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Resumo

Os danos diretos e indiretos causados por Dalbulus maidis (Hemiptera:
Cicadellidae) no milho representam uma preocupacéo recorrente no Brasil.
Este inseto vetor € altamente eficiente na propagacdo dos patdégenos
responsaveis pelos enfezamentos e pelo virus rayado fino, ocasionando
perdas significativas na producdo da cultura. Diante da resisténcia das
pragas aos inseticidas quimicos e dos impactos que causam ao
agroecossistema, 0 controle biolégico surge como uma alternativa
promissora. Fungos entomopatogénicos dos géneros Beauveria e
Metarhizium, assim como bactérias do género Bacillus, sdo utilizados em
bioinsumos devido a sua viruléncia aos hospedeiros, facilidade de
isolamento e producdo através de processos fermentativos, além da
possibilidade de serem utilizadas suas enzimas e metabdlitos extracelulares
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diretamente no controle de patdgenos e pragas na agricultura. Porém, o
desafio atual reside em compreender as condi¢des ideais de cultivo e os
nutrientes essenciais para a producdo de bioinsumos a base de fungos
entomopatogénicos e bactérias, utilizando meios de cultivo de baixo custo
gue permitam a manutencdo da viabilidade celular. Esta revisdo aborda as
caracteristicas de D. maidis e dos fitopatdgenos transmitidos a cultura do
milho, além de sintetizar as etapas dos processos fermentativos para a
produgédo de bioinsumos, apresentando-os como uma alternativa de
controle mais sustentavel. Destaca-se que as informagdes fornecidas
servirdo como um guia para entender o cenario da producdo de milho no
Brasil e para a implementacé@o de novas estratégias destinadas a reduzir as
populacdes de D. maidis e conter a propagacéo da doenca do atrofiamento
do milho.

Palavras-chave: Dalbulus maidis. Biocontrole. Conidios. Bioinsumos.
Agricultura sustentavel.

Abstract

Direct and indirect injury caused by Dalbulus maidis (Hemiptera:
Cicadellidae) to corn represents a recurring concern in Brazil. This vector is
highly efficient in spreading the pathogens responsible for stunting and the
rayado fine virus, causing significant losses in crop production. Given the
resistance of pests to chemical insecticides and the impacts they cause to
the agroecosystem, biological control appears as a promising alternative.
Entomopathogenic fungi of the genera Beauveria and Metarhizium, as well
as bacteria of the genus Bacillus, are used in bioinputs due to their virulence
to hosts, ease of isolation and production through fermentative processes, in
addition to the possibility of using their enzymes and extracellular
metabolites directly to control pathogens and pests. However, the current
challenge lies in understanding the ideal cultivation conditions and essential
nutrients for the production of bioinputs based on entomopathogenic fungi
and bacteria, using low-cost cultivation media that allow the maintenance of
cell viability. This review addresses the characteristics of D. maidis and the
phytopathogens transmitted to corn crops, in addition to summarizing the
stages of the fermentative processes for the production of bioinputs,
presenting them as a more sustainable control alternative. It is noteworthy
that the information provided will serve as a guide to understanding the corn
production scenario and implementing new strategies aimed at reducing D.
maidis populations and containing the spread of corn stunting disease.

Keywords: Dalbulus maidis. Biocontrol. Conidia. Bioinputs. Sustainable
Agriculture.
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1. Introducéo

A cultura do milho (Zea mays L.) pode ser utilizada em diversos setores, abrangendo
desde a alimentacdo humana e animal até a industria de alta tecnologia, atribuindo
grande importancia econémica a essa espécie vegetal. O aumento da ocorréncia de
D. maidis, especialmente em areas temperadas do Brasil anteriormente n&o
afetadas, pode ser explicado por mudancas ocorridas no sistema de producao de
milho, tais como: o cultivo de lavouras de milho nas safras precoce e tardia,
sobreposicdo de culturas suscetiveis e utilizagdo generalizada de hibridos
geneticamente modificados resistentes a insetos e herbicidas — o que levou a menos
pulverizacdes de inseticidas e a uma maior sobrevivéncia de plantas voluntérias,
respectivamente (MENDES et al., 2018; CUNHA, 2021).

Nesse cenario, a cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott)
(Hemiptera: Cicadellidae) é considerada uma das principais pragas do milho pela
capacidade de transmitir com eficiéncia as bactérias pertencentes a classe
Mollicutes, sendo espiroplasma (Spiroplasma kunkelii Withcomb et al.) e fitoplasma
(Maize bushy stunt; MBSP), além do virus (Maize rayado fino virus; MRFV), agentes
causais, respectivamente, das doencas sistémicas denominadas enfezamento
palido, enfezamento vermelho e virose da risca (GASPARICH, 2010; COTA et al.,
2021). Embora sejam taxonomicamente distintos, os trés patdgenos coabitam nos
vasos do floema do milho, sé&o transmitidos de forma semelhante e possuem
distribuicdo geografica comum (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006; MACLEAN;
HOGENHOUT, 2012).

