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RESUMO 

 

 

 

OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DE 

UM BIOHERBICIDA PRODUZIDO POR Mycoleptodiscus indicus  
 

 

 

AUTOR: Valéria Ortaça Portela 

ORIENTADOR: Rodrigo Josemar Seminoti Jacques 

 

 

A pesquisa e a produção comercial de bioherbicidas no Brasil ocorre em menor escala em 

relação aos bioinseticidas e biofungicidas. O objetivo do estudo foi otimizar a produção de um 

bioherbicida pelo fungo Mycoleptodiscus indicus em fermentação submersa e sólida, identificar 

a estrutura química das moléculas químicas. Na otimização da produção dos metabólitos em 

meio de cultura com substrato de bagaço de cana-de-açúcar foram utilizados os delineamentos 

Plackett-Burman e o Composto Central Rotacional. As variáveis otimizadas foram temperatura, 

agitação, pH, volume de água no meio de cultura, concentração de glicose e de extrato de 

levedura. Os metabólitos fúngicos foram aplicados em folhas destacadas de Cucumis sativus, 

Conyza sp. e Sorghum bicolor. Os testes ecotoxicológicos avaliaram a fuga e a exposição aguda 

de minhocas Eisenia andrei aos metabólitos fúngicos. Para a identificação química destas 

moléculas o fungo foi cultivado em três meios de cultura a base de bagaço de cana-de-açúcar 

(SB) ou farelo de aveia + arroz (OR) ou arroz (RI). Os extratos foram obtidos com etanol 99% 

e submetidos a derivatizações, utilizando anidrido acético/piridina e ácido 

clorídrico/metanólico. A caracterização química dos compostos acetilados/metilados voláteis 

foi realizada por cromatografia e espectrometria de massas. O potencial bioherbicida dos 

extratos foi avaliado em sementes, folhas destacadas e em plantas em crescimento de C. sativus. 

A produção dos metabólitos fitotóxicos foi otimizada a 35 ºC, 50 rpm e 1.5 g L -1 de glicose e 

na fermentação sólida nos intervalos de 30-37ºC e 14-32 mL de água. Os metabólitos causaram 

danos severos na germinação, no crescimento inicial e nas folhas das três plantas. Na dose de 

57 g L-1 do bioherbicida ocorreu a maior redução da biomassa de E. andrei, enquanto na menor 

dose (1.78 mg L-1) houve aumento desta biomassa. Nas doses testadas, os metabólitos de M. 

indicus não foram tóxicos para as minhocas. Foram identificados seis compostos comuns aos 

três extratos SB, OR e RI: metil-latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol 

(4), benzoato de benzila (5) e iditol (6). No extrato OR e RI foi identificado o ácido linoleico 

(7), enquanto que no extrato SB detectou-se 4-acetil-2-careno (8). O ácido astérrico (9) foi 

identificado como componente majoritário dos três extratos. Os extratos SB e OR resultaram em 

danos às folhas destacadas, porém somente SB inibiu a germinação. Quando pulverizados sobre 

as folhas, os três extratos reduziram o crescimento as plantas. Com estes dados é possível 

estabelecer a seguinte ordem de eficiência bioherbicida dos extratos avaliados: SB>OR>RI. 

Palavras chaves: fungo; fermentação; metabólitos secundários; bioprodutos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Optimization of production and chemical characterization of a bioherbicide produced 

by Mycoleptodiscus indicus  

 

 

 

AUTHOR: Valéria Ortaça Portela 

ADVISOR: Rodrigo Josemar Seminoti Jacques 

 

 

The research and commercial production of bioherbicides in Brazil occur to a lesser 

extentncompared to biopesticides and biofungicides. The aim of the study was to optimize the 

production of a bioherbicide by the fungus Mycoleptodiscus indicus in submerged and solid 

fermentation, to identify a chemical structure of chemical molecules. In order to optimize the 

production of metabolites in a culture medium with sugarcane bagasse substrate, Plackett-

Burman and Central Rotational Composite designs were used. The optimized variables were 

temperature, temperature, pH, volume of water in the culture medium, concentration of glucose 

and yeast extract. Fungal metabolites were emitted in detached leaves of Cucumis sativus, 

Conyza sp. and Sorghum bicolor. Ecotoxicological testicles assess escape and acute exposure 

of Eisenia andrei earthworms to fungal metabolites. For chemical identification of these 

molecules, the fungus was cultivated in three culture media based on sugarcane bagasse (SB) 

or oat bran + rice (OR) or rice (RI). The extracts were obtained with 99% ethanol and 

derivations using acetic anhydride/pyridine and hydrochloric/methanolic acid. The chemical 

characterization of the volatile acetylated/methylated compounds was performed by 

chromatography and mass spectrometry. The bioherbicide potential of the extracts was 

evaluated in seeds, detached leaves and growing plants of C. sativus. The production of 

phytotoxic metabolites was optimized at 35 ºC, 50 rpm and 1.5 g L -1 of glucose and in 

continuous fermentation at intervals of 30-37ºC and 14-32 mL of water. The metabolites caused 

severe damage to germination, initial non-growth and leaves of the three plants. At the dose of 

57 g L-1 of the bioherbicide there was a greater reduction in the biomass of E. andrei, while at 

the lower dose (1.78 mg L-1) there was an increase in this biomass. At the doses tested, the 

metabolites of M. indicus were not toxic to earthworms. Six compounds common to the three 

extracts SB, OR and RI were identified: methyl-latodoratin (1), palmitic acid (2), elaidic acid 

(3), glycerol (4), benzyl benzoate (5) and iditol (6). In extract OR and RI, linoleic acid was 

identified (7), while in extract SB, 4-acetyl-2-carene was detected (8). Asteric acid (9) was 

identified as the major component of the three extracts. The SB and OR extracts resulted in 

damage to detached leaves, but only SB inhibited germination. When sprayed onto leaves, the 

three extracts reduced plant growth. With these data it is possible to establish the following 

order of bioherbicidal efficiency of the obtained extracts: SB> OR> RI. 

