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ABSTRACT

Separation of isolates of Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorock., with phenetic analysis

A phenetic analysis was developed to separate 11 isola-
tes of Metharhizium anisopliae through 16 characters (featu-
res), using the Numerical Taxonomy Analysis (Q Technigue) and
the Principal Components Analysis (R Technique). The results
indicated that this type of analysis constitutes a good tech-
nigue to separate isolates of M. anisopliaee to be used in the
microbial control of insects. The material studied was divi-
ded into 4 groups: the largest group (7) was formed by isola
tes from Mahanarvae posticata Stal, 1855 (Hom., Cercopidae), two
groups from other spittlebugs and Thyanta perditor (Fabr.,
1794) (Hem., Pentatomidae) and one group from Atta sexdens ru
bropilcsa Forel, 1908 (Hym., Formicidae).
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INTRODUGCAO

0 fungo M. anisopliae vem sendo utilizado no Brasil para
o controle microbiano de diversos insetos. Em cana-de-agucar €
empregado para o controle de cigarrinhas do género Mahanarva
onde apresenta uma eficiéncia de 30 a 40% segundo GUAGLIUMI
et al. (1974). Em pastagens, esse patégeno é utilizado no con
trole de cigarrinhas dos géneros Deots e Zulia (Hom. Cercogl—
dae), sendo os indices de controle muito varidveis em fungéo
da dosagem/ha, qualidade do produto, racga e condicoes de apli
cacoes do fungo. Também, esse patdgeno ocorre naturalmente
sobre Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) (Lep., Pyralidae),
Atta spp., Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Col., Curculio-
nidae), Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) (Hem., Pentatomi
dae) e outras pragas de importancia econdmica no Brasil.

Por outro lado, para a producac massal deste fungo visan
do a sua aplicacdo no campo, & necessdrio a sua caracteriza-
cdao a nivel de racas, ja gue o mesmo apresenta, naturalmente,
uma grande variabilidade genética.

A caracterizacao de linhagens de M. antsopliae, tem sido
realizada utilizando apenas algumas caracteristicas ou quali-
dades dos isolados. Assim, a especificidade de isolados de M.
anisopliae ja foi estudada por diversos autores. TULLOCH (1976)
considerou o tamanho dos conidios para separar a espécie ani-
sopliae em duas variedades. Enzimas extracelulares foram uti-
lizadas por DE CONTI et al. (1980) e ROSATO et al. (1981) vi-
sando a separacdc de isolados de M. anisopliae. Também técni-
cas de cromatografia gasosa tém sido utilizadas para caracte-
rizacao de diversos microorganismos (WADE & MANDLE, 1974, BURNS
et al., 1976) . Recentemente esta técnica foi utilizada visan-
do a identificacdo de racas de M. anisoplice (MESSIAS et al.,
1983) .

Assim, neste trabalho, empregou-se a analise fenética pa
ra esse tipo de separacdo, utilizando-se segundo CRISCI & AR-—
MENGOL (1983) uma analise de agrupamento de taxonomia numéri-
ca e uma analise de ordenacao de componentes principais con-
forme foi empregado por CUNHA (1973) para separacaoc de melipo
nideos e por MONTEIRO & CUNHA (1980) para M. anisopliae. -

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Setor de Patolo-
gia de Insetos do Dept? de Entomologia da ESALQ/USP, com 11
isclados de Metarhizium anitscpliae, de diferentes procedén
cias que constituiram as diferentes OTU'S, a saber: -
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A - PL-32 G - PL-50

B - PL-35 H - PL-51

C - PL-39 I - SPL-52T
D - PL-43 J - SPL-54A
E - PL-47 K - SPL-3F
F - PL-50

A caracterizacdo desses isolados foi feita determinando-

-se 16 caracteres numerados de 1 a 16.

Caracteres:

10.

: il

12.

13

Tipo de coldnia: normal (1); coldnia com esporulagdo cen-
tral (2); esporulacgdo esparsa (3).

Hospedeiros de origem; M. posticata (1); outras cigarri -
nhas (2); outros insetos (3).

Tamanho de conidios: menor que 6,31 u (1); 6,31 a 8,37 u
(2); maior que 8,37 u (3).

Origem: Nordeste (1); Sudeste (2).

Numero de conidios: alta producadc (1); média producao (2);
baixa producao (3).

Crescimento: igual ao Padrdo (1); menor que o Padrao (2);
maior gque o Padrdo (3), sendo considerado padrdaoc o isola-
do SPL-3F.

Namero de conidius em 10 lagartas: alto (1); médio (2);
baixo (3).

