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ABSTRACT 

Separation of isolates of Metarhiaium anisoptiae 
(Metsch.) Sorok., with phenetic analysis 

A phenetic analysis was developed to separate 11 isola­
tes of Metharhiaium a niso pZiae through 16 characters (featu­
res), using the Nurnerical Taxonomy Analysis (Q Technique ) and 
the Principal Components Analysis (R Technique). The results 
indicated that this type of analysis constitutes a good tech­
nique to separate isolates of M. aniso ptiae 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 Mahanarva p o s t iaata Stal , 1855 (Horn., Cercopidae) , two 
groups from other spittlebugs and Thyanta per ditor (Fabr ., 
1794) (Hem., Pentatomidae) and one group from Atta sexdens ru 
bropiZos a Forel, 1908 (Hym., Formicidae). 
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INTRODUÇAO 

O fungo M. anisopliae vem sendo utilizado no Brasil para 
o controle microbiano de diversos insetos. Em cana-de-açúcar é 
empregado para o controle de cigarrinhas do gênero Mahanarva 
onde apresenta uma eficiência de 30 a 40% segundo GUAGLIUMI 
et al . (1974) . Em pastagens, esse patógeno é utilizado no con 
trole de cigarrinhas dos gêneros Ceois e Zu lia (Horn. Cercopi= 
dae), sendo os índices de controle muito variáveis em função 
da dosagem/ha, qualidade do produto, raça e condições de apli 
cações do fungo. Também , esse patógeno ocorre naturalmente 
sobre Diatraea sac:charalis (Fabr., 1794) (Lep . , Pyralidae), 
Atta spp ., Anthonomus grandis Boheman, 1 843 (Col ., Curculio­
nidae), Piezodo rus gui ldinii (Westwood, 1837) (Hem., Pentatemi 
dae) e outras pragas de importância econômica no Brasil . -

Por outro lado, para a produção massal deste fungo visan 
do a sua aplicação no campo, é necessário a sua caracteriza= 
ção a nível de raças, já que o mesmo apresenta , naturalmente, 
uma grande variabilidade genética. 

A caracterização de linhagens de M. anisopliae , tem sido 
realizada utilizando apenas algumas características ou quali­
dades dos isolados. Assim, a especificidãde de isolados de M. 
anisopliae já foi estudada por diversos autores . TULLCCH (1976) 
considerou o tamanho dos conídios para separar a espécie ani­
sopliae em duas variedades. Enzimas extracelu l ares foram uti­
lizadas por DE CONTI et al. (1980) e ROSATO et al. (1981) vi­
sando a separação de isolados de M. anisopliae . Também técni­
cas de cromatografia gasosa têm sido utilizadas para caracte­
r i zação de diversos microorganismos (WADE & MANDLE, 1974', BURNS 
et al ., 1976). Recentemente esta técnica foi utilizada visan­
do a identificação de raças de M. anisopliae (MESSIAS et al . , 
1983) . 

Assim , neste trabalho , empregou- se a análise fenética pa 
ra esse tipo de separação, utilizando- se segundo CRISCI & AR= 
MENGOL (1983) uma análise de agrupamento de taxonomia numéri­
ca e uma análise de ordenação de componentes principais con­
forme foi empregado por CUNHA (1973) para separação de melipo 
nídeos e por MONTEIRO & CUNHA (1980) para M. anis o p l iae . -

MATERIAL E METODOS 

O presente trabalho foi d e senvolvido no Setor de Patolo­
gia de Insetos do Dept9 de Entomologia da ESALQ/ USP, com 11 
isolados de Metarhizium anisopliae , de diferentes procedê~ 
cias que constituíram as dife rentes OTU ' S , a saber : 
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A - PL- 32 

B - PL-35 

e - PL-39 

D - PL- 43 

E - PL- 47 

F - PL- 50 

G - PL- 50 

H - PL- 51 

I - SPL-52T 

J - SPL-54A 

K - SPL- 3F 
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A caracterização desses isolados foi feita determinando­
- se 16 caracteres numerados de 1 a 16. 

Caracteres: 

1. Tipo de colônia: normal (1); colônia com esporulação cen­
tral (2); esporulação esparsa (3). 

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

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

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

5. Número de conidios : alta produção ( 1 ) ; média produção ( 2); 
baixa produção (3). 

6. Crescimento : igual ao Padrão (1); menor que o Padrão (2); 
maior que o Padrão (3), sendo considerado padrão o isola­
do SPL- 3F. 

