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Durante a " E x p e d i ~ a o  Cienti f ica S. Josge e Topo 1992' fez-se a reco lha  de 
amostras de solo para peSqUlSa de nernatodos e rungos entarnopatogCnicos, no 
ambi t0 do projecto d e  caleccao e caracterizac;lo da var iabi  l idade genCtica de 
agentes entomopatogCnicos nos Acores. Corn o designado 'Galleria trap method" e a 
tecnica de f l u  t u a ~ % o - c e n  t r  i f u g a ~ a o  isolaram-se 6 nemhtodos do genero 
Heterorhabdilis. todos morfotogicamente prdximos de H ,  bacreriophora. e 13 
Pungos. 7 iden tif icados como Metarhizium anisupliae var. an isopliae e 6 do genero 
Paecllumyces. 

A survey for entomopathogens in soi l  samples was car r led  durlng the 
"Scientific Expedition S. Jorge 1992" as part or a p ro jec t  of survey and 
characterizat ion of insect parasites i n  the  Azores .  Six heterorhabdl t i  d s  were  
iso lated w i t h  the " G a l l e r i a  t rap  method", a l l  m o r p h o l o g i c a l l y  c l o s e  t o  
Heterorhabdifls bacreriophora, a n d  13 rung I ,  7 iden  t i f i e d  as Metashizlum 
anisopllae var. anlsopliae and 6 belonglng to the genus P~ecilomyces. 

A prospeccao de agentes parasitas de insectos  que se esta a levar a cab0 
inscreve-se num projecto de coleccao e caracterizac80 da variabil  idade genetica 
destes microrgan i smos nos Aqores, na perspect iva da sua conservacao e ut i I i zacao. 

0 t rabalho em curso no gmbi to des te  projecto consiste na: i) recolha de 
amostras de solo para  pesquisa de microrganismos parasitas de insectos, i i l  
ca rac te r i za~%o morfolbgica dos isolados, il i canservacilo de urna co lec~ao  de 
microrganismos recol hidos em condiCde5 de v iabi  l idade ,  i v )  carac ter l z a ~ i i o  
bioecolOgica dos isolados com v i s t a  a sua u t i l i z a ~ g o  como agentes de contro lo 
mictoblolbgico. e v )  cria~Zro de uma base de dados em que serlla referencladas 
i nformaqdes bioecoldgicas de cada urn dos micrargani smos. 

Nesle re la td r i o  referem-se os trabalhos de recolha e de c a r a c t e r i z a ~ I o  
slstematica de nernatodos e fungos en tornopatogenicos recol hidos duran te a 
"Expediciio Cientiiica S. Jorge e Topo 1992". 



Racolha das arnostrirs de solo 

Entre 28 de Junho e 1 de JuIho de 1992 recol heram-se na Ilha de S. Jorge 
amostras de solo em 163 esta~bes escolhidas ao acaso (Fig.  1 ) .  0s locais de recol ha 
representam varlos tipos de 5010 e corn diverso tipo de ocupaq&o: campo cultivado, 
fru t e i radv inha ,  paslagem, tloresla e cobesto endemlca !Erica  nzorica) (Quadro 1 1. 

Cada estaciio de recoiha foi representada por uma area de aproximadamen te 
I QO rn2 corn uma d is t r ibu  icao hornogenea da vegetacao. Em cada estacaa lizeram-se 
ent re  10 e 15 amostras parcelares de solo que foram homogenizadas recuperando- 
se cerca de 1 kg d e  solo em sacos de plasrico devidarnente identificadas e 
transportados ao laboratbrio para anal ise. 