Taxa de Poténcia em Diatraea saccharalis: igual ao Padrdo
(1) ; menor gque o Padrao (2); maior gue o Padrao (3).

Taxa de Poténcia em Galleria mellonella: igual ao Padrao
(1); menor gue o Padrdo (2); maior gue o Padrao (3).

Proporcao de atividade (G. m./D. s.): igual ao Padrao (1)
menor que o Padrao (2); maior que o Padrao (3).

Resisténcia a ultra violeta: resistente (1); moderadamen-
te resistente (2); sensivel (3).

Amilase: baixo teor (1); médio (2); alto (3).

Protease: baixo teor (1); médio (2); alto (3).
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14. Lipase: baixo teor (1); médio (2); alto (3).

15. Zimograma (padrdo eletroforético do isolado): Padrao A
(1); Padrdo B (2), segundo ALVES et al. (1983).

16. COR: Verde-387 (1); Amarelo 309 (2); Amarelo 308 (3) (22
coédigo Universal de Cores de Séguy).

A confeccio dos vetores foi baseado no calculo do Inter-
valo de Confianca (IC) da média aritmética dos dados a 5%, se
gundo a eguacaoc:

IC =X £ t.s (X):
onde, X é a estimativa da média aritmética, s(X) & o erro pa-
drio dessa média e o t € o valor tabelado do teste t a 5% de
probabilidade com N-1 graus de liberdade para N = 10 dados.

Através dessa equacio trabalhou-se com vetores de malti
plo estado sendo:

Vetor 1 valor < IC

Vetor 2 valor = IC

Vetor 3 = valor > IC
ou vetores binarios:

Vetor 1 valor menor gue a média

Vetor 2

valor maior gque a média.

0 coeficiente de semelhanca empregado foi o de distancia
euclidiana média segundo a equagao:

" 1/2
% 1 :

1

Na analise de taxonomia numérica pela técnica Q (CURI,
1983) utilizou-se o algoritmo Weighted Pair Group Method - A-
verages (WPGMA) sendo o ajustamento feito através do Coefici-
ente de Correlagao Cofenética (CCC), para o fenograma obtido.

Em seguida empregou-se como analise de ordenacao a anali
se dos componentes principais que através da técnica R permi-
tiu evidenciar os caracteres de maior interesse. Os calculos
foram desenvolvidos no micro-computador CP500 Proldégica do
Dept? de Entomologia da ESALQ/USP.
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RESULTADOS E DISCUSSAD

A matriz basica obtida para as 11 OTU'S e os 16 caracte
res determinados constam do Quadro 1.

QUADRD 1 - Matriz basica para os isolados de Metarhizum anisopliae.

oTU"sS

[
o~ m o m o~ W O o« 5 R O8
LI I S T Y A T SR TR
2 o2 =2 2 2 & @3 8 8 & @
Caracteres 4 B c D E ¥ G H I J K
1 2 2 1 2 2 2 2 2 1 3 1
2 1 1 2 1 1 1 1 1 3 3 2
3 1 2 1 2 2 2 2 2 1 1 2
4 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2
5 1 2 1 2 2 2 2 2 1 3 1
6 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1
7 2 2 1 2 1 1 2 1 3 2 3
8 1 1 3 1 1 1 1 1 3 2 1
9 1 3 3 1 2 2 2 1 3 2 1
10 3 3 3 3 1 2 1 1 3 1 1
1 2 2 3 2 2 1 2 2 1 3 2
12 2 3 2 2 2 2 2 1 2 2 1
13 3 2 2 2 2 2 2 2 1 2 1
14 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 3
15 1 1 2 1 1 1 1 1 2 2 2
16 1 1 2 1 1 1 1 1 2 3 2

A metodologia sequencial empregada na analise de taxono-
mia numérica levou a obtengdo do fenograma da figura 1 (WPQR)
com os respectivos ajustes que foli a mesma técnica empregada
por CUNHA (1973) na separacao de meliponineos.
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FIG. 1| - Fenograma WPGMA por distancias cuclidianas médias

CCC = 0,941, R? = 88,57.

Assim ficou evidente a separacao dos seguintes grupos de
isolados E, G, F, H, B, A, D, constituindo um 19 Grupo, C, I
um 2?9 Grupo, K um isolado de posigao intermediaria e finalmen
te o J, que foi o isolado mais afastado.

Para melhor evidenciar esses agrupamentos e se saber os
caracteres mais representativos obteve-se pela analise doscom
ponentes principais os valores dos Quadros 2 e 3.