7. Número de conidiv ~ em 10 lagartas: alto (1); médio (2); 
baixo (3) . 

8 . Taxa de Potência e m Diatraea saaaharaZis: igual ao -Padrão 
( 1 ) ; menor que o Padrão (2); maior que o Padrão (3). 

9. Taxa de Potência em GaZZeria meZZoneZZa : igual ao Padrão 
( 1 ) ; menor que o Padrão ( 2) ; maior que o Padrão ( 3) . 

10 . Proporção de atividade (G. m . /D . s .) : igual ao Padrão (1b 
menor que o Padrão (2); maior que o Padrão (3). 

11 . Resistência a ultra violeta : resistente (1); moderadamen­
te resistente (2); s ensivel (3). 

12. Amilase : baix o teor (1); médio (2); alto (3 ). 

13. Protea se: bai x o t~or (1); médio (2 ); alto (3). 
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14 . Lipase : baixo teor (1); médio ( 2); a lto (3) . 

15. Zimograma (padrão eletroforético do isolado): Padrão A 
(1); Padrão B (2), segundo ALVES e t ai . (1983). 

16 . COR: Verde- 387 (1) ; Amarelo 309 (2) ; Amarelo 308 (3) ( 29 
código Universal de Cores de Séguy). 

A confecção dos vetores f oi baseado no cálculo do Inter­
valo de Conf iança ( IC) da média aritmética dos dados a 5% , se 
gundo a equação: 

IC X ±. t. s (X) : 

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

Através dessa equação trabalhou-se com vetores de múlti 
plo estado sendo: 

Vetor 

Vetor 2 

Vetor 3 

valor < I C 

valor IC 

valor> I C 

ou vetores binários: 

Vetor 

Vetor 2 

val or menor que a média 

val or maior que a média. 

O coeficie nte de semelhança empregado f oi o de distância 
euclidiana média segundo a equação: 

n 
l: 

i=l 

Na análise de taxonomia numerica pela técnica Q (CURI, 
1983 ) utilizou- se o algoritmo Weighted Pair Group Method - A­
verages (WPGMA) sendo o ajustamento f e ito através do Coefici­
ente de Correlação Cofenética (CCC), para o fenograma obtido. 

Em seguida empregou- se como análise d e ordenação a anál i 
se dos componentes principais que a través da técnica R permi= 
tiu evidenciar o s caracter e s de ma i o r i nteresse . Os cálculo s 
f oram desenvolv idos no micro - c omputador CPS O0 Pr o l ógica do 
Dept 9 de Ent omo l ogi a da ESALQ/USP. 
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RESULTADOS E DISCUSSlíO 

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

QUADRO 1 - Matriz básica para os isolados de Metarhizwn anisoptiae. 

o TU' s 

E--< < 
N ~ Í1< 

N U"\ "' t"'l ,_ C0 o U"\ U"\ t"'l 

t"'l C"'"l t"'l ~ ~ ~ U"\ U"\ 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 o-l o-l o-l 
...l o-l o-l o-l o-l o-l o-l o-l p. p. p. 

"' p. p. "' p. p. p. p. "' "' "' 

Caracteres A B e D E F G H I J K 

2 2 1 2 2 2 2 2 3 

2 2 3 3 2 

3 2 2 2 2 2 2 2 

4 2 2 2 2 2 2 2 2 

s 2 2 2 2 2 2 3 

6 1 3 

7 2 2 2 2 3 2 3 

8 3 3 2 

9 3 3 2 2 2 3 2 

1 O 3 3 3 3 2 3 

11 2 2 3 2 2 2 2 3 2 

12 2 3 2 2 2 2 2 2 2 

13 3 2 2 2 2 2 2 2 2 1 

14 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 3 

1 S 2 2 2 2 

16 2 2 3 2 

A metodologia sequencial empregada na análise de taxono­
mia numérica levou a obtenção do fenograma da figura 1 (WPG1A) 
com os respectivos ajustes que foi a mesma técnica empregada 
por CUNHA (1973 ) na separação de meliponineos. 
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FIG. 1 - Fenograma WPGMA por distâncias ~uclidianas médias 

CCC = 0,941, R2 = 88,5%. 
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Assim ficou evidente a separação dos seguintes grupos de 
isolados E, G, F, H, B, A, D, constituindo um 19 Grupo, e, I 
um 29 Grupo, K um isolado de posição intermediária 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 análise doscom 
ponentes principais os valores dos Quadros 2 e 3. 