Keywords: fungi; fermentation; secondary metabolites; bioherbicide; ecotoxicological test. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

O crescente aumento da população mundial e da demanda por alimentos resulta na 

necessidade de intensificação da produção agrícola. Para isto, a otimização dos fatores que 

interferem no processo de produção agrícola deve ser buscada, para que as culturas atinjam seu 

máximo potencial produtivo. Porém, aliada a maior demanda de alimentos, existe também a 

necessidade de tornar o sistema agrícola mais sustentável. Deste modo busca-se a associação 

de técnicas com menor impacto ao ambiente e que ao mesmo tempo se apresentem eficientes 

na resolução dos atuais problemas. 

Um dos principais fatores que prejudicam o desempenho das culturas é a ocorrência das 

plantas daninhas, que competem diretamente por recursos básicos do ambiente com as culturas 

agrícolas, ocasionando perdas diretas e indiretas da produção. Atualmente a principal forma de 

controle é através de herbicidas sintéticos. Esta forma de controle tem sido facilitada pelas 

modificações genéticas em cultivares, que as tornam resistentes aos princípios ativos de alguns 

herbicidas (ASSIRELLI et al., 2015). No entanto, a utilização indiscriminada destes 

agrotóxicos, principalmente em culturas transgênicas, resultou na seleção de biótipos 

resistentes de plantas daninhas (FOROUZESH et al., 2015, SALOMÃO et al., 2020). Além 

disso, os herbicidas sintéticos impactam negativamente o ambiente, contaminando o solo, a 

água, o ar, os alimentos e os seres vivos (TUDI et al., 2021).  

Uma alternativa para reduzir o uso destes agrotóxicos é o desenvolvimento de 

bioherbicidas (BORDIN et al., 2020). A possibilidade de obtenção destas moléculas se baseia 

na enorme diversidade de microrganismos encontrados no ambiente e representa um grande 

potencial biotecnológico a ser explorado (LI et al., 2018; VAREJÃO et al., 2013a, 2013b). 

Estima-se que o Brasil abriga aproximadamente 20% da diversidade biológica do planeta, a 

qual pode ser empregada como um recurso para o desenvolvimento de novas e sustentáveis 

ferramentas em diversas áreas do conhecimento (ABRANCHES et al., 2020).  

Para o desenvolvimento de um bioherbicida, várias etapas são fundamentais. A 

otimização do crescimento do fungo e da produção dos metabólitos é obtida mediante 

modificações na composição do meio de cultura e das variáveis ambientais, como a 

temperatura, pH, umidade, agitação, etc. Esta etapa básica, tem grande importância na futura 

produção industrial, pois diminui os custos, aumenta a produção e reduz o tempo de 

fermentação. Além disso, também são necessários testes ecotoxicológicos para conhecer a 

toxicidade ambiental do bioherbicida, pois caso os metabólitos sejam danosos a organismos 
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não alvos, a pesquisa deve ser reavaliada. Outra etapa imprescindível ao desenvolvimento de 

um bioherbicida é a identificação da estrutura química dos metabólitos fúngicos com efeito 

fitotóxico, pois tal informação é necessária para fins de registro e futura produção em larga 

escala. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 O problema das plantas daninhas 

 

Diversos fatores influenciam o desenvolvimento das culturas agrícolas, como o manejo, 

a fertilidade do solo, a qualidade da semente, a ocorrência de pragas e doenças, e a competição 

com plantas daninhas (GOMES JR.; CHRISTOFFOLETI, 2008; VASCONCELOS; SILVA; 

LIMA, 2012). Por desenvolvem-se no mesmo meio que a plantas de interesse comercial, as 

plantas daninhas competem com a cultura por recursos do ambiente e por apresentar maior 

rusticidade e adaptação. Assim perpetuam-se com maior facilidade através da produção de 

grande quantidade de sementes ou outras estruturas de reprodução.  

As plantas daninhas causam reduções significativas  da produtividade das culturas 

agrícolas devido a competição, entretanto a intensidade dos danos depende da espécie e 

densidade da planta daninha, do ambiente, do período de convivência e da cultura agrícola 

(LAMEGO et al., 2009; RIZZARDI et al., 2003). 

