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RESUMO

Durante a Expedicéo Cientifica PICO 2005 recolheram-se oitenta e sete amostras
de solo na llha do Pico e dezassete no Faial a diferentes altitudes e com diversos cobertos
vegetais que foram transportadas para o laboratério de Entomopatologia para isolamento
de bactérias e nematodes entomopatogénicos. Todas as amostras ja foram analisadas pelo
método da Galleria trap para nematodes ndo se tendo identificado nenhuma positiva. Para
bactérias entomopatogénicas analisamos 55 amostras de onde obtivemos 108 isolados
puros, 16 deles pertencentes ao Grupo | de Bacillus. Estes isolados estdo neste momento a
ser identificados a nivel da espécie por métodos bioquimicos e moleculares. Todos os
isolados estao depositados no BEA/CIRN.

ABSTRACT

During the Scientific Expedition to PICO Island 2005 we performed eighty seven
soil samples in Pico and seventeen in Faial at different altitudes and with diverse vegetation.
Samples were analysed in the laboratory of Entomopathology to isolate entomopathogenic
bacteria and nematodes. Soil samples had been tested for the presence of nematodes by
the Galleria trap. No entomopathogenic nematodes were isolated. For the presence of
bacteria we have now tested 55 samples from which we obtained 108 isolates with 16
identified as belonging to Group | of Bacillus. These isolates are being now analysed for
species through biochemical and molecular methods. All the isolates were deposited in
BEA/CIRN.

INTRODUCAO

As bactérias e os nematodes entomopatogénicos séo produzidos e comercializados
para o controlo de insectos pragas no mundo inteiro. Em anteriores expedic¢des cientificas
do Departamento de Biologia recolhnemos amostras de solo nas diversas llhas dos Acores e
na Madeira e Porto Santo, de onde se isolaram neméatodes entomopatogénicos, que
depois de identificados tém sido usados no controlo de diversas pragas agricolas com
resultados muito positivos (Rosa, et al., 2004).
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O isolamento de Bacillus entomopatogénicos foi experimentado por nés em solos
da Graciosa e em algumas amostras de S. Miguel. Também estes isolados mostraram ser
activos contra insectos que presentemente sdo importantes pragas no Arquipélago (Leite,
et al., 2004), (Dias, et al., 2005).

Por outro lado, estes patdégenos estdo a ser modelos de investigagdo no nosso
laboratério quer na investigagdo de diversidade genética nas ilhas quer na pesquisa de
mecanismos de patogenicidade com identificagcdo, purificacdo e caracterizagdo das
moléculas bioactivas, muitas delas com potencial interesse em satde. De um isolado de um
nematode entomopatogénico caracterizamos e expressamos uma serino-protease que tem
actividade fibrinolitica e que estd em testes para avaliar a sua viabilidade no tratamento de
coagulos no sangue, que estao na origem da maioria das doengas cardiovasculares (Lucena,
et al., 2004). Também a bactéria entomopatogénica B. thuringiensis para além de ser
patogénica para um grande numero de insectos, produz citotoxinas que tém actividade
contra células cancerigenas (Okumura, et al., 2004) (Ito et al., 2004) e por isso ha interesse
em procurar novos isolados produtores de citotoxinas que tenham as propriedades desejadas.

Com a recolha de amostras de solo no Pico e no Faial pretendemos isolar Bacillus
e hematodes entomopatogénicos que vao ser usados como agentes de controlo biolégico e
analisados para a producdo de citotoxinas e de enzimas.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. Fizeram-se recolhas de solo em locais seleccionados ao acaso nas
ilhas do Pico e do Faial (Fig. 1, Fig. 2). Em cada local recolheu-se 10 sub-amostras de solo
de cerca de 100 g, obtido até uma profundidade de cerca de 15 cm. As sub-amostras foram
homogeneizadas num saco plastico, etiquetadas e transportadas para o laboratorio.
Registou-se o local de amostragem, a altitude e coberto vegetal.

Pesquisa de neméatodes entomopatogénicos. Usou-se o método da “Galleria trap”
para pesquisar nematodes entomopatogénicos. No laboratério cada amostra de solo foi
passada por um tamis de malha grossa (2x2 mm) para eliminar as particulas grosseiras e
transferido para um vaso de 1000 ml. Sobre o solo colocaram-se 10 larvas de Galleria
mellonella (Insecta: Lepidoptera). Os vasos foram colocados numa camara com
temperatura controlada (25/2 °C). Diariamente os vasos foram invertidos para que 0s
insectos fossem sucessivamente expostos a diferentes camadas de solo. Ao fim de sete
dias, o solo foi de novo peneirado para retirar 0s insectos, que foram passados por agua
estéril e transferidos para caixas de Petri estéreis e incubados a 25 °C. Passados 10 dias
todos os insectos foram dissecados para pesquisa de nematodes parasitas.

