi-automatico ABI
Prism 6100 ™ PrepStation.
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