Ressalta-se que essas doencas do milho sdo capazes de provocar perdas
significativas na produtividade a partir das desordens fisioldgicas provocadas nas
plantas. A severidade de ocorréncia ainda € favorecida pelas condicbes do
ambiente, suscetibilidade do hibrido utilizado e estadio em que as plantas de milho
séo infectadas (SABATO, 2017). Por isso, um conjunto de praticas agricolas é
recomendado para o controle das populagbes de D. maidis, fundamentado pelo
Manejo Integrado de Pragas — MIP (COTA et al., 2021).

O controle biologico destaca-se por ser uma medida crescente para utilizacao
na agricultura (AB RAHMAN et al, 2018; PARRA, 2019). Agentes de controle, como

fungos e bactérias podem ser utilizados em bioinsumos visando o controle de D.
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maidis. Entre os fungos entomopatogénicos, existem duas espécies mais
empregadas em controle biolégico no Brasil, sendo Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae. A aplicabilidade desses fungos se deve ao alto nivel de
viruléncia, a facil producéo de estruturas de propagacéo via processos fermentativos
e a facilidade no seu isolamento, seja a partir de amostras de solo ou de insetos
hospedeiros (MORA et al., 2017).

Do mesmo modo, bactérias do género Bacillus spp. também sdo amplamente
aplicadas no controle biol6gico de diversas pragas e patégenos de plantas, devido a
capacidade de sintetizar toxinas ou substancias inseticidas (SCHUNEMANN et al.,
2014). Além disso, sdo poderosas aliadas da producédo agricola sustentavel, pois
atuam como promotores de crescimento vegetal (KUMAR et al., 2011; BORRISS,
2015; SANSINENEA, 2019). Salienta-se a importancia de serem conduzidos estudos
para verificar efeitos de controle por Bacillus sobre D. maidis em milho.

Os bioinsumos sdo os produtos desenvolvidos a partir de microrganismos,
plantas, invertebrados, substancias quimicas (de origem microbiana, vegetal ou de
invertebrados, tais como: enzimas, extratos, metabdlitos secundarios, feromonios,
entre outros), os quais se destinam ao controle bioldgico. Tratando-se das estruturas
de propagacao dos microrganismos, o conidio é o mais adequado para formulagfes
de bioinsumos, por possuir maior resisténcia as condi¢cdes adversas do meio onde
se encontra (ROJAS, 2015). Esses conidios séo produzidos a partir de bioprocessos
fermentativos, seja por fermentacdo submersa (FSub), utilizando-se substratos
liquidos, ou por fermentagdo em estado solido (FES), a partir de substratos solidos,
nos biorreatores (POITEVIN, 2019; MONNERAT et al., 2020; BASSO et al., 2023).

Estudos sobre os bioinsumos baseados no uso de microrganismos como
Beauveria sp., Metarhizium sp. e Bacillus sp. para o controle de D. maidis, ainda
necessitam ser realizados, para esclarecer as condicbes de cultivo e nutrientes
limitantes, a fim de utilizar meios de cultivo alternativos e baratos para favorecer o
uso em maior escala na agricultura (ROJAS, 2015; MEYER et al, 2022).

Esta revisdo tem como objetivo apresentar a relevancia de D. maidis e dos
fitopatdgenos transmitidos na cultura do milho e incentivar o uso de agentes
biolégicos para o controle de pragas. Também, discutir o modo de agdo desses
microrganismos no hospedeiro e os processos fermentativos utilizados para a

multiplicacdo de propagulos e enzimas e producdo de bioinsumos a partir destes
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microrganismos.

2. Metodologia

A metodologia desta reviséo foi realizada por meio de uma revisao bibliométrica em
bases de dados internacionais encontradas no repositério da Scopus e
ScienceDirect a partir de palavras chaves relacionadas ao tema do estudo. A busca
foi realizada em junho de 2023. Alguns dos termos definidos para a busca nos
bancos de dados foram “Dalbulus maidis” AND “biocontrol” OR “entomopathogenic
fungi” e “bioinsecticide” AND “metharizium” OR “beauveria”. Para construir a revisao,
foram selecionadas as publicacdes mais relevantes, resultando em 100 artigos na

revisao.

3. Dalbulus maidis: distribuicao, comportamento e biologia

Existem 13 espécies distintas que compdem o género Dalbulus, distribuidas
principalmente no México e em alguns paises da América Latina. No Brasil, a
cigarrinha-do-milho D. maidis é a Unica espécie relatada desse género (OLIVEIRA et
al., 2013; OLIVEIRA; FRIZZAS, 2022). Apdés um periodo de baixa relevancia, D.
maidis e 0s patdgenos associados ao atrofiamento do milho retornaram e
impactaram negativamente a producdo na Argentina (CARLONI et al., 2013), México
(PEREZ-LOPEZ et al., 2016), sul dos EUA (JONES et al., 2021), Brasil (OLIVEIRA;
FRIZZAS, 2022) e outras areas subtropicais/temperadas das Américas (CARLONI et
al., 2013; JUNIOR SANTANA et al., 2019; POZEBON et al., 2022).