Pesquisa de Bacillus. De cada amostra de solo homogeneizada retirou-se 4 g que
foram suspensos em 10 ml de dgua peptonada. Esta suspenséo foi tratada a 80 °C durante
10 minutos para eliminar formas vegetativas bacterianas. Fizeram-se diluicdes decimais
seriadas até 103, Espalharam-se 0,1 ml das diluigbes 102 e 10 em caixa de Petri com UG
agarizado. Incubou-se a 30 °C durante 24 horas. Isolaram-se as coldnias até obter culturas
puras. A caracterizacdo dos isolados puros fez-se por anélise morfolégica, enzimatica e molecular
por métodos ja anteriormente usados (Leite, et al., 2004), (Santiago-Alvarez, et al., 1998).
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Figura 2 - Localizagdo das amostras recolhidas na llha do Faial.
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Conservacao dos isolados. Das culturas puras de cada um dos isolados
retiraram-se aliquotas que foram conservadas em meio UG suplementado com glicerol a
15% e guardadas a -80 °C no Banco de BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS DOS
ACORES do CIRN (BEA/CIRN). Para cada isolado foi aberta uma folha de registo na
respectiva base de dados (Fig. 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a expedi¢é@o recolheram-se 87 amostras no Pico, a maioria delas abaixo
dos 100 m onde habitualmente existe a maior densidade de insectos e no Faial fizeram-se
17 amostragens a maior parte delas também abaixo dos 100 (Quadro 1). Recolheram-se
amostras em sitios com diferentes coberturas vegetais de modo a obter uma amostragem
representativa (Quadro 2).

As amostras de solo recolhidas foram sujeitas no laboratdrio a tratamento para
isolamento de nematodes entomopatogénicos pelo método de Galleria trap. Por este
método ndo obtivemos amostras positivas pelo que iremos utilizar outros métodos de
extraccdo ainda a decidir (Quadro 3). Numa anterior amostragem feita no Pico tinhamos
recolhido duas amostras positivas e cinco no Faial (7).

Quadro 1 - Numero de amostras recolhidas nas ilhas do Pico e do Faial por classes de altitude.

Altitude (m) | Pico | Faial
0-50 43 7
51-100 21 6
101-200 14 3
201-300 2 -
301-400 2 1
701-800 4 -
Mais de 801 1 -

Até a presente data tratamos 55 amostras de terra do Pico para a presenca de
Bacillus (Quadro 3), tendo sido positivas todas as amostras (Fig. 4). Destas 55 amostras
obtiveram-se 108 isolados puros dos quais baseados em caracteres morfoldgicos das
colénias e em testes enzimaticos se identificaram 16 como pertencentes ao Grupo | de
Bacillus. Dez destes isolados ja foram sujeitos a analise molecular por RAPDs, ndo se
tendo revelado nenhuma diferenca significativa com os primers usados. Numa amostragem
de solo da Graciosa obtiveram-se 3 novos serovares de B. thuringiensis, o que sugere que
ha isolados com caracteristicas especificas nos Agores (Santiago-Alvarez, et al., 1998), (IEBC).

Todos os isolados puros obtidos durante a Expedicao Cientifica PICO 2005, fazem
parte do BEA/CIRN e ai estéo registados (Fig. 3).
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Figura 4 - Isolados Bacillus de amostras da Ilha do Pico em caixas de Petri com meio UG agarizado.
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Quadro2 - Numero de amostras recolhidas em cada coberto vegetal nas ilhas do Pico e do Faial.

Cobertura Vegetal Pico | Faial
Vinha 27
Pastagem 9
Batata 10
Cebola 2
Feto -
Alface
Diversos cultivares
Batata-doce
Milho
Inhame
Couve
Mato, flores, urze
Agrido
Fava
Nabo
Terreno ndo cultivado
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Quadro 3 - Pesquisa de entomopatégenos

Nematodes Bacillus
Pico Faial Pico Faial
Amostras tratadas 87 17 55 0
Amostras positivas 0 0 55 0
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