A interferência da cultura agrícola pode ser tanto direta, pela competição e alelopatia, 

quanto indireta, por ser hospedeira de insetos e doenças. Muitas culturas agrícolas possuem 

sensibilidade à interferência das plantas daninhas durante o seu ciclo de desenvolvimento 

(BIANCHI et al., 2010; DATTA et al., 2017), apresentando reduções de produtividade entre 15 

a 80% (SCHOLTEN et al., 2011), valor esse que varia de acordo o nível de infestação 

(BIANCHI et al., 2010; CHARUDATTAN; DINOOR, 2000). As plantas daninhas apresentam 

características que contribuem para dificultar seu controle, entre essas a alta produção de 

sementes, a facilidade de disseminação, a heterogeneidade na germinação com diferentes fluxos 

de germinação durante a mesma estação.  

 

2.2 Herbicidas sintéticos e os danos ambientais 

 

O controle das plantas daninhas pelo uso dos herbicidas sintéticos apresenta 

características atraentes, como simplicidade, previsibilidade e a necessidade de pouco 

entendimento dos processos do agroecossistema (ASSIRELLI et al., 2015). Porém, o uso 

intensivo de fungicidas, inseticidas e herbicidas na agricultura promove diversos problemas 

ambientais, como a contaminação dos alimentos, do solo, da água, do ar e dos seres vivos 

(BETTIOL et al., 2009). 
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Os agrotóxicos utilizados na agricultura possuem grande abrangência de efeitos em toda 

a comunidade do solo (MIRSAL, 2008). As pesquisas indicam alterações no conteúdo do 

carbono microbiano do solo (CAMELO et al., 2011), bioacumulação nos organismos do solo 

(GILL; GARG, 2014), alteração nos processos de decomposição vegetal (HENDRIX; 

PARMELEE, 1985), na transformação e na mineralização da matéria orgânica (GILL; GARG, 

2014). Além de influenciar negativamente sobre as comunidades de minhocas (GARCÍA-

PÉREZ et al., 2014), colêmbolos (HAQUE et al., 2011) e nematoides (ZHAO et al., 2013). 

Os estudos relacionados as consequências do uso dos herbicidas sintéticos indicam 

redução da abundância de organismos do solo e outros efeitos em doses subletais (CASABE et 

al., 2007; CORREIA; MOREIRA, 2010). Diversos estudos demonstram os efeitos tóxicos do 

N-fosfonometil glicina (glifosato) sobre os microrganismos do solo, a atividade microbiana, a 

biomassa microbiana, a atividade das enzimas desidrogenase e β-glicosidase (TEJADA, 2009). 

Contudo, o efeito do glifosato sobre a atividade biológica do solo dependente das características 

do solo, principalmente pH, textura e teor de matéria orgânica (ALBERS et al, 2009; TEJADA, 

2009). O uso excessivo do glifosato pode prejudicar o desenvolvimento das minhocas 

(CASABE, 2007) e a eficiência do uso da água por planta (ZOBIOLE, 2010b). Além disso, os 

estudos têm documentado reduções na fixação biológica do nitrogênio na soja resistente a 

herbicidas pulverizados com o glifosato (ZOBIOLE, 2010a).  

O herbicida 2,4-D é utilizado principalmente para o controle de plantas daninhas em 

condições de pós-emergência em culturas em que é seletivo, bem como no manejo da vegetação 

em pré-semeadura (SILVA et al., 2018; SOUZA; CUNHA; PAVANIN, 2012). Porém, devido 

a suas características físico-químicas, pode ocasionar danos às culturas vizinhas pela deriva da 

molécula. Sendo a deriva definida como o movimento de poeira ou gotículas do produto 

aplicado através do ar para áreas não previstas no momento da aplicação e deslocamento dessas 

moléculas para as culturas não alvos (SILVA et al., 2018; SOUZA; CUNHA; PAVANIN, 

2012).  

Os herbicidas podem provocar danos pela contaminação residual, como resíduos de 

atrazina e simazina que foram detectados no leite humano e em água do rio Corumbataí no 

Estado de São Paulo, após o uso em área agrícola na região (ARMES et al; GARCÍA et al., 

2011). Quando ingeridos, podem causar problemas na saúde humana, como efeitos 

neurológicos e reprodutivos (ABASS et al., 2012). Munger et al. (1997) constataram altas taxas 

de nascimento de crianças prematuras em Iowa (EUA) em comunidades que consumiam água 

com altas concentrações de atrazina. Os resíduos de atrazina e simazina podem assim 
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permanecer estáveis no leite e na água (GARCÍA et al., 2011). Assim podem, podem ser 

ingeridos e causar possíveis problemas na saúde humana dentre eles efeitos neurológicos e 

reprodutivos (ABASS et al., 2012).  

Atualmente no estado do Rio Grande do Sul há um conflito muito grande entre 

produtores rurais devido aos danos causados pela deriva de herbicidas, como o 2,4-D. Os 

produtores de uva, erva-mate, maçã, nozes, mirtilo, hortaliças, oliveiras, etc, tiveram suas 

culturas atingidas pela deriva do 2,4-D utilizado na cultura da soja (BBC, 2021). Desta forma, 

o uso sem critérios técnicos deste agrotóxico está prejudicando a produção agrícola gaúcha, 

além de todos os danos ambientais e aos seres humanos já descritos. 