Tsrtsrmento das amostras para lsolamenro de entomoptrlog~nos 

Utlllzou-se no tratamen to das amostras recol hldas o nletoda de f lu  tua~ao-  
centr i fuga~go  IDALMASSO, 19661 e o rnetodo de "Galleria trap" (BEDDICG e AKHURS'I'. 
19751. Neste. 6 larvas de urn insecto. Galleria nellonella. eram colocadas numa 
calxa contendo 1 kg d e  soIo e incubadas 8 dias a 22'C. findos as quais os insectos 
eram recuperados e anal isados para idenrificacao patotbgica, 

A s  larvas corn sintarnas de parasili smo causado por nernatodos eram 
colocadas numa armadilha de White vefiflcande-se diariamente a salda d e  nema- 
todos do in ter ior  do insecto. 0s insectos que apresentavam outros sintornas eram 
preparados para Observa~%o microscbp ica. 0s insectos saudavel s eram incubados 
durante 8 dlas a 22'1: em caixas de Petri  indlviduais corn aliment0 para pesquisa 
de d o e n ~ a s  corn revelaCao tardia. Testou-se a patogenicidade de todas os isotados 
assim obtidos sobre G. mellonella e sobre Mythimna unipuncta .  

Todos os nernatodos isolados foram mantidos em taboratorio sobre larvas deC.  
mellonella. 

Isolamen to de f ungos en tomops togdnicos 

O isolamento de fungos entomopatogC~icos a par t i r  das larvas corn sintomas 
de mlcose decorreu nor inOcutaCAo em d e x t o s e  getosada de "Sabouraud",  
suplementadacam 1 %  de extrato de levedura ( S D A Y )  (HUMBER, in press) .  Testou-se 
a patogenicidade de todos os isolados obtidos sobre G. mellonelEa, por i n o c u l a ~ a o  
tbpica de  con id io s  o b l i d o s  em c u I r u s a  em S D A Y ,  d u r a n t e  10 dias 
a 22'C. 

Edentlflcrr~Io dos nemdtodos p i r a s l i r s  de insec tos  e des brcsdrlar 
associidas 

Q s  isolados de nemPtodos paras ilas de I n s e c  tos foram identiricados 
recorrendo morfologla externa e morfomelria do es lado infeclan te e do macho 
a d u l t 0  e ao c~lmpastamento do estado infectante. Das larvas in fec lan les  dos 
nematodes recuperados procedeu-se A ob tencac da bac tesia simbion te pelo metodo 
da gota pendente I P O L K A R  e THOMAS. 1967). A s  bacter ias  isoladas esIao a ser 
carac ler lzadas  p a r  tecn icas morfol  bg icas ,  bioqulmIcas  e me tabol i cas .  





Quadro  1 .  Caracter ização d a s  es tações  e recolhas  de  nematodos e fungos efec tuadas .  
Amostras  pos i t ivas  ( + )  e negativas (-1. 