A producédo de milho do Brasil durante a safra agricola 2017/2018 sofreu com
a infestagédo por D. maidis, forgcando os produtores a aumentar o uso de inseticidas
em 85%, resultando em restricdes econdmicas (GOTEMS, 2018). Embora D. maidis
tenha sido relatado pela primeira vez no Brasil ha mais de 80 anos (MENDES,
1938), os surtos epidémicos tornaram-se mais frequentes apos 2015 (OLIVEIRA et
al., 2020, OLIVEIRA; FRIZZAS, 2022). As mudangas no sistema de cultivo brasileiro,
passando de uma predominancia de milho de safra precoce para milho de safra

tardia a partir de 2011/2012 podem explicar parte do aumento populacional e da
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distribuicdo geogréafica da espécie. A maior parte do milho do Brasil é cultivado nas
regides centro-oeste (predominio de safra tardia: semeadura em fevereiro) e sul
(predominio de safra precoce: semeadura entre o final de julho e setembro) do pais.
Em certas regibes, € cultivada até uma terceira safra (semeada em maio).
Atualmente, o milho safrinha corresponde a 75% de todo o milho cultivado no Brasil
(CONAB, 2021). Esse cenario permite maior disponibilidade de recursos para D.
maidis e, considerando que ndo h& hospedeiros reprodutores além das
espécies Zea (milho e teosintos), D. maidis consegue atingir longas distancias,
migrando em busca de plantas de milho, sejam elas cultivadas ou espontaneas
(SABATO; OLIVEIRA, 2018).

Outro fator associado ao recente aumento na ocorréncia de D. maidis foi a
introducdo de hibridos de milho geneticamente modificados resistentes a insetos e
herbicidas. Quanto ao milho resistente aos herbicidas, é provavel que permaneca
nas lavouras pos-colheita como plantas voluntarias, oriundas de sementes e espigas
perdidas durante a colheita, que servem como hospedeiros durante o inverno para
D. maidis (TSAI, 2008; POZEBON et al., 2022). Em relagcdo ao milho resistente a
insetos, sua adocdo levou a reducdo do numero de aplicacbes de inseticidas
(BROOKES; BARFOOT, 2012) e, consequentemente, ao agravamento dos danos as
espécies ndo alvo (CATARINO et al., 2015), incluindo D. maidis (VIRLA et al., 2013).
Dessa maneira, as plantas de milho sdo encontradas nas lavouras brasileiras no
decorrer do ano todo, aumentando o0s recursos alimentares e o0s criadouros
disponiveis tanto para o inseto vetor quanto para seus fitopatdgenos associados
(POZEBON et al., 2022).

Quanto as caracteristicas biologicas, D. maidis apresenta desenvolvimento
hemimetabolo ou metamorfose incompleta: do ovo eclode a ninfa que se desenvolve
até o inseto adulto. O periodo embrionario ocorre em cerca de 8 dias e as ninfas
passam, em geral, por cinco instares com duracdo média de 17 dias a temperatura
de 26 °C. A longevidade dos adultos varia de 30 a 78 dias para fémeas e machos,
respectivamente (COTA et al., 2021). As fémeas maduras ovipositam em média 15
ovos por dia durante a maior parte de sua vida adulta, com fecundidade total
variando de 128 a 611 ovos por fémea. Os ovos sao brancos e tém 1,3 mm de
comprimento, sendo inseridos isoladamente no tecido vegetal, sob a camada

epidérmica das folhas ou profundamente na nervura central da folha (TSAI, 2008).
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As cigarrinhas sdo insetos sugadores, os adultos apresentam coloracao
amarelo-palha, medem de 3,7 a 4,3 mm de comprimento e apresentam duas
manchas circulares negras facilmente visiveis na parte dorsal da cabeca, entre os
olhos compostos, facilitando sua identificagdo no campo. Deslocam-se lateralmente
sobre a planta quando perturbadas e podem ser encontradas preferencialmente no
cartucho das plantas de milho (COTA et al., 2021).

Apesar de causar danos diretos na planta a partir da succédo de seiva e
favorecer a dessecacdo das folhas devido a oviposicdo endofitica (LUFT-
ALBARRACIN et al., 2017), o maior problema acasionado por D. maidis consiste na
transmissdo de trés agentes fitopatogénicos: espiroplasma (Spiroplasma kunkelii,
CSS), fitoplasma (Maize bushy stunt, MBSP) e virus (Maize rayado fino virus,
MRFV), agentes causais, respectivamente, das doencas sistémicas denominadas
enfezamento palido, enfezamento vermelho e virose da risca. O efeito combinado da
transmissdo do patdgeno e da succdo da seiva pode reduzir a produtividade do
milho em até 100% se as plantas forem infectadas na fase inicial de
desenvolvimento (VAN NIEUWENHOVE et al., 2016; SABATO, 2017).