 

2.3 Resistência das plantas a herbicidas 

 

Nos últimos anos, com os avanços da biotecnologia aplicada à produção agrícola, houve 

o desenvolvimento de cultivares resistentes ao herbicida glifosato, o que permitiu simplificar o 

controle das plantas daninhas (UIZURRUN; LEADEN, 2012; SILVA et al., 2014). A 

biotecnologia da soja transgênica (Roundup Ready®) buscou facilitar o manejo, no entanto 

contribuiu para o surgimento da resistência de plantas daninhas a esse herbicida, pois resultou 

no uso repetitivo  de apenas um princípio ativo na mesma área ou de herbicidas diferentes, mas 

com o mesmo mecanismo de ação (POWLES; YU, 2010; UIZURRUN; LEADEN, 2012, 

KNEZEVIC et al., 2019).  

Atualmente, existem 519 casos de plantas resistentes a herbicidas no mundo, 

envolvendo 263 espécies, das quais 152 dicotiledôneas e 111 monocotiledôneas, presentes em 

94 culturas e 71 países. No Brasil já foram registradas 53 espécies resistentes a pelo menos um 

mecanismo de ação, das quais 13 apresentam resistência a dois ou mais mecanismos de ação. 

Sendo essas: Amaranthus palmeri, A. viridis, A. retroflexus, A. hybridus, Bidens pilosa, B. 

subalternans, B. insularis, Conyza sumatrensis, Echinochloa crus-galli var. crus-galli, 

Eleusine indica, Euphorbia heterophylla, Lolium perenne ssp. multiflorum e Sagittaria 

montevidensis (HEAP, 2021). 

As plantas resistentes a herbicidas ocorrem naturalmente em baixa frequência, porém, a 

pressão de seleção exercida pelo herbicida aumenta a sua frequência na população. Para Powles 

e Yu (2010), a resistência das plantas daninhas é a capacidade adquirida e herdável que essas 

possuem em sobreviver a doses de herbicidas que em condições normais controlariam os 

demais componentes da população. Portanto, o herbicida não é o agente causador, mas sim 
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selecionador dos indivíduos resistentes. Neste sentido, o manejo incorreto do controle químico 

de plantas daninhas está contribuindo para o aumento da frequência de resistência. Além disso, 

o surgimento da resistência depende de alguns fatores, como a genética e a biologia das plantas 

daninhas, do herbicida, da tecnologia de aplicação, entre outros. 

Uma alternativa para o controle de plantas daninhas resistentes é a otimização das doses 

e do número de aplicações de herbicidas, reduzindo com isso a pressão de seleção (SILVA et 

al., 2014). Além disto, para alcançar maior eficiência de controle, uma alternativa é o controle 

integrado, que usa outras práticas de manejo para prevenir que as plantas daninhas atinjam um 

nível de dano à cultura agrícola (VIDAL et al., 2007). 

 

2.4 Bioherbicidas 

 

A preocupação da sociedade com os impactos ocasionados pelo uso intensivo de 

agrotóxicos na agricultura e seus prejuízos diretos e indiretos no Homem e no ambiente, está 

modificando gradativamente o cenário agrícola. Há grande crescimento da produção de 

alimentos com baixa ou nenhuma utilização de agrotóxicos, o qual vem favorecendo o uso e a 

disseminação de técnicas alternativas na agricultura, como o controle biológico (POVEDA et 

al., 2020).  

O controle biológico quando usado em plantas daninhas é uma técnica que visa controlar 

ou reduzir populações destas plantas (VAN DEN BOSH et al., 1987). A estratégia do 

biocontrole de plantas daninhas denominada bioherbicida pode envolver o aumento da 

efetividade do microrganismo, por meio de aplicações inundativas de esporos com a finalidade 

de gerar um alto nível de doença, com consequente morte ou supressão de populações da planta 

(CHARUDATTAN, 1991). Ainda, o controle biológico de plantas daninhas também pode ser 

realizado pelo uso de fitotoxinas produzidas por microrganismos, as quais podem ser usadas 

como modelos para o desenvolvimento de novos herbicidas, principalmente na forma de 

metabólitos secundários ou enzimas (DUKE et al. 2000). Para isso, o fungo é cultivado em um 

meio de cultura específico e após o período de incubação ocorre a extração do metabólito 

produzido no meio de cultura pela adição de um solvente, homogeneização e filtração do 

material, resultando no bioherbicida. pesquisas preliminares que avaliam o potencial de 

controle tanto de extratos de plantas como de organismos como fonte de novos bioherbicidas 

são importantes. O estudo de Anese et al. (2015), que avaliou o potencial de fitotoxicidade de 

extratos de folhas e raízes de Drimys brasiliensis na germinação e no crescimento de plântulas 
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de Panicum maximum e Euphorbia heterophylla, indicam que D. brasiliensis é uma possível 

alternativa de controle para as espécies de plantas daninhas analisadas. Wang et al., (2015) 

obteve atividade herbicida de farinha de semente de mostarda (Sinapis alba e Brassica juncea) 

na emergência de Digitaria sanguinalis e Amaranthus palmeri, demostrando que S. alba 

poderia ter melhor eficácia bioherbicida sobre A. palmeri, enquanto Brassica juncea foi mais 

eficaz para D. sanguinalis. 