Pelos dados do Quadro 2 observa-se que a explicacaoc até
le} 3? eixo alcancou 75,8% o que assegurou uma boa confiabilida
de a analise.

Pelos dados dos autovetores (Quadro 3) separaram-se os
caracteres de maior contribuicido na separagdo das OTU'S que
foram respectivamente para o éixo X: zimograma (15) e hospe-
deiro de origem (2); para o eixo Y o crescimento da colonia
(6) e no eixo Z a proporcac de atividade (10).

A partir dos valores dos eixos ortogconais ajustados con-
venientemente, confeccionou-se o grafico tridimensional da Fi
gura 2.



QUADRO 2 - Autovalores obtidos da analise dos componentes principais em 246 rotacoes.

Eixos Autovalores % de explicacao
1 5,607 35,0
2 3,579 33 .3
3 2,962 18,5
4 1,768 11,1
5 1,045 6,5
6 0,559 3,5
7 0,316 2,0
8 0,097 0,6
9 0,048 0,3
10 0,018 0,1

11 a 16 0,000 0,0
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QUADRO 3 - Autovetores obtidos da analise de componentes principais.

Caracteres

Autovetores

1 2 3
1 -0,211 +0,413 +0,086
2 +0,396 +0,158 +0,054
3 -0,271 -0,172 +0,308
4 +0,029 +0,032 +0,443
5 -0,159 +0,402 +0,198
6 +0,127 +0,479 +0,114
7 +0,245 -0,146 +0,135
8 +0,347 +0,062 -0,236
9 40,177 +0,041 -0,238
10 +0,059 -0,162 -0,489
1 +0,048 +0,354 -0,118
12 -0,057 +0,107 -0,345
13 -0,278 +0,190 -0,303
14 +0,309 -0,281 +0,216
15 +0,405 +0,078 +0,033
16 +0,353 +0,268 +0,075
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A - PL-32
B - PL-35
0 - PL-43
E - PL-47
F - PL-48
e - PL-50
M- PL-51 ®
K - SPL-3F
¢ - PL-39

- SPL-52T |
J - SPL-54A

FIG. 2 - Analise de componentes principais.
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Dessa forma, os resultados da Figura 2 vem reforgar o
gue ja havia sido obtido na Figura 1, guanto aos agrupamentos
de isolados ou seja:

GRUPO A - os isolados PL-32, PL-35, PL-43, PL-47, PL-48,
PL-50, PL-51, todos provenientes da cigarrinha
M. posticata, o gque poderia supor, inclusive,a
existéncia de uma variedade de Metarhizium as-—
sociada a esta cigarrinha, M. anisoplice Vvar.
posticata, ja que isolados com as caracteristi
cas desse grupo ocorrem em 97% das amostras de
M. posticata atacadas pelo fungo (ALVES, 1983).

GRUPO B - isolado PL-39 proveniente da cigarrinha M. fim
briolata e isolado SPL-52T do percevejo T. per
ditor.

GRUPO C - isolado SPL-3F, proveniente da cigarrinha D
flavopieta.

GRUPO D - isolado SPL-54-3, de formiga saiva 4. sexdens
rubropilosa.

Estes resultados demonstraram uma grande variabilidadena
tural entre os diferentes grupos de isolados e comprovam de
certa forma os resultados de MONTEIRO & CUNHA (1980), e deixa
claro que o hospedeiro de origem é fundamental no agrupamento
de isolados desse fungo.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode ser concluido que a ana
lise fenédtica se constitui em uma boa técnica para separagao
dos isolados de M. anisopliae, visando a sua utilizacao em
programas de controle microbiano de insetos.

0 material estudado esta dividido em 4 grupos de isola
dos dos quais o maior é constituido por isoclados de M. posti-
cata, 2 grupos de outras cigarrinhas e T. perditor € um grupo
proveniente de 4. sexdens rubropilosa.
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RESUMO

Neste trabalho, desenvolveu-se uma analise fenética para
separacao de 11 isolados de Metarhizium anisopliae através
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de 16 caracteres usando-se a analise de Taxonomia Numérica
(Técnica Q) e a andlise de ordenaddo de componentes princi-
pais (Técnica R).

De acordo com os resultados concluiu-se gque este tipo de
analise se constitui em boa técnica para separacio de isola-
dos de M. anisopliae visando a sua utilizacdo no controle mi-
crobiano de insetos.

O material estudado foi dividido em 4 grupos sendo o
maior (7) constituido por isolados de Mahanarva posticata, 2
grupos de outras cigarrinhas e Thyanta perditor e um grupo
proveniente de Atta sexdens rubropilosa.