Es tacPo  

SJ 1 

SJ 2 

SJ 3 

SJ 4 

SJ 5 

SJ 6 

SJ 7 

SJ 8 

SJ 9 
SJ I0 

SJ 11 

SJ 12 

sJ 13 
SJ 14 

SJ i5 
SJ 16  

SJ 17 

SJ 18 

SJ 19 

SJ 20 

SJ 21 

SJ 22 

sJ 23 
SJ 24 

SJ 25 
SJ 26 

SJ 27 

SJ 28 

SJ 29 

sJ 30 
SJ 31 
SJ 32 

sJ 33 
sJ 34 
SJ 35 

SJ 36 

SJ 37 

SJ 38 

SJ 39 
SJ 40 

SJ 41 

SJ 42 

SJ 43 
SJ 44 

sJ 45 
SJ 46 

SJ 47 

SJ 48 

SJ 49 

sJ 50 
SJ 51 
SJ 52 

Local 

Pico dos  Cutelos 

Pico dos Cutelos 

R. Eh-1 

Farol dos  Rosais 

R. EK 1 - C. dos  Almos 

R. E K l  

Sete  Fontes  

Sete  Fontes  

Sete  Fontes  
Pon ta  

Ponta  

Pedregu lho  

Pedregu lho  

Pedregu lho  

Ponta  Ruiva 

Canada d a  Preguiça  

Canada d a  Preguiça  

'l 'ronquei r a  

Covas do  Barro  

Covas do  Barro  

Canad inha  Kova 

Canto d a  Relva 

Canto d a  Relva 

Canto d a  Relva 

R.Eh-1 - Rosais 

R.Eh-1 - Rosais 

R.Eh-1 - Figueiras 

Morro Grande - Velas 

h4orro Grande - Velas 

Morro Grande - Velas 

Fonte das Eiras 

Cais do  'l'opo 

'l'opo 

Ponta  do  'l'opo 

Ponta  do  topo 

Ponta  d o  'l'opo 

Cabeço d a  Forca 

Cabeço d a  Forca 

Correios - l'opo 

S. P e d r o  

Cabeço da  Forca 

Cabeço da  Forca 

Ponta  d e  S. Gonçalo 

Lomba 

Lomba 

Engenho 

Engenho 

Engenho 

Bar re i ro  

Bar re i ro  

Santa  Rosa 

San ta  Rosa 

Kematodos  

- 
- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 
- 

- 
- 

- 

- 

- 

- 

- 
- 

- 

A l t i t u d e  

380 

350 

300 

250 

350 

400 

42 5 

425 
400 

350 

350 

175 

200 

200 

250 

325 

350 

425 
400 

400 

350 

250 

250 

250 

150 

1 50 

150 

2 5 

25 

5 O 

25 

25 

7 5 
7 5 
50 

2 5 

125 

125 

175 

100 

125 

125 

7 5 

150 

150 

275 

275 

275 

275 

275 

200 

175 

Fungos  
- 
+ 

+ 

- 
- 

- 

+ 

- 

- 
- 
- 

- 

+ 

- 
+ 

- 
- 

+ 

- 

- 

- 
- 
- 
- 
- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 
+ 

+ 

- 
+ 

- 

- 

H a b i t a t  

Pas tagem 

Pastagem 

Erica azorica 

Erica azorica 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Cripromeria japonica 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Cr ip  tomer-ia japonica 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Floresta 