4. Transmissao dos fitopatégenos

As espécies de espiroplasmas e fitoplasmas sdo bactérias procariéticas gram-
positivas, unicelulares e desprovidas de parede celular, ambas classificadas na
classe Mollicutes (GASPARICH, 2010). Embora compartiihem uma proximidade
filogenética, apresentam atributos que as diferenciam. Os espiroplasmas sao
bactérias méveis, com formato helicoidal e cultivaveis in vitro. Diferentemente dos
fitoplasmas, que séo todos fitopatogénicos, 0s espiroplasmas apresentam uma
ampla gama de hospedeiros, incluindo plantas, vertebrados e invertebrados
(BALLINGER; PERLMAN, 2019), com os quais estabelecem relacdes patogénicas,
comensais ou mutualisticas (CACCIOLA et al., 2017). Dentre eles, apenas trés
espécies de espiroplasmas ocasionam doencas em plantas: Spiroplasma kunkelii
(em milho), S. citri (em citros) e S. phoeniceum (em vinca). Por outro lado, os
fitoplasmas sédo pleomorficos, nédo helicoidais e ndo cultivaveis in vitro, apesar de
alguns progressos nessa tentativa (CONTALDO et al., 2016; 2019).
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Devido a sua restricdo ao floema, a transmissdo dos molicutes depende
principalmente de insetos que se alimentam de seiva nutritiva (WEINTRAUB,;
BEANLAND, 2006; MACLEAN; HOGENHOUT, 2012). D. maidis pode adquirir o
patégeno S. kunkelii (CSS) em menos de uma hora de alimentacdo no floema de
plantas de milho infectadas. Apds a ingestdo, o patégeno atinge a hemolinfa do
inseto, iniciando a replicacdo antes de circular sistematicamente (OZBEK et al.,
2003). O S. kunkelii apresenta um periodo de laténcia variando de 17 a 23 dias,
apos o qual pode migrar para as glandulas salivares do inseto e ser transmitido para
plantas de milho sadias (SABATO, 2017).

O fitoplasma MBSP pode ser adquirido por D. maidis apos duas horas de
alimentacdo em plantas infectadas. O periodo latente varia de 22 a 28 dias, com a
inoculagdo ocorrendo ap6s 30 minutos de alimentagdo. A permanéncia no vetor
varia de 29 a 48 dias. Para MRFV, € necessario um minimo de 6 horas de
alimentacdo em plantas infectadas para a aquisicéo do virus. O periodo latente, de 8
a 22 dias, requer um tempo minimo de 8 horas para a inoculagdo. A retencdo no
vetor pode chegar até 20 dias (DUARTE et al., 2021).

A transmissao de molicutes por insetos vetores envolve trés fases distintas:
aquisicao, laténcia e inoculacdo. O periodo de aquisi¢do refere-se ao momento em
gue o vetor adquire o patégeno da fonte de inéculo, como do floema. O intervalo
entre a aquisicdo e a capacidade do vetor de transmitir o patégeno € conhecido
como periodo de laténcia. Por ultimo, o tempo necessario para que o patdbgeno seja
introduzido em uma planta saudavel denomina-se de periodo de inoculagédo
(WEINTRAUB; BEANLAND, 2006).

Adicionalmente, D. maidis realiza a transmissdo dos patdégenos de forma
persistente e propagativa, uma vez que, ao adquiri-los, permanece infectiva ao longo
de sua vida e, propaga os patdgenos ao multiplica-los em seu corpo (FAJARDO;
NICKEL, 2019; SABATO, 2017). Com essa colonizacdo nas glandulas salivares, 0s
insetos sdo capazes de inocular os fitopatdgenos em plantas saudaveis durante a
alimentacdo. A eficiéncia da transmissdo também esté sujeita ao estadio do vetor e
da planta, bem como as condi¢cdes ambientais, como temperatura (COTA et al.,
2021; DUARTE et al., 2021).
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5. Sintomas dos fitopatdgenos em planta hospedeira

Apds a inoculacdo nas plantas de milho, os patdgenos que retardam seu
crescimento colonizam os tubos crivados do floema e se deslocam com o fluxo do
fotossintato (acUcares e outros compostos energéticos), concentrando-se em tecidos
e 0rgdos em processo ativo de crescimento, como folhas jovens, raizes, flores e
frutos (GUSSIE et al., 1995).

Plantas afetadas pelo enfezamento exibem sintomas como a redug¢do no
crescimento e desenvolvimento, entrendés mais curtos, proliferacao e deformacéo de
espigas, espigas improdutivas e fragilizagdo dos colmos, favorecendo infeccoes
fungicas que podem levar ao tombamento. De maneira geral, quando a infeccdo
ocorre precocemente, entre os estadios de emergéncia (VE) até o estadio vegetativo
com 8 a 10 folhas (V8-V10), a planta exibe um porte reduzido, caracterizando o

fendmeno denominado "enfezamento” (COTA et al., 2021).

