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RESUMO

Durante a "Expedicdo Cientifica S. Jorge e Tapo 1992" fez-se a recolha de
amostras de solo para pesquisa de nematodos e fungos entomopatogénicos, no
ambito do projecto de colec¢do e caraclerizacdo da variabilidade genctica de
agentes entomopatogeénicos nos Ac¢ores. Com o designado “"Galleria trap method” e a
técnica de flutuagao-centrifugacao isolaram-se 6 nemdtodos do genero
Heterorhabditis. todos morfologicamente proximos de H. bacteriophora. e 13
fungos. 7 identificados como Metarhizium anisopliae var. anisopliae e 6 do genero
Paecilomyces.

ABSTRACT

A survey for entomopathogens in soil samples was carried during the
“Scientific Expedition S. Jorge 1992" as part of a project of survey and
characterization of insect parasites in the Azores. Six heterorhabditids were
isolated with the "Galleria trap method”. all morphologically close to
Heterorhabditils bacterifophora. and 13 fungi. 7 identified as Metarhizium
anisopliae var. anisopliae and 6 belonging to the genus Paecilomyces.

INTRODUGAO

A prospeccao de agentes parasitas de insectos que se esta 4 levdar a cabo
inscreve-se num projecta de colecgdo e caracterizacdo da variabilidade genélica
destes microrganismos nos A¢ores, na perspectiva da sua conservacdo e utilizacdo.

O trabalho em curso no ambito deste projecto consiste na; i) recolha de
amostras de solo para pesquisa de microrganismos parasitas de insectos, ii)
caracterizacdo morfolégica dos isolados. iii) conservacdo de uma coleccdo de
microrganismos recolhidos em condi¢des de viabilidade, iv) caracterizagdo
bioecologica dos isolados com vista 4 sud ulilizacdo como agentes de contraolo
microbiologico. e v) criacdo de uma base de dados em que serdo referenciadas
informagdes bioecologicas de cada um dos microrganismos.

Neste relatorio referem-se os trahalhos de recolha e de caracterizacao
sistemdtica de nemadtodos e fungos entomopatogenicos recolhidos durante a
"Expedicdo Cientifica §. Jorge e Topo 1992",



MATERIAL E METODOS

Recolha das amostras de solo

Entre 28 de Junho e | de Julho de 1992 recolheram-se na llha de S. Jorge
amostras de solo em 163 estacoes escolhidas ao acaso (Fig. I). Os locais de recolha
representam varios tipos de solo e com diverso tipo de ocupdac¢do: campo cultivado,
fruteiras/vinha. pastagem, floresta e coberto endemico (Erica azorica) (Quadro 1).

Cada estacdo de recolha foi representada por uma drea de aproximadamente
100 m2 com uma distribuicao homogenea da vegelacao. Em cada estacdo fizeram-se
entre 10 e 15 amostras parcelares de solo que foram homogenizadas recuperando-
se cerca de 1 kg de solo em sacos de plastico devidamente identificadas e
transportados ao laboratoério para andlise,

Tratamento das amostras para Isolamento de entomopatogénos

Utilizou-se no tratamento das amostras recolhidas o metodo de flutuacgao-
centrifugagdo (DALMASS0., 1966) e 0 método de "Galleria trap” (BEDDING € AKHURST,
1975). Neste, 6 larvas de um inseclo. Galleria mellonella. eram colocadas numa
caixa contendo 1 kg de solo e incubadas 8 dias a 22°C, findos 0s quais 0s insectos
eram recuperados e analisados para identificacdo patologica.

Isolamento de nemdtodos entomoparasitas

As larvas com sintomas de parasitismo causdado por nemdtodos eram
colocadas numa armadilha de White verificando-se diariamente a saida de nema-
todos do interior do insecto. Os insectos que apresentavam oulros sintomas eram
preparados para observacdo microscépica. Os insectos saudaveis eram incubados
durante 8 dias a 22°C em caixas de Petri individuais com alimento para pesquisa
de doenc¢as com revelagdo tardia. Testou-se a patogenicidade de todos os isolados
assim obtidos sobre G. mellonella e sobre Mythimna unipuncta.

Todos os nematodos isolados foram mantidos em laboratorio sobre larvas deG.
mellonella.