Pelos dados do Quadro 2 observa- se que a explicação até 
o 39 eixo alcançou 75 , 8% o que assegurou uma boa confiabilid~ 
de à análise. 

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

A partir dos val ores dos eixos ortogonais ajustados con­
venientemente, confeccionou- se o gráfico tridimensional da Fi 
gur a 2. 



QUADRO 2 - Autovalores obtidos da anãl ise dos componentes 
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QUADRO 3 - Autovetores obtidos da anãlise de componentes principais. 

Autovetores 
Carac te're s 

2 3 

-0,211 +0,413 +0, 086 

2 +0,396 +0,158 +0,054 

3 -0,2 7 1 -0,172 +0,308 

4 +0,029 +0,032 +0,443 

5 -O, 159 +0,402 +O, 198 

6 +O, 12 7 +0,479 +O, 11 4 

7 +0,245 -O, 146 +O, 13 5 

8 +0,347 +0,062 -0,236 

9 +0,177 +0,041 -0,238 

1 O +0,059 -0,16 2 -0,489 

1 1 +0,048 +0,354 -0,11 8 

1 2 -0,057 +O, 107 -0,345 

13 -0,278 +O, 190 -0,303 

14 +0,309 -0,281 +0,216 

1 5 +0,405 +0,078 +0,033 

16 +0,353 +0,268 +0,075 
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z 
A • PL-32 

8 • PL-35 
J 

o - PL-43 

E - PL-4 7 

/' F - PL-48 

(3 • PL-50 

H - PL-51 K 

K - SPL-3F 

c - PL- 39 

1 - SPL- 52T 

J - SPL- 54A 

c 

X 

/ 

FIG. 2 - Análise de componentes principais. 
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Dessa forma , os r e sultados da Figura 2 v em reforç ar o 
q ue já havi a sido obtido n a Figura 1 , quanto aos agrupamentos 
de isolados ou seja: 

GRUPO A - os isolados PL- 32 , PL-35, PL- 43 , PL-47, PL- 48, 
PL- 50 , PL- 51, t o dos provenientes da cigarr i nha 
M, postiaa ta , o que poderia supor , i nclusive,a 
existência de uma var iedade de Metar hizium as­
sociada a esta cigarrinha, M. anisopliae var. 
posti aata , j á que isolados com as característi 
cas desse grupo ocorrem em 97% das amostras de 
M. postiaata atacadas pe l o fungo (ALVES, 1983). 

GRUPO B - isol ado PL-39 proveniente da cigarrinha M. f i ~ 
b r iolata e iso lado SPL- 52T do percevejo T . pe~ 
d i to r. 

GRUPO C - isolado SPL- 3F, proveniente da cigarr inha D. 
fl avo pie ta . 

GRUPO D - isolado SPL-54- A, de formiga sauva A. 
rubr opilosa . 

s exdens 

Estes resultados demonst:taram uma grande variabilidaàe·na 
tural entre os diferentes grupo s de iso l ados e comprovam de 
certa f o rma os resultados de MONTEIRO & CUNHA ( 1980), e deixa 
claro que o ho spedeiro de origem é f u ndamental no a grupament o 
de isolados desse fungo. 

CONC LU SAO 

De acor do com os resultados pode ser conc luído que a anã 
l i s e fenética se constituí em uma boa técnica para s epara ção 
dos isolados de M. a n isopliae, v i sando a sua uti l ização e m 
programas de control e microbiano de insetos. 

O material estudado está dividido em 4 grupos de i sola 
dos dos quais o maio r é constituído por isolados d e M. posti­
aata , 2 grupo s de outras cigarrinhas e T . perditor e um g rupo 
proveniente de A . sexdens rubropitosa . 
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RE S LIMO 

Ne ste t rabalho , d e senvo lveu- se uma análise fenética para 
s e paração de 11 isolados de MetaPhizium anisopliae através 
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de 16 caracteres usando-se a análise de Taxonomia 
(Técnica Q) e a análise de ordenação de componentes 
pais (Técnica R). 

Numérica 
princi-

De acordo com os resultados concluiu-se que este tipo de 
análise se constitui em boa técmica para separação de isola­
dos de M. anisopZiae visando a sua utilização no controle mi­
crobiano de insetos. 

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