Quanto ao enfezamento pdlido, os sintomas incluem estrias clorGticas
delimitadas, que se originam na base das folhas, plantas com altura reduzida,
entrends encurtados, brotos nas axilas foliares e folhas com coloracédo avermelhada.
Além disso, pode haver enfraquecimento dos colmos e proliferacdo de espigas. Os
sintomas do enfezamento vermelho consistem no amarelecimento e/ou
avermelhamento das folhas, frequentemente comecgando pelas bordas, juntamente
com o perfilhamento e a proliferacdo de espigas por planta (COTA et al., 2021,
SABATO; OLIVEIRA, 2020).

O MRFV, membro do género Marafivirus e da familia Tymoviridae, induz a
formacdo de pequenos pontos cloréticos nas folhas, os quais podem coalescer a
medida que a doencga avanca, formando linhas ao longo das nervuras (COTA et al.,
2021). A infeccdo precoce por MRFV pode ocasionar reducdo de crescimento e
aborto das gemas florais (COTA et al., 2021; SABATO et al., 2018).

6. Biocontrole a partir de microrganismos entomopatogénicos

As estratégias de controle para as doencgas do milho tém se concentrado, em grande

parte, na aplicacao de inseticidas direcionados aos insetos vetores, uma vez que,
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atualmente, ndo existem ferramentas curativas disponiveis para as préprias doencas
(PEREZ-LOPEZ et al., 2018). Uma alternativa potencial para o controle de D. maidis
pode ser a utilizacdo de fungos entomopatogénicos, microrganismos que infectam e
matam insetos. Os fungos dos géneros Beauveria sp., Metarhizium sp., Isaria
(Cordyceps) sp., bem como as bactérias do género Bacillus spp., sdo espécies
importantes no controle de pragas em diversos ambientes e, portanto, podem ser

explorados como base para o desenvolvimento de produtos comerciais.

Em sintese, para iniciar o ciclo de infeccdo dos fungos mencionados nos
corpos dos invertebrados, faz-se necesséria a dispersdo dos esporos assexuados
(conidios) através do vento, chuva, respingos ou até mesmo por vetores artrépodes
(ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013; MASCARIN; JARONSKI, 2016). A infeccdo no
hospedeiro ocorre de modo semelhante entre os fungos entomopatogénicos,
evidenciando-se etapas distintas: adesao, germinacéo, diferenciagdo, penetragao,

colonizacéo, reproducédo e disseminacao (DANNON et al., 2020).

A etapa de adesao caracteriza-se pelo reconhecimento e compatibilidade dos
mecanismos dos conidios as células da cuticula do hospedeiro. Enzimas como as
proteases, esterases e N-acetilglicosidases, presentes na superficie do esporo nao
germinado, desempenham um efeito crucial na ades&o, na obtenc&o inicial de
nutrientes e na modificacdo superficial das camadas mais externas da cuticula do
hospedeiro (ALMEIDA et al., 2007; ASSIS; COSTA, 2010). Os conidios fixam-se a
cuticula do inseto por meio de forcas eletrostaticas e quimicas (MASCARIN;
JARONSKI, 2016) e, através da producdo de mucilagem, induzem modificacdes

epicuticulares, levando a germinacao dos conidios (DANNON et al., 2020).

Quando as condi¢cdes sao favoraveis, acontece a germinacdo dos conidios,
marcada pela formagdo de tubos germinativos. Consequentemente, os conidios
desenvolvem e expandem um tubo germinativo em resposta a reidratacdo e
estimulos quimicos. Posteriormente, ocorre a diferenciacdo, caracterizada pelos
apressorios, uma estrutura especializada que facilita a penetracdo, estimulada pelo
contato fisico com a cuticula do hospedeiro. Os apressorios transportam enzimas
hidroliticas que degradam a cuticula, possibilitando o crescimento de hifas para
romper o tegumento do hospedeiro (MASCARIN; JARONSKI, 2016). A partir do
apressoério, impulsionado pela acdo hidrolitica de enzimas, como proteases,

quitinases e lipases, com destaque para as proteases, combinado com pressao e
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outros fatores, como oxalato, o fungo consegue penetrar nas camadas da cuticula
até atingir a hemolinfa do inseto, um ambiente abundante em nutrientes (ASSIS;
COSTA, 2010; DANNON et al., 2020; SANDEEP et al., 2022).

Na hemolinfa, o fungo sofre um processo morfogenético, de diferenciacdo de
crescimento filamentoso para corpos de hifas unicelulares, semelhantes a leveduras
ou blastosporos, que exploram estrategicamente nutrientes, colonizam tecidos
internos e perturbam o sistema imunolégico do hospedeiro. Durante este estadio da
infeccdo, o fungo também pode secretar substancias toxicas, metabdlitos, que
ajudam a superar o sistema imunolégico do inseto (MASCARIN; JARONSKI, 2016;
DANNON et al., 2020).