Isolamento de fungos entomopatogénicos

O isolamento de fungos entomopatogénicos a partir das larvas com sintomas
de micose decorreu por inoculacdo em deXtose gelosada de "Sabouraud”.
suplementada com 1 % de extrato de levedura (SDAY) (HUMBER, in press). Testou-se
a patogenicidade de todos os isolados obtidos sobre G. mellonella. por inoculagao
tépica de conidios obtidos em cultura em SDAY., durante 10 dias
a22°C.

Identificacdo dos nemdtodos parasitas de Insectos e das bactérias
associadas

Os isolados de nemdtodos parasilas de insectos foram identificados
recorrendo a4 morfologia externa e morfometria do estado infectante e do macho
adulto e ao comportamento do estado infectante. Das larvas infectantes dos
nematodos recuperados procedeu-se a obtencdo da bacteria simbionte pelo método
da gota pendente (PoINAR e THOMAS, 1967). As bacterias isoladas estdo a ser
caracterizadas por técnicas morfologicds., bioguimicas e metabolicas.
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Figura 1. Distribui¢o das esta¢des de recolha de solo na Ilha de S. Jorge e localizagdo dos agentes patogénicos isolados. Os mimeros correspondem a identificagdo de colecgdo.




Quadro 1. Caracterizagdo das estagdes e recolhas de nematodos e fungos efectuadas.

Amostras positivas (+) e negativas (-).