Pastagem 

Pastagem 

Floresta 

Pastagem 

Pastagem 
Floresta 

Floresta 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Vinha 

Vinha 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Pastagem 

Campo cul t iuado 

Erica azorica 

Pastagem 

Campo cul t ivado 

Campo cul t ivado 

Pastagem 



Eatacao 

SJ 5 4  

sJ 55 
SJ 56 
SJ 57 
SJ 58 
SJ 59 
SJ 60 
SJ 61 

SJ 62 

SJ 63 
SJ 64 

SJ 65 
SJ 66 
SJ 67 
SJ 68 
SJ 69 
SJ 70 

SJ 71 
SJ 72 
SJ 73 
SJ 74 

sJ 75 
SJ 76 

SJ 77 

SJ 78 

SJ 79 
SJ 80 
SJ 81 

SJ 82 

sJ 83 
SJ 84 

SJ 85  
SJ 86 

SJ 87 

SJ 88 

S j  84 

SJ 90 
SJ 91 
SJ 92 

SJ 93 
SJ 94 

SJ 95 
SJ 96 
SJ 97 

SJ 98 

SJ 99 
SJ 100 

SJ 101 

SJ 102 

SJL03 
SJ 104 

SJ105 
SJ 106 
SJ 107 

Al t i tude 

275 

275 
200 

350 
350 
350 
400 

450 

450 

425 
500 

425 

550 
725 
700 

700 

650 

575 
325 
225 
200 

200 

25 

25 
50 

50 

10 

10 

75 

75 

25 
25 
75 

LOO 

200 

325 
325 

475 
325 

325 
10 

25 
10 
10 

10 

t25  
LOO 

t O  

10 

10 

25 
150 

125 
250 

LMIL 

S. Anlao 

S. Anlao 

Caminho da Pedra 

S, hntao 
Cirninho do Plco 

Caminho do Plco 

Cminho doPlca 
Ciminho do Plco 
Camlnho doPlco 

Paslo 
Pasta 
CaminhodaF.deS.JMo 

'Ibrreiros 

Pedras Brancas 
EL2 - 10 Km 

EK2 - 10 Km 
EK2 - 8 Krn 
EK2 - 5  Km 
EK2 - Silvadiio 

EL2 - I Km 
Serra da Piedade 

Serra da Piedade 
h i s  da Queimada 

Q l s  da Queimada 

Quelmada 
Quelmada 
Porto - F, de S. Amaro 

Fapi de 5. Amliro 

Faia de S. Amaro 
Fmtb da S. Amaro 

Cals das hlanadar 

Gals das Manadas 

Manadas 
FrP das Almas 

Ladeiras 

Pedreira 
P d r e i r a  

Penos 

Vallnhos 

Yallnhos 

Portiaho - F. Grrmnde 

Fajgl Grande 

Calbeta 
Cal heli  

Cal heta 

Rua de Baixo - Calhela 

RibeiraSeca 

FIB dos Vlmes 

FaP dos Vimes 
P a ~ d o s V i m e s  

FIB dns Vimes 

RIbelraSeca 
Ribeira Seca 

Si lve in  

Habitat 

Pasragem 

Cmpo  culrivadn 

Camno culllvada 

Cmpo cu l~ ivadn 
Pastagem 
C r l p ~ m e r l a  Mponica 
Paslagem 

,luniperus brevifnlra 

fastagem 

Pasrapem 

Pasrapem 

Pastagem 

Pasragem 

Pasla~ern 

Floresta 

P a s ~ a ~ e m  

Pastagem 

Pastagam 

Floresta 

Pastapem 

Cmpo cul l ivrdo 

Paslagem 

Erica aznrlca 
Vlnha 

Campnculrivado 

Paslagern 

Paslagern 

Florcsta 

Eucalipnl 

Figuelras 

Bananas 

Campn ~ u l l l ~ a d o  
Campo cullivado 

Vinha 

Camgo cultivado 

Pnsta8em 

Carnpn culliuado 

Pastagern 

C m p o  cullivado 

Paslagem 

Pasragem 

Vinha 

Carnpocultivado 

Vlnha 

Camgn cultlvadn 

Campo cultlvado 

Pastagern 

Pastagem 

Campocullivado 

Campo cullivatlo 

Campo cull ivadn 

Campo culrivado 

Carnpo cullivada 

Paslapern 

Cemltados 

- 
- 

- 

- 
+ 
- 
+ 

+ 
- 

t 

+ 

+ 

t 

+ 

+ 

+ 

+ 
- 

- 
+ 

+ 

+ 

A 

t 

- 

+ 

- 

- 
- 

Fuagos 

- 

- 
t 

+ 
- 
- 
- 

t 

- 

- 
- 
+ 
- 
+ 

t 

- 
- 

+ 

- 
+ 

.. 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 

+ 

+ 
- 
- 

- 
- 
t 

- 
+ 



Estaqao Lmrl Altitude 

SJ 109 
S J l l O  
SJ Ill 

SJ 1  12 

SJ113 
SJ 114 

SJ I I5 
SJ 1 I 6  
SJ117 
SJ118 

325 
325 
425 
475 
500 
500 

475 

475 
400 
425 

10 
tO  

500 
700 
700 
725 
700 

25 
25 
25 
25 
25 

300 
350 
525 
600 

550 
450 
450 
475 
300 
275 
150 
25 
375 
350 
275 
300 
250 
250 
375 
375 
350 

350 
400 

375 
450 
450 
400 

400 

ELL - Korles 
E M - K o r t e s  
EL1 - K. Paquano. Km 29 

ECI - Brenha 
Eh'l-tiortes 

Eti l  - Koortes 

t i m e  Pequeno 
Korte Pequeno 

Ribe l radadre ia  
RlbelradaAreia 

Habglat 

SJ 1 19 
SJ I20 
SJ 12 1 
SJ 122 
SJ 1 2 3 
SJ124 
S J t 2 5  
SJ 126 
SJ 127 
SJ 128 
SJ 129 
SJ 130 
SJ 13 1 
SJ 132 
SJ 133 
SJ 134 
SJ 135 
S j136  
SJ 137 
SJ 138 
SJ 134 
SJ 140 
SJ 14 1 
SJ I42  