Na hemolinfa, o fungo passa por um processo morfogenético, convertendo-se
de crescimento filamentoso para corpos de hifas unicelulares, semelhantes a
leveduras ou blastosporos, que exploram estrategicamente nutrientes, colonizam
tecidos internos e desregulam o sistema imunologico do hospedeiro. Durante essa
fase da infeccdo, o fungo também pode secretar metabdlitos, os quais auxiliam na
supressao do sistema imunologico do inseto (MASCARIN; JARONSKI, 2016;
DANNON et al., 2020).

7

A morte do hospedeiro geralmente é associada aos danos mecanicos, a
liberacdo de toxinas fungicas ou ambos (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013). Apés
alguns dias, os conidioforos sédo exteriorizados no corpo mumificado, possuindo
conidios recém-infeccionados para dispersdo (disseminacdo passiva) (DANNON et
al.,, 2020). O processo de infeccdo e a subsequente mortalidade sao mais
prolongados em comparacdo com 0s inseticidas quimicos de contato (ZHANG et al.,
2021; HERRICK; CLOYD, 2023).

Ressalta-se que os fungos e as bactérias podem exercer diferentes funcbes
na agricultura. Podem contribuir para a producdo de enzimas, hormoénios e
metabolitos que estimulam o crescimento das plantas, além de estar associados a
morte direta de insetos quando realizam contato com o0s inoculos desses
microrganismos. Assim, uma alternativa promissora para enfrentar os desafios
associados a aplicacdo de microrganismos vivos nas lavouras consiste na utilizacao
de enzimas (glucanases, proteases, lipases, quitinases, entre outras) e metabdlitos
extracelulares como agentes diretos no controle de patdgenos e pragas (PEREIRA
et al., 2007; BERINI et al., 2018; AITA, 2020).
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Vérios estudos tém demonstrado a eficiéncia das enzimas produzidas por
fungos no controle biolégico. Por exemplo, as quitinases sdo enzimas produzidas
por uma variedade de organismos, incluindo bactérias, fungos, insetos, plantas e
animais, para diferentes finalidades, como nutricdo, morfogénese e defesa contra
patdogenos (ADRANGI; FARAMARZI, 2013). O interesse nessas enzimas tem
crescido em varias areas da biotecnologia devido as suas capacidades de degradar
a quitina presente nas paredes celulares dos fungos e no exoesqueleto dos insetos.
Portanto, podem ser utilizadas como agentes antimicrobianos ou inseticidas para o
biocontrole dos patdgenos das plantas (KARTHIK et al., 2017; AITA, 2020).

Na literatura, encontra-se que a aplicacdo de quitinase e B-1,3-glucanase,
produzidas pelo fungo Trichoderma harzianum, resultou na inibicdo do crescimento
do fungo Sclerotium rolfsii (EL-KATATNY et al., 2001). Em um estudo similar, o uso
de quitinase purificada, produzida pelo fungo Gliocladium catenulatum, interrompeu
a germinacdo de conidios e o desenvolvimento de hifas dos fungos patogénicos

Sclerotinia scleotiorum, Rhizoctonia solani e Botrytis cinerea (MA et al., 2012).

As quitinases originarias de Talaromyces flavus foram purificadas e aplicadas
no controle biolégico de vérios fungos patogénicos, incluindo Verticillium dahliae,
Sclerotinia  sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Fusarium
moniliforme e Magnaporthe grisea, demonstrando resultados positivos para essa
finalidade (DUO-CHUAN et al.,, 2005; AITA, 2020). Além de exercer efeito sobre
fungos patogénicos, as enzimas fangicas também possuem potencial para controlar
nematoides. Estudos mostraram que a aplicacdo de proteases e quitinases,
produzidas pelo fungo Paecilomyces lilacinus, resultou na inibicdo do
desenvolvimento de ovos do nematoide Meloidogyne javanica (KHAN et al., 2004,
AITA, 2020).

Alguns estudos também mencionam a aplicacdo direta de enzimas flungicas
purificadas para controlar insetos. Exemplificando, a utilizacdo de quitinase
purificada do fungo Myrothecium verrucaria possibilitou o controle eficaz das larvas
do mosquito Aedes aegypti, obtendo uma taxa de mortalidade de 100% em 24 horas
apos a aplicagcdo (MENDONSA et al., 1996). A aplicacdo de quitinases provenientes
de Metarhizium rileyi foi capaz de inibir o desenvolvimento de larvas de Trichoplusia
ni (MATSUMOTO, 2006). Em outro estudo, o meio de cultura do fungo Beauveria

bassiana foi purificado para obtencdo de quitinase, a qual demonstrou elevada
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atividade inseticida contra pulgdes de algodédo (KIM; Je, 2010).