Entre os microrganismos usados para o controle de plantas daninhas, podemos citar as 

bactérias Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye e Pseudomonas fluorescens 

estirpe WH6. Quanto as pesquisas relacionadas ao uso de vírus para controle de plantas 

daninhas, podemos citar o Araujia vírus do mosaico (ELLIOTT et al., 2009) e vírus do mosaico 

do pepino (KAZINCZI et al. 2006). Porém, entre os microrganismos, os fungos são os 

preferidos como agentes de controle biológico de plantas daninhas, pois ocorrem em 

abundância na natureza, podem ser cultivados em meios artificiais para produção massal e há 

possibilidade de possuir ação específica sobre uma planta, quando o patógeno for isolado da 

mesma. Associado a isso, ainda está a possibilidade de otimização da produção de metabólitos 

fitotóxicos em laboratório, para posterior formulação e aplicação em larga escala (FIORILLO, 

2007).  

O uso de metabólitos obtidos de fungos consiste em uma forma de controle por 

substâncias naturais, com provável menor impacto no ambiente (PETTA, 2008). Como 

vantagens no uso de bioherbicidas, destaca-se a seletividade da maioria desses produtos, a 

segurança ao aplicador, a biodegradabilidade e a possibilidade de aplicação próximos a locais 

onde os agrotóxicos ocasionariam sérios impactos ambientais, como em reservas naturais e 

ambientes aquáticos (BAILEY, 2010; LYN et al., 2010). 

Os metabólitos microbianos estão sendo cada vez mais estudados, devido a demanda 

por métodos menos agressivos ao ambiente e pela necessidade de exploração de forma 

sustentável desta enorme reserva de recursos biotecnológicos representada pela biodiversidade 

de microrganismos do solo.  

 

2.5 O fungo Mycoleptodiscus indicus 

 

A espécie Mycoleptodiscus indicus (V.P. Sahni) B. Sutton é descrita como um fungo 

endofítico, com ampla distribuição geográfica, encontrado em regiões tropicais ou subtropicais 

associado com plantas, principalmente monocotiledôneas (ANDRIOLI et al., 2014; LI et al., 
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2018). Produz esporodóquios e não escleródios em meio de cultura ou em substrato natural, 

assim como fazem as espécies M. terrestris e M. sphericus (OSTAZESKI, 1967; SUTTON, 

1973). Os esporodóquios de M. indicus estão associados com amplas lesões em folhas de Zamia 

spp. (Cycadofita americana) e em outras plantas monocotiledôneas. Zamia é um gênero de 

cerca de 40 espécies de pequenas plantas classificadas na família Zamiaceae da classe 

Cycadophyta. Estas plantas são encontradas na Carolina do Sul, Flórida, México e ao norte e 

noroeste da América do Sul. Também está presente na Índia, Sudeste da Ásia e partes da África. 

M. indicus tem sido isolado em culturas a partir de lesões em folhas de Zamia spp. (PADHYE 

et al., 1995; SUTTON, 1973). 

O fungo M. indicus é considerado um agente etiológico de feohifomicose humana que 

em condições ideais causa infecção subcutânea em pacientes imunocomprometidos. No litoral 

da Carolina Sul e na Florida foi causador de infecções subcutâneas em pacientes. Em ambos os 

casos, a infecção fúngica causada por M. indicus foi solucionada com terapia antifúngica 

sistêmica (PADHYE et al., 1995; GARRISON et al., 2008). Salienta-se que no presente estudo 

o fungo foi utilizado somente em laboratório para produção de metabólitos fitotóxicos e sua 

aplicação em lavouras na forma de esporos ou biomassa viva não está prevista. 

O potencial biotecnológico de M. indicus já é reconhecido na literatura devido a 

produção de metabólitos com atividade antimicrobiana, antiparasitária e antitumoral 

(ANDRIOLI et al., 2014). Estas substâncias são divididas em duas classes: cromenos e 

azafilonas (ANDRIOLI et al., 2014). As azafilonas exibem um amplo espectro de ação 

biológica, tais como: antimicrobiana, antifúngica, antioxidante, antiviral, citotóxica e 

nematicida (OSMANOVA et al., 2010), demostrando a importância desse fungo em outras 

aplicações biotecnológicas. Porém, poucos estudos foram realizados sobre a utilização deste 

fungo para a produção de bioherbicida. Em 2015, Portela et al. (2020) isolaram o M. indicus de 

folhas de Conyza sp. com sintomas de doenças fúngicas em áreas de soja no estado do Rio 

Grande do Sul/Brasil e o fungo apresentou resultados promissores na produção de metabólitos 

fitotóxicos. Nexte sentido, aponta-se a importância da continuidade de estudos envolvendo 

essas espécies para a otimização da produção de metabólitos fitotoxicos. 

 

2.6 Fermentação sólida e submersa 

 

A fermentação em microbiologia é definida como o tipo de metabolismo anaeróbio onde 

a geração de energia ocorre sem a cadeia de transporte de elétrons. Porém, o termo fermentação 
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está consolidado na microbiologia industrial e na engenharia de bioprocessos como sinônimo 

de cultivo aeróbio e é com este sentido que será utilizado no presente estudo. A fermentação 

pode ser realizada em estado sólido ou submersa. Estas são as principais formas de cultivo de 

microrganismo para processos de obtenção de bioprodutos. As condições do meio fermentativo 

(tempo de incubação, temperatura, substrato, agitação, fonte de carbono e nitrogênio, etc), bem 

como o tipo de fermentação (sólida ou submersa), influenciam diretamente na produção de 

metabólitos secundários, e essas são variáveis específicas para cada microrganismo 

(VAREJÃO et al., 2013). 