Estagio Local Altitude | Habitat Nemdtodos Fungos
SJ1 Pico dos Cutelos 380 Pastagem + =
s]2 Pico dos Cutelos 350 Pastagem - .
$J3 R. EN1 300 Erica azorica - .
Sl4 Farol dos Rosais 250 Erica azorica . -
SJ]S R.EN1 - C. dos Almos 350 Pastagem . -
SsJ6 R. ENI 400 Campo cultivado . *
SJ7 Sete Fontes 425 Criptomeria japonica + -
S8 Sete Fontes 425 Pastagem + +
sJ]9 Sete Fontes 400 Pastagem + -
SJ 10 Ponta 350 Campo cultivado v -
SJit Ponta 350 Criptomeria japonica - -
sJ12 Pedregulho 175 Campo cultivado + -
SJ13 Pedregulho 200 Pastagem + -
S) 14 Pedregulho 200 Floresta - +
SJ15 Ponta Ruiva 250 Pastagem + -
SJ 16 Canada da Preguiga 325 Pastagem + +
S]17 Canada da Preguica 350 Floresta . -
SJ18 Tronqueira 425 Pastagem - +
SJ19 Covas do Barro 400 Pastagem v -
§J 20 Covas do Barro 400 Floresta . -
S) 21 Canadinha Nova 350 Floresta - .
§J) 22 Canto da Relva 250 Campo cultivado v B
§)23 Canto da Relva 250 Pastagem .
SJ 24 Canto da Relva 250 Pastagem + -
5] 25 R.EN1 - Rosais 150 Campo cultivado + .
SJ] 26 R.EN1 - Rosais 150 Pastagem + -
SJ 27 R.EN1 - Figueiras 150 Pastagem + -
SJ 28 Morro Grande - Velas 25 Pastagem + -
SJ] 29 Morro Grande - Velas 25 Campo cultivado + £
$] 30 Morro Grande - Velas 50 Pastagem v -
SJ 3l Fonte das Eiras 25 Pastagem - -
§J 32 Cais do Topo 25 Pastagem - +
$J 33 Topo 75 Campo cultivado - :
SJ] 34 Ponta do Topo 75 Vinha + *
5] 35 Ponta do topo 50 Vinha - -
SJ 36 Ponta do Topo 25 Pastagem = *
SJ137 Cabeco da Forca 125 Pastagem . -
$] 38 Cabeco da Forca 125 Campo cultivado - +
SJ 39 Correios - Topo 175 Pastagem + -
S] 40 S. Pedro 100 Campo cultivado + +
SJ4l Cabeco da Forca 125 Pastagem ~ +
5)42 Cabego da Forca 125 Campo cultivado - +
$] 43 Ponta de S. Gongalo 75 Pastagem -~ .
S) 44 Lomba 150 Pastagem + =
S) 45 Lomba 150 Campo cultivado - +
S) 46 Engenho 275 Pastagem + +
S) 47 Engenho 275 Campo cultivado + -
S] 48 Engenho 275 Erica azorica - -
$] 49 Barreiro 275 Pastagem - +
§J 50 Barreiro 275 Campo cultivado + -
$J 51 Santa Rosa 200 Campo cultivado - .
S]52 Santa Rosa 175 Pastagem . -
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Estaciio Local Altitude | Habitat Nemdtodos Fungos
S] 54 S. Antido 275 Pastagem - -
$J 55 S. Antao 275 Campo cultivado - -
S] 56 Caminho da Pedra 200 Campo cultivado + +
5] 57 S. Antao 350 Campo cultivado ' -
S) 58 Caminho do Pico 350 Pastagem . +
8] 59 Caminho do Pico 350 Criptomeria japonica - v
SJ] 60 Caminho do Pico 400 Pastagem . -
SJ61 Caminho do Pico 450 Juniperus brevifolia . -
S] 62 Caminho do Pico 450 Pastagem ™ =
S] 63 Pasto 425 Pastagem + .
S) 64 Pasto 500 Pastagem - +
§) 65 Caminho da F, de S. Jodo 425 Pastagem + -
SJ] 66 Terreiros 550 Pastagem + .
S)67 Pedras Brancas 725 Pastagem = +
S| 68 EN2 - 10 Km 700 Floresta . -
S] 69 ENZ - 10 Km 700 Pastagem + -
SJ 70 EN2-8 Km 650 Pastagem + v
§]71 ENZ -5 Km 575 Pastagem - -
S] 72 EN2 - Silvadido 325 Floresta + +
$]73 ENZ-1 Km 225 Pastagem + +
S) 74 Serra da Piedade 200 Campo cultivado + =
S$)75 Serra da Piedade 200 Pastagem + =
§) 76 Cais da Queimada 25 Erica azorica + +
S$) 77 Cais da Queimada 25 Vinha * +
$)78 Queimada 50 Campo cultivado . .
S] 79 Queimada 50 Pastagem + -
5] 80 Porto - F. de S. Amaro 10 Pastagem + -
S) 8l Faja de S. Amaro 10 Floresta + -
S) 82 Faja de S. Amaro 75 Eucaliptal + -
S) 83 Faja de S. Amaro 75 Figueiras + -
SJ 84 Cais das Manadas 25 Bananas + -