Em um estudo experimental, o extrato filtrado da cultura de Trichoderma
harzianum, contendo quitinase, demonstrou ter efeito adverso no crescimento
(resultando em 70% de mortalidade) e na metamorfose (com 100% de inibicdo) das
larvas de Helicoverpa armigera (BINOD et al., 2007). Foram isoladas e purificadas
duas quitinases a partir do extrato enzimatico produzido pelo fungo Talaromyces
flavus, as quais exibiram atividade contra a parede celular dos fungos Verticillium
dahliae, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani. Além disso, essas quitinases
inibiram a germinacéo de esporos e o alongamento do tubo germinativo dos fungos
Alternaria alternata, Fusarium moniliforme e Magnaporthe grisea (DUO-CHUAN et
al., 2005). Também, o extrato enzimatico rico em quitinase, produzido pelo fungo
Trichoderma asperellum, foi submetido a avaliagbes quanto a sua capacidade de
inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos do género Fusarium. Os resultados
revelaram uma zona maxima de inibicdo do crescimento micelial em F. oxysporum f.
sp. ciceri, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. solani e F. udum (KUMAR et al., 2012;
AITA, 2020).

Observa-se que as enzimas sao produtos de grande sucesso na esfera
comercial, especialmente quando produzidas através do processo de Fermentacao
em Estado Sdélido (FES). Exemplos notaveis incluem amilases, -celulases,
pectinases, proteases, glucoamilases e quitinases (THOMAS; LARROCHE;
PANDEY, 2013). Porém, a producdo de enzimas hidroliticas via processos
fermentativos ainda é predominantemente realizada por Fermentacdo Submersa
(FSub) (KARTHIK et al., 2014; AITA, 2020).

Por isso, considerando que fungos como M. anisopliae, B. bassiana, I.
fumosorosea e, bactérias do género Bacillus, como B. methylotrophicus e B.
amyloliquefasciens, sdo microrganismos com habilidade para produzir enzimas e
metabolitos secundarios, torna-se importante investigar condicdes e meios de cultivo
gue favorecam essa producdo por bioprocessos fermentativos. Além disso, é
relevante explorar aplicacdes para o controle de pragas potenciais, como D. maidis

na cultura do milho.

ISSN: 16799844 — InterSciencePlace — International Scientific Journal Page 757



7. Métodos para producéo de bioinsumos

Os conidios aéreos representam 0s principais propagulos infecciosos de fungos
entomopatogénicos. Para produzir esses propagulos, sédo utilizados biorreatores, 0s
guais facilitam a multiplicacdo por meio de processos fermentativos (BASSO et al.,
2023). A selecao da metodologia de producéo deve levar em conta o custo do
processo, a produtividade e a qualidade dos esporos (ROBL et al.,, 2009).
Independentemente da técnica, uma etapa crucial é a otimizacdo das condicGes
guimicas e fisicas do processo. Por isso, é essencial que o meio de cultivo seja
economicamente viavel, promova o crescimento de micélio e, por conseguinte, a
esporulacdo com alto rendimento (KUMAR et al.,, 2011). Ademais, os biorreatores
tém por finalidade proporcionar condi¢des ideais de temperatura, pH, concentracao
de substrato, tamanho de particulas, minerais, oxigénio, entre outros fatores, a fim
de que os microrganismos e células produzam os metabdlitos desejados (ALVES,
2010; MEYER et al., 2022).

A producéo industrial em biorreatores segue as seguintes etapas: formulacdo
do meio de cultura e preparacdo do indculo; preparo do inoculo (cultura pura em
guantidade suficiente para a inoculagdo do biorreator); esterilizacdo do meio,
fermentador e equipamentos; fermentacdo; extracdo e purificacdo do produto;
tratamento dos residuos; e armazenamento (IWANICKI et al., 2022). Assim, a
producdo das unidades infecciosas de fungos entomopatogénicos e bactérias pode

ser feita basicamente por trés processos fermentativos:

1. Fermentacdo liquida ou submersa (FSub): processo que ocorre em um
meio liquido com agitacdo, sendo o substrato constituido por fones de carbono e
nitrogénio (MASCARIN et al., 2015; 2019).

2. Fermentacdo em estado sélido (FES): processo que ocorre em um
meio solido caracterizado pela baixa quantidade de agua livre; a matriz solida (arroz,
farelo de milho, farelo de trigo, casca de soja, entre outros) serve de suporte para o
desenvolvimento da reagdo e fornece os nutrientes necessarios para o crescimento
microbiano (MASCARIN et al., 2015; JARONSKI, 2016; CUNHA et al., 2019).

3. Fermentacéo bifasica: consiste em um processo de duas etapas, com
uma FSub para producéo inicial de micélio ou esporos, os quais séo inoculados em
um substrato solido (MASCARIN et al., 2018).
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A FES é a metodologia geralmente utilizada para o cultivo de agentes de
controle bioldgico, tais como Beauveria e Isaria (SILVA et al., 2018), Lecanicillium (=
Akanthomyces) (MASCARIN et al.,, 2015; 2018), Clonostachys (VICCINI et al.,
2007), Metarhizium (PRAKASH et al., 2008) e Paecilomyces (= Purpureocillium)
(ROBL et al., 2009). Devido a simulacdo das condicfes naturais para o crescimento
fungico, o substrato na FES resulta em esporos com propriedades aprimoradas,
incluindo eficacia e estabilidade (JACKSON, 1997; VICCINI et al., 2007). No entanto,
as desvantagens associadas a FES incluem um periodo de fermentagcdo mais
prolongado, maior risco de contaminacgao, dificuldades na recuperacao do produto e
desafios no escalonamento do processo (JACKSON, 1997; MASCARIN et al., 2014;
MASCARIN et al., 2015).