SJ 143 
SJ144 
SJ 145 
SJ 146 

$1 147 
SJ 148 
SJ I49 
SJ 150 
S J L 5 1  

S J t 5 2  
SJ 153 
SJ 154 
SJ 155 
SJ 156 
SJ I57 
SJ 158 
SJ 159 
SJ160 
SJ 16 1  
SJ 162 
SJ 163 

- 
- 
- 

- 
* 

- 
- 
- 
- 

hbmitodor 

Paslagem 
Pasragern 

Floresta 

Pasragern 
Pastagern 
Campo cu l tlvadn 

Pastagern 

Urzelina 

Urzelina 
EL3 - Fortes 
EL3 - 6orles 
EC3 - h'ortes 
I E K 3 - K o r m  
E K 3 - h ' o r r e s . I Z K m  
Faia do Ouvldor 
FiH do Ouvldor 
Fam do Ouvldor 
Fap do Ouvidor 
Fa@ do Ouvidor 
h'orte Grrmnde 
6orte Grslnde 

L n t o  Antbnio 
Pico da Ponta Furada 
'Ibledo 
CerradodosPenedos 
Cerrade dos Penedos 
Cerrado do5 Penedos 
9 n 1 o  Amaro 
Sanlo Amare 
F. de Bnro  Arnaro 
Urzelina 
Sanlo Pimaro 
SantoAmaro 
San~o Amaro 
L n t o  Amaro 

Eh'l - Velas 
EKl -Velas 
Rlbelra do Almelda 
Rlbelra do Almelda 
CimodoCorho 

ClrnodoCorao 
Pico d i  Barroca 
Plco da Barroca 
Entreplcos 
Entseplcos 
Casa do l'elhal 
Casa do T e l h l  
PaB de S. Crlsto 
Fa@de$.Crislo 
Faja dos Cubres 
FajL de S. Cristo 
Fala ae S. Cristo 

Pungos 
+ 

- 

10 
10 

! O  
10 

Pasirgem 

Pasta~ern 

Pislagem 
Pasraaem 
Pnstagem 
Parragem 
Vtnha 
P a s l a ~ e m  
Camgocuttivado 
Garnpo cul livadn 
Vinha 
C m p o  culrivado 
Pastn~em 
Pasta~ern 
Pastapem 
Pasragern 
Campo cul tivadn 
Crip~mcriajagonrca 

Pastagern 
Pastagern 
Campn cullivadn 
Floresfa 

Ftoresta 
Pastagem 
Campo cul tivada 
Campo cul rivado 
Pasragem 
Pasla~ern 
Carnpocultivado 
Campa cu l lbvado 

Crip tomeria japonica 
Carnpo c u  l tivado 

Paslapem 
Pascaeem 
Carnpo cultivado 
C r i p t o m ~ r i ~  jrrponica 
Paslagem 
Pastnpem 
Cripramerla japanica 

- 
- 
- 
- 
- 

P a s ~ a ~ e r n  
Pasragern 
P a s r a ~ e m  
Campo culfevado 
Pastagem 

Paslapem 
Pastagem 
Campo cultivado 

C.mpocul1lvadn 

- 

- 
.+ 

+ 

4 

- 

- 

- 

- 
+ 
- 

- 

.. 
- 

+ 
+ 

+ 

- 
- 

- 

- 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
m 

- 
+ 
- 
.. 
- 
- 
- 
4 

+ 

- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 



Identifica~llo dos iungols parasitas de lnsectos 

0 s  isolados d e  lungos parasitas d e  insectos forarn idenlilicados por anrllise 
rnorfaldgica (BARKEW e HUKTER, 1987: CARMICHAEL et  al. .  1980: HUMBER, i n  press). ap6s 
cul tura em lamina (RIDDELL. 1950) .  

O material b ioldgico i solado loi conservado segundo tCcnicas adequadas - 05 
nematodos roram mantidos em igua  es te r i  l corn a re  jamento permanente sob 
temperatura controlada (10"CI  e as bacterias simbion tes do nerndtodo e os lungos 
em crloconserva~ao ( -80-C) .  

Tendo em conta a pesquisa que se pretende a amostragem realitada na jlha de 
S. Jarge consideta-se sat isfatbria  urna vex que se conseguiu urna d i s t r i b u i ~ a o  
bastante homogenea. Das amostras de solo recol hidas  67 % apresentavam nematodos 
e 40% apresen tava rungos. A maioria dos nernlltodos encon trados eram nemdtodos 
de vida livre e T i  toparasi tas e a maiosia Uos rungos era de natureza saprofitica. Uns 
e outros estPo fora do alcance deste  trabalho. Efectivamente. nas 163 amostras 
real izadas em S, Jorge recolheram-se 6 i solados de nematodos entomoparasi tas e f 3 
de fungos entarnopatogCnicos (Quad ro 2). 