$]85 Cais das Manadas 25 Campo cultivado * '
S) 86 Manadas 75 Campo cultivado - -
S]87 Faja das Almas 100 Vinha + -
5] 88 Ladeiras 200 Campo cultivado - -
SJ 89 Pedreira 325 Pastagem + -
SJ 90 Pedreira 325 Campo cultivado v -
§] 91 Fenos 475 Pastagem + -
§]92 Valinhos 325 Campo cultivado - -
S]93 Valinhos 325 Pastagem ' +
S) 94 Portinho - F. Grande 10 Pastagem 1 -
$] 95 Faja Grande 25 Vinha + e
5] 96 Calheta 10 Campo cultivado + =
s8] 97 Catheta 10 Vinha + .
5) 98 Calheta 10 Campo cultivado s .
§J 99 Rua de Baixo - Calheta 125 Campo cultivado + ¢
SJ) 100 Ribeira Seca 100 Pastagem = -
§] 101 Faja dos Vimes 10 Pastagem -
S] 102 Faja dos Vimes 10 Campo cultivado . +
S] 103 Fajd dos Vimes 10 Campo cultivado + -
S] 104 Faja dos Vimes 25 Campo cultivado = -
sJ 105 Ribeira Seca 150 Campo cultivado + v
S] 106 Ribeira Seca 125 Campo cultivado - -
SJ 107 Silveira 250 Pastagem - v
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Estacio Local Altitude | Habitat Nemdtodos Fungos
SJ 109 ENL - Nortes 325 Pastagem + ~
SJ110 ENI1 - Nortes 325 Pastagem * -
St EN1 - N. Pequeno, Km 29 425 Floresta - -
sjl12 ENI - Brenha 475 Pastagem + E
S)113 EN1 - Nortes 500 Pastagem . .
S]1i4 EN1 - Nortes 500 Campo cultivado + -
SJ 115 Norte Pequeno 475 Pastagem + -
SJ L6 Norte Pequeno 475 Pastagem + -
S] 117 Ribeira da Areia 400 Pastagem + -
S)118 Ribeira da Areia 425 Campo cultivado - -
sJj1L19 Urzelina 10 Campo cultivado . -
SJ 120 Urzelina 10 Pastagem - -
s)lL2l EN3 - Nortes 500 Pastagem + -
s) 122 EN3 - Nortes 700 Pastagem - -
S§] 123 EN3 - Nortes 700 Pastagem E -
S) 124 EN3 - Nortes 725 Pastagem . -
§) 125 EN3 - Nortes, 12 Km 700 Pastagem . +
S) 126 Faja do Ouvidor 25 Vinha - -
Sj 127 Faja do Ouvidor 25 Pastagem . +
S) 128 Faja do Ouvidor 25 Campo cultivado - .
§] 129 Faja do Ouvidor 25 Campo cultivado + =
S) 130 Faja do Ouvidor 25 Vinha - .
5) 131 Norte Grande 300 Campo cultivado . .
s) 132 Norte Grande 350 Pastagem = =
S) 133 Santo Antonio 525 Pastagem . -
SJ 134 Pico da Ponta Furada 600 Pastagem r -
SJ 135 ‘Toledo 550 Pastagem . -
SJ 136 Cerrado dos Penedos 450 Campo cultivado - -
S) 137 Cerrado dos Penedos 450 Cripiomeria japonica - -
SJ) 138 Cerrado dos Penedos 475 Pastagem + -
S) 139 Santo Amaro 300 Pastagem -
S) 140 Santo Amaro 275 Campo cultivado . +
SJ) 141 F. de Santo Amaro 150 Floresta . -
S) 142 Urzelina 25 Floresta . -
S) 143 Santo Amaro 375 Pastagem . -
S] 144 Santo Amaro 350 Campo cultivado . -
$J] 145 Santo Amdro 275 Campo cultivado . -
SJ 146 Santo Amaro 300 Pastagem + +
SJ 147 EN1 - Velas 250 Pastagem - +
SJ 148 ENI -Velas 250 Campo cultivado . -
SJ 149 Ribeira do Almeida 375 Campo cultivado - -
SJ 150 Ribeira do Almeida 375 Criptomeria japonica - v
SJ 151 Cimo do Corao 350 Campo cultivado . -
sJ 152 Cimo do Corao 350 Pastagem . +
SJ 153 Pico da Barroca 400 Pastagem - -
S) 154 Pico da Barroca 375 Campo cultivado . -
§) 155 Entrepicos 450 Criptomeria japonica E -
SJ 156 Entrepicos 450 Pastagem - .
S) 157 Casa do Telhal 400 Pastagem + *
SJ 158 Casa do Telhal 400 Criptomeria japonica - -
SJ 159 Faja de S. Cristo 10 Pastagem - -
S) 160 Faja de S. Cristo 10 Pasiagem - -
SJi6l Faja dos Cubres 10 Pastagem = .
SJ 162 Faja de S. Cristo 10 Campo cultivado - =
5] 163 Faja de S. Cristo 10 Paslagem = -
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Identificacdo dos fungos parasitas de insectos