Na FES, os substratos empregados sao geralmente grédos de cereais
esterilizados e umedecidos, com destague para o0 arroz. Além disso, esses
substratos podem ser obtidos a partir de residuos da agroindustria, como mandioca,
Soja, acucar de beterraba, batatas, sorgo, farelos de trigo e milho, bagaco de cana-
de-acucar, sobras do processamento da industria do café, bagaco de frutas (como
maca, uva e abacaxi), e residuos das industrias de 6leos (canola, soja, palma), entre
outros (PANDEY et al.,, 2000; GANDARILLA-PACHECO et al., 2019; JARONSKI,
2013; GHOREISHI et al., 2023).

Durante a realizagcdo da FSub, assegura-se um controle mais preciso dos
parametros importantes para o crescimento dos microrganismos, como temperatura,
pH e homogeneidade do substrato. Isso facilita a producdo de quantidades
significativas de propagulos em espacos fisicos reduzidos e em prazos curtos,
permitindo sua aplicacdo em larga escala por meio de biorreatores de tanque
agitado (MASCARIN et al., 2015; SANTOS, 2017). Nesse contexto, a maioria dos
fungos entomopatogénicos exibe um crescimento dimorfico na FSub, semelhante ao
padrdo observado no ambiente da hemocele do inseto. Esses fungos também
podem gerar propagulos hidrofilicos submersos, denominados blastosporos, além de
hifas e conidios submersos através do processo de conidiacdo de microciclos
(HOLDER; KEYHANI, 2005; MASCARIN; JARONSKI, 2016).

Para o cultivo das bactérias pertencentes ao género Bacillus, sdo utilizados
biorreatores de FSub. Para isso, € essencial fornecer um meio de cultura apropriado.

Os meios de cultura para essas bactérias comumente incluem uma fonte de
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nitrogénio (extrato de caseina, caseina hidrolisada, peptona), uma fonte de carbono
(glicose, dextrose, amido) e sais minerais (com micro e macro elementos). O meio
as vezes é complementado com tampdes (fosfato) e antiespumantes para facilitar o
processo. A fonte de carbono ndo apenas fornece matéria-prima para muitos
compostos celulares, mas também serve como fonte de energia. O nitrogénio é
essencialmente necessario para a sintese de proteinas e acidos nucleicos. Os sais
minerais atuam como cofatores e desempenham fun¢gbes no controle da
osmolaridade celular (MONNERAT et al., 2020).

Dentro do biorreator, apos a adicdo do substrato, deve-se monitorar 0s
parametros essenciais para 0 crescimento bacteriano. O controle do pH é
fundamental, sendo ideal manter-se entre 6,8 e 7,2 no inicio do processo. A
temperatura também deve ser controlada, permanecendo entre 28° e 32°C. Além
disso, € necessario garantir que o nivel de oxigénio dissolvido ndo chegue a valores
inferiores a 20%, sendo idealmente mantido em torno de 40%. Isso se deve ao
aumento da demanda por oxigénio conforme o processo fermentativo avanca,
necessitando de um fornecimento progressivo para atender as necessidades de
cada microrganismo (MONNERAT et al., 2020). A medida que as fontes nutritivas do
meio de cultura se esgotam, as bactérias entram em uma fase estacionaria, na qual
nao € mais justificavel continuar o processo. Esse é o ponto em que a fermentacéo é
concluida (MONNERAT et al., 2020).

8. Consideracgdes finais

Longe de ser apenas uma questdo temporaria, os surtos recentes de D. maidis e da
doenca do enfezamento do milho provavelmente se tornardo mais comuns no Brasil
e em outros paises produtores de milho. Isso demandara uma colaboracao entre
autoridades governamentais, pesquisadores e produtores para enfrentar esse
problema fitossanitério e prevenir perdas de produtividade. Uma estratégia viavel é
combinar o controle quimico com o uso de agentes bioldégicos compativeis em uma

mesma aplicacao.

Assim, salieta-se ser primordial realizar pesquisas que tragam novas

biotecnologias aos produtores de milho, visando aprimorar o0 manejo integrado de
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pragas e garantir o potencial produtivo da cultura, mesmo em safras consecutivas.
Deve-se priorizar o estudo das condicdbes de cultivo dos microrganismos
entomopatogénicos, buscando reduzir os custos de produgdo, prolongar a
viabilidade dos propagulos nos bioinsumos e realizar ensaios para avaliar a eficacia
do uso de enzimas e outros metabdlitos no controle direto dos vetores ou

fitopatogenos.
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