Em cober to  endemico,  Er ica  azvrica,  50 X das  amostras  recol hidas 
apresentavam nematodos enlomopstrasitas enquanto que essa frequencia em solo 
cul t ivado e em pastagem foi apenas d e  4 , 2  X e 2 - 5 2  respectivamente.  615% das 
amostras pasi rivas para estes  nemlllodos Cicarn s i  tuadas abai xo dos 150 m corn os 3 
t i  pos de coberto vegetal referldo. 0s campos cu l tivados diziam respei to a urn campo 
de  milho situado nas Veias ( e s t a ~ s o  S j  29) e a urn campo de trernoqo em Sto. Amaro 
(esracao SJ 1403 a 25 e 275 m de altitude, respectivamente. A s  2 pastagens ficavarn 
s i  tuadas no Morro Grande das Velas (estaqiio SJ 30) e na Fon te das Eiras das Velas 
( e s t a ~ a o  S j  31) a 50 e 25 m de alt i tude. respectivamente. 

Corn base em dados b iometricos os 6 nemarodos en tornoparas i tas isolados 
foram caracterizados como pertencendo A rarnllia Heterorhabdilidae e ao genero 
Heterorhabditis, morfol ogicamen te prox imos de H. bacter'iophora. Des t e s  nema- 
todos isolaram-se as respectivas bactCrias simbiontes do genero Photorhabdus. 0s 
ensaios de Uetermina~ao d a  especie dos nem8tcidos estao a decorrer  consrituindo 
material d e  i n v e s t i g a ~ a o  para doutoramento do  Lic. J o s t  Silvino Rosa e a 
caracterizaq%o das bacteria5 constitui o trabal ho para APCC da  Lic. Carla Mendes. 

No respe i  tante  a fungos entomopatogenicos. todos a s  isolados forsm 
caracterizados como pertencendo A ordem Moniliales, farnilia Monitiaceae: 7 d e  
Metarhfzlum anlsopliae var. anlsopliae e 6 do  gCnero Paecilomyces (Quadro 2). 

Apenas 7,6% dos isolados iUngicos roram recolhidos sob coberlo rlorestal, 0 

que corresponde a apenas 0.5 % das  amostras  efectuadas neste  habitat.  0s 
restantes isolados foram provenientes das  amostras de solo cul tivada e de pastagem 
(46,2 % em cada urn destes cobestos vegetais). Em solo cultivado, observou-se uma 
predominancla da lrequkncla de Paecilomyces sobre a de M, anlsopliae ( 8 . 3 %  e 
4 . 2 %  das amostras recolhidas, respectivamente),  enquanto que em pastagem se 
regjstou precisamente o inverso ( 2 , 5  % e 4.9 X ,  respect ivamenre). Dos isolados 



recolhidos em areas cullivadas 73 Z foram provenientes de carnpos de milho, senda 
os restantes originarios de batatal. Para alcm do cobet io  vegetal, a alt  i f ude parece 
tambCm desernpenhar urn papel importante na distrib~i~ao destes patogeneas. 8 5 2  
dos lsolados doram secolhidos em estaCdes situadas acirna 60s 200 m de a l l i l u d e .  
sendo todos as  exemplares de M. anisopliae isolados de salas localizados en tre 200 
e 400 rn. 

Estao em curso os ensalas para a determtnacao especirica das isolados de 
PaecIlom yces. 

0 material bioldgico recolhido faz paste da Colec~ao  de En rornopatogenos dos 
Acores CEA (DB/UA 1. corn a designacao i nd icada no Quadro 2. 

Quadro 2. Estaqdes onde foram lsalados nern$todos e fungo5 entomopatogeneos. A 
designa~ao dos isolados diz  respei to respecrlva referencia em c o l e c ~ a o  
CEA IDB/LtA).  As amostras negativas estao asslnaladas corn (-1 
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