Os isolados de fungos parasitas de insectos foram identificados por andlise
morfologica (BARNETT e HUNTER. 1987: CARMICHAEL et al.. 1980: HUMBER. in press). apos
cultura em lamina (RIDDELL. 1950).

Conservacdo do material bloldgico

O material biologico isolado foi conservado segundo tecnicas adequadas - os
nemdtodos foram mantidos em agua esteril com arejamento permanente sob
temperatura controlada (10°C) e as bacterias simbiontes do nemdtodo e os fungos
em crioconservacdo (-80°C).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Tendo em conta a pesquisa que se pretende a amostragem realizada na ilha de
S. Jorge considera-se satisfatoria uma vez que se conseguiu uma distribuigdo
bastante homogénea. Das amostras de solo recolhidas 67 % apresentavam nematodos
e 407% apresentava fungos. A maioria dos nematodos encontrados eram nematodos
de vida livre e litopdarasitas e 4a mdioria dos fungos era de natureza saprofitica. Uns
e outros estdo fora do alcance deste trabalho. Efectivamente. nas 163 amostras
realizadas em S. Jorge recolheram-se 6 isolados de nematodos entomoparasitase 13
de fungos entomopatogénicos (Quadro 2).

Em coberto endémico, Erica azorica., 50% das amostras recalhidas
apresentavam nematodos entomoparasitas enquanto que essa frequéncia em solo
cultivado e em pastagem foi apenas de 4.2% e 2.5% respectivamente. 66% das
amostras positivas para estes nematodos ficam situadas abaixo dos 150 m com o0s 3
tipos de coberto vegetal referido. Os campos cultivados diziam respeitoa um campo
de milho situado nas Velas (esta¢do SJ 29) e 2 um campo de tremogo em Sto. Amaro
(estagdo SJ [140) a 25 e 275 m de altitude, respectivamente. As 2 pastagens ficavam
situadas no Morro Grande das Velas (estacdo SJ 30) e na Fonte das Eiras das Velas
(estacao §J 31)a 50 e 25 m de altitude, respectivamente.

Com base em dados biométricos os 6 nemaltodos entomoparasitas isolados
foram caracterizados como pertencendo 4 familia Heterorhabditidae e ao género
Heterorhabditis, morfologicamente proximos de H. bacteriophora. Destes nema-
todos isolaram-se as respectivas bactérias simbiontes do géenero Photorhabdus. Os
ensaios de determinacdo da espeéecie dos nematodos estdo a decorrer constituindo
material de investigacdo para doutaramento do Lic. Jose Silvino Rosa e a
caracterizacdo das baclérias constitui o trabalho para APCC da Lic. Carla Mendes.

No respeitante a fungos entomopatogénicos. (odos os isolados foram
caracterizados como pertencendo 4 ordem Moniliales, familia Moniliaceae: 7 de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae e 6 do género Paecilomyces (Quadro 2).

Apenas 7.6 % dos isolados fungicos foram recolhidos sob coberto florestal, o
que corresponde a apenas 0.5% das amostras efectuadas neste habitat. Os
restantes isolados foram provenientes das amostras de solo cultivado e de pastagem
(46.2% em cada um destes cobertos vegetais). Em solo cultivado. observou-se uma
predominancia da frequéncia de Paecilomyces sobre a de M. anisopliae (8.3% e
4.2% das amostras recolhidas, respectivamente), enquanto que em pastagem se
registou precisamente o inverso (2.5% e 4.9%. respectivamente). Dos isolados
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recolhidos em dreas cultivadas 75 % foram provenientes de campos de milho, sendo
os reslantes origindrios de batatal. Para além do coberto vegetal, a altitude parece
também desempenhar um papel importante na distribuic¢do destes patogeneos, 85 %
dos isaolados foram recolhidos em estagoes situadas acima dos 200 m de altitude,
sendo todos os exemplares de M. anisopliae isolados de solos localizados entre 200
e 400 m.

Estd0 em curso os ensdios para a delerminacdo especifica dos isolados de
Paecilomyces.

O material biolégico recolhido faz parte da Colecc¢do de Entomopdtogenaos dos
Agores CEA (DB/UA). com a designacao indicada no Quadro 2.

Quadro 2. Estacdes onde foram isolados nematodos e fungos entomopatogéneos. A
designacdo dos isolados diz respeito 4 respectiva referéncia em colecgao
CEA (DB/UA). As amostras negativas estdo assinaladas com (-)

Estagdo | Local Altitude | Habitat Heterorhabditis | M. anisopliae | Paecilomyces
SJ4 Rosais (Farol) 250 Erica azorica Az 28 - -
S]6 R. EN1 400 campo cultivado - Az 58 -

5] 14 Pedregulho 200 floresta - Az 40 -
S]18 Tronqueira 425 paslagem - Az 57 -
S) 22 Canto da Relva 250 campo cultivado - » Az 45
S] 23 Canto da Relva 250 pastagem - - Az 46
S] 29 Velas (Morro Grande) 25 campo cultivado Az 29 - -
S] 30 Velas (Morro Grande) 50 pastagem Az 34 - -
s)] 31 Fonte das Eiras 25 pastagem Az 30 - -
SJ 38 Cabego da Forca 125 campo cultivado - - Az 47
S]st Santa Rosa 200 campo cultivado - Az 42 -
S]73 ENZ - Km | 225 pastagem - Az 41 -
$J76 Queimada (Cais) 25 Erica azorica Az 33 = =
$J93 Valinhos 325 pastagem - Az 43 =
SJ 96 Calheta 10 campo cultivado - - Az 48
S$) 107 | Silveira 250 pastagem - Az 44 =
S§J 125 | Nortes (EN3-Km 12) 700 pastagem - - Az 49
SJ] 140 | Santo Amaro 275 campo cultivado Az 31 - -
S] 144 | Santo Amaro 350 campo cultivado - - Az 50
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