Independentemente do tipo de fermentação, pode-se utilizar meios de cultura industriais 

ou sintéticos (WEBB, 2017). O meio industrial é aquele que apresenta componentes de resíduos 

agroindustriais (bagaços, grãos, farelos, etc) em sua constituição, por isto é considerado de 

baixo custo. Os meios sintéticos utilizam  reagentes comerciais, como extrato de levedura, 

peptona, glicose e vários micronutrientes, por isto são mais caros (BRUN et al., 2016; SOUZA 

et al., 2017).  

A fermentação submersa é um dos métodos mais utilizados para a produção de 

bioherbicidas de origem fúngica (SOUZA et al., 2015, 2017; TODERO et al., 2018a). Também 

denominada fermentação líquida, pois o microrganismo desenvolve-se em meio de cultura com 

excesso de água (SOUZA et al., 2017; TODERO et al., 2018a). As condições usadas mais 

frequentemente para o cultivo de fungos são: tempo de fermentação de 5 a 12 dias, temperatura 

de 24-35 °C e agitação de 50-150 rpm (KLAIC et al., 2017; SOUZA et al., 2015). Na 

fermentação sólida, o meio de cultura não possui água livre (RAHARDJO et al., 2006), sendo 

que o cultivo busca simular o hábitat natural dos fungos (HANSEN et al., 2015). Algumas 

condições biológicas, físico-químicas e ambientais podem afetar diretamente o processo de 

fermentação sólido, como tempo de fermentação, temperatura, pH, umidade, atividade de água 

e fatores nutricionais, e a intensidade dessa interferência depende do tipo de substrato e 

microrganismo (KRISHNA, 2005, MELNICHUK et al., 2020).  

Asther et al. (2002) compararam a produção da enzima feruloil esterase por Aspergillus 

niger em estado sólido e fermentação submersa, e ambas as condições foram eficientes. Li et 

al. (2013) analisaram o crescimento do fungo Neurospora sitophila e a produção de enzimas 

em fermentação sólida e submersa, e observaram que a fermentação sólida foi mais eficiente. 

No entanto, em outros estudos de produção de bioherbicidas, a fermentação submersa foi mais 

adequada para produção de metabólitos fitotóxicos pelos fungos (VAREJÃO et al., 2013; 

SOUZA et al., 2017; BRUN et al. 2017). Disto depreende-se que para cada tipo de metabólito 
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a ser produzido, para cada fungo e para cada composição do meio de cultura haverá necessidade 

de otimização das condições de cultivo e dentre estas a opção pela fermentação sólida ou 

submersa.  

 

2.7 Metabólitos secundários fúngicos 

 

Os fungos formam um complexo grupo de microrganismos, presentes nos mais diversos 

habitats, várias espécies são patogênicas e produzem toxinas que auxiliam na infecção e 

colonização de seus hospedeiros (IKRAM et al., 2020, WU et al., 2020). Os fungos também 

são fonte de metabólitos secundários utilizados industrialmente, como antibióticos, 

antifúngicos, assim como na agricultura (MENDES et al., 2014, RADHAKRISHNAN et al., 

2018). Recentemente, o interesse por produtos naturais resultou na busca por outras fontes de 

organismos potencialmente produtores de substâncias bioativas, como os fungos endófiticos 

(ZHENG, et al., 2021). O termo endófitico compreende os organismos que, em pelo menos 

parte de seu ciclo de vida, são capazes de colonizar os tecidos internos de plantas sem causarem 

sintomas evidentes de enfermidades (SUN et al., 2012). 

Assim nos últimos anos as pesquisas nessa linha se intensificaram, diante da diversidade 

desses organismos (ZHENG, et al., 2021). Apesar da grande diversidade de metabólitos 

produzidos por fungos e do fato de que novidades taxonômicas são normalmente acompanhadas 

de substâncias inéditas, muitos metabólitos são produzidos por espécies distintas. No entanto, 

espécies muito semelhantes são capazes de produzir perfis diferentes de metabólitos 

secundários (KELLOGG et al., 2017). Desta forma o uso de métodos analíticos para a 

caracterização prévia dos metabólitos presentes em extratos brutos originados de fungos pode 

auxiliar na escolha mais racional das espécies a serem investigadas em um programa de 

prospecção química (TAKAHASHI et al., 2020). 

Os fungos endofíticos já estudados produziram substâncias de baixo peso molecular 

pertencentes a diferentes classes químicas, como policetídeos, alcaloides, terpenos e peptídeos 

não ribossomais (CANUTO et al.,2012). Segundo Aly et al., (2010), os compostos bioativos 

produzidos pelos fungos podem atuar como hormônios reguladores de crescimento, 

antibacterianos, antibióticos, antifúngicos, antivirais e inseticidas (XU et al., 2020). Os 

metabólitos secundários têm grande importância biotecnológica e podem ser utilizados tanto na 

indústria farmacêutica, quanto na agricultura, como promotores de crescimento e no controle 

biológico de pragas, nematoides e outros patógenos (ALY et al, 2010). 
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Considerando a importância e a possibilidade da utilização biotecnológica de 

metabólitos secundários, recentemente diversos estudas com bioherbicidas fúngicos estão 

sendo realizados. Os metabólitos de Diaporthe schini apresentaram efeito bioherbicida na pós-

emergência de Amaranthus viridis, Bidens pilosa, Echinocloa crusgalli e Lollium multiflorum 

(BRUN et al., 2020), podendo este efeito ser justificado pela produção de grande diversidade 

de compostos, como cromanones, furanones, fenóis, entre outros (XU et al., 2020). O fungo 

Fusarium fujikuroi apresentou atividade fitotóxica em folhas destacadas de C. sativus. Nisa et 

al. (2020) confirmaram a capacidade de F. fujikuroi produzir metabólitos secundários com 

estruturas e atividades diversas, possuindo atividade antibacteriana contra bactérias Gram-

negativas e positivas, em concentração de 1 mg mL-1 apresentou atividade antioxidante máxima 

de 45% e 44%, assim como atividade antifúngica variando de 60 a 75% contra Aspergillus favus 

e A. niger. Além disso Cavalcante et al. (2021) ao realizarem a análise destes extratos fúngicos 

em F. fujikuroi, por meio de GC-MS, foi verificada a presença de 21 compostos de diversas 

naturezas e estruturas, e os extratos apresentaram atividade pectinase, celulase, amilase, lactona 

e peroxidase. Os estudos de identificação de compostos bioativos produzidos por fungos 

endofíticos ainda são relativamente recentes quando comparamos com extrato vegetais, pois a 

identificação dos compostos requer tempo para produção dos extratos, purificação, seleção de 

solventes, assim como disponibilidade de equipamentos de alta complexidade e recursos 

humanos altamente capacitados. 

 

2.8 Identificação química de extratos fúngicos 

 

A química relacionada ao estudo de substâncias naturais produzidas pelo metabolismo 

secundário está voltada principalmente à caracterização estrutural, avaliação de propriedades e 

investigações biossintéticas (HUG et al., 2020, BADER et al., 2020). Os métodos 

cromatográficos são os mais utilizados na detecção e quantificação dos compostos constituintes 

dos extratos naturais, em particular a cromatografia líquida de alta eficiência. Este método 

possui a capacidade de realizar separações e análises qualitativas e quantitativas de uma grande 

variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos 

minutos, com alta eficiência e capacidade de detecção (LANDIM et al., 2012). Porém, há 

necessidade de diversos testes, pela dificuldade em obter resultados livres de interferências 

geradas pela matriz analisada (WOLFENDER, 2009, LANDIM et al., 2012).  
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A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecção. O acoplamento 

de um cromatógrafo com o espectrômetro de massas combina as vantagens da cromatografia 

(alta seletividade e eficiência de separação) com as vantagens da espectrometria de massas 

(obtenção de informação estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade), sendo 

este acoplamento uma das técnicas analíticas mais utilizadas e de melhor desempenho 

(WOLFENDER, 2009). Apesar da grande seletividade da técnica, os compostos presentes nos 

extratos analisados são matrizes muito complexas, das quais nem sempre é possível realizar a 

leitura dos compostos sem a interferência de outras substâncias do meio que estejam presentes 

nos extratos. Desta forma, são necessários diversos testes com diferentes concentrações do 

extrato, solvente ou ainda tipos de filtragem e/ou purificação de amostras (JAYAPRAKASHA 

et al., 2002). Além disso, um dos maiores problemas de se realizar o isolamento de compostos 

bioativos produzidos por microrganismos é o baixo rendimento de algumas substâncias 

(LARSEN et al., 2005). 

Diversos trabalhos foram realizados na identificação de extratos fúngicos com aplicação 

biotecnológica. O estudo de Sharma et al. (2020) identificaram metabólitos nematicidas 

produzidos pelo fungo Purpureocillium lilacinum cultivado em meio líquido, por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os resultados revelaram cinco compostos 

principais: ácido 2-etil butírico, álcool fenil etílico, ácido benzóico, ácido benzeno acético e 

3,5-Di-t-butilfenol. Além disso, Reis et al. (2018) identificaram compostos surfactantes no 

extrato de Fusarium fujikuroi com auxílio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria 

de massa. A identificação parcial da estrutura demonstrou que o biossurfactante continha uma 

α, β-trealose, um açúcar frequentemente encontrado nos surfactantes classificados como 

trealolipídeos. 

Além disso os metabólitos de fungo M. indicus, microrganismo base desse estudo, foram 

descritos na literatura pela presença de dois alcalóides, micoleptodiscina A e micoleptodiscina 

B, isolados após crescimento em meio de cultura com batata e glicose (ORTEGA et al., 2013). 

Em outro estudo com o mesmo fungo também foram identificados três azafilonas, denominadas 

micoleptonas A, B e C, e os policetídeos austidiol, eugenitina, 6-metoxyeugenitina e 9-

hidroxyeugentina de culturas de M. indicus associadas à planta de Borreria verticillata 

(Andrioli et al., 2014). Além disso, o estudo do extrato de M. indicus obtido do cultivo em meio 

com glicose e batata por Ahmed et al. (2020) resultou na identificação de acetato de isopropila, 

6-amino-5-nitroso-2,4 (1H, 3H) -pirimidinadiona, 2,4-bis (1,1-dimetiletil) fenol, diisobutil 
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ftalato, 11-tricoseno , 10-metilantraceno-9-carboxaldeído e bis (2-etilhexil) maleato e 1-hexil-

1-nitrociclohexano e 5,7-dodecadiin-1,12-diol. 

 

2.9 Avaliação Ecotoxicológica 

 

A ecotoxicologia é a ciência que estuda os efeitos adversos das substâncias naturais ou 

sintéticas na estrutura, funções e biodiversidade dos ecossistemas (TARAZONA, 2014). Os 

testes ecotoxicológicos são baseados na análise da mortalidade e dos efeitos reprodutivos ou de 

crescimento (efeitos crônicos ou agudos) e usam táxons ecologicamente semelhantes ou 

relacionados aos táxons residentes do local potencialmente impactado (CHAPMAN, 2002; 

VAN GESTEL et al., 2018). Para isto, a pesquisa definiu alguns organismos bioindicadores 

devido a representatividade e importância funcional no ecossistema de estudo, fácil manuseio 

em laboratório, ciclo relativamente curto, sensibilidade de adaptação às condições ambientais 

modificadas e às alterações fisiológicas (SOFO et al., 2020; GARCÍA-PÉREZ, 2020). 

As minhocas são utilizadas como organismos bioindicadores pois representam uma 

parte importante da macrofauna do solo e são considerados prestadores de serviços essenciais 

aos ecossistemas (BLOUIN et al., 2013). As minhocas são afetadas pelas substâncias presente 

no solo, pois ao ingerir resíduos com contaminantes podem incorporar e até bioacumular em 

seus tecidos (VALDEZ et al., 2020, LACKMANN et al., 2021). Esses organismos são 

considerados excelentes bioindicadores da contaminação do solo em função do hábito 

alimentar, comportamento, habitat, por influenciarem no destino e na distribuição dos produtos 

químicos no solo (DOMINGUEZ; PÉREZ-LOSADA, 2010). As minhocas respondem de 

forma diferenciada às alterações no solo. Alguns efeitos são a redução ou o aumento da 

densidade populacional, modificações no peso corporal, perda de atividade locomotora, 

alterações morfológicas, entre outros (BRAMI et al., 2017). Como consequência, estes 

organismos, principalmente das espécies Eisenia andrei e E. fetida, são adotados como padrões 

em testes ecotoxicológicos pela OECD Acute Toxicity Test (OECD 1984), USEPA OCSPP 

850.3100 Earthworm Subcronic toxicity test (USEPA 2012), teste de toxicidade aguda ISO 

11268-1: 2012 (ISO 2015) e teste de evitação ISO 17512-1: 2008 (ISO 2012). 

Quando aplicados em uma área de cultivo, somente uma pequena porcentagem do 

agrotóxico atinge o alvo de controle (inseto, planta daninha, microrganismo), sendo que a maior 

parte tem como destino outros locais, como o solo, a água, a atmosfera, etc. As diferenças nas 

estruturas e propriedades das substâncias químicas dos agrotóxicos, e nas características e 
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condições ambientais, afetam o seu destino e a degradação ambiental (EMBRAPA, 2018). Por 

isto, da importância de estudos ecotoxicológicos prévios sobre o efeito das moléculas sobre o 

ambiente.  

Nos últimos anos, poucos trabalhos foram desenvolvidos buscando a obter novos 

bioherbicidas e testar seus efeitos ecotoxicológicos. Destaca-se o trabalho de Fumagalli et al. 

(2013) que evidenciou um possível dano do bioherbicida produzido por Ascochyta caulina a 

organismos aquáticos. Outro estudo que podemos destacar é o de Romdhane et al. (2016) que 

determinaram o efeito ecotoxicológico do bioherbicida leptospermona na comunidade 

bacteriana de dois solos e observaram mudança na estrutura e redução da diversidade desta 

comunidade. 

 

 



27 

 

 

 

3 PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Problema científico 

 

O manejo adotado para o controle das plantas daninhas pela maioria dos agricultores 

brasileiros está baseado no uso de herbicidas sintéticos, principalmente do grupo dos 

organofosforados, como o glifosato (ANDRIGHETTI et al., 2014, LEOCI et al., 2020). O uso 

indiscriminado destes herbicidas ocasiona problemas de saúde, danos ambientais e a seleção de 

plantas daninhas resistentes (MAGGI et al., 2020). Como consequência, os agricultores tendem 

a aplicar doses cada vez mais elevadas e de forma sucessiva, agravando estes problemas (VERA 

et al., 2012, SANTOS et al., 2014). 

Diante deste contexto, é de fundamental importância a busca por herbicidas menos 

agressivos e mais eficientes para o controle das plantas daninhas (RADHAKRISHNAN et al., 

2018, KESWANI et al., 2019). A bioprospecção de microrganismos para a produção dos 

metabólitos fitotóxicos é uma alternativa para a obtenção de novos bioherbicidas, os quais 

devem ser tão eficientes quanto os sintéticos, mas causadores de menores impactos ambientais 

(VAREJÃO et al., 2013, ROMDHANE et al., 2016).  

Apesar do Brasil ser um país megadiverso, a pesquisa científica e tecnológica e por 

consequência a produção comercial de bioherbicidas está atrasada em relação aos bioinseticidas 

e biofungicidas. No Ministério da Agricultura brasileiro estão atualmente registrados 179 

bioinseticidas, 49 biofungicidas, mas nenhum bioherbicida (MAPA, 2021). Além disso, a busca 

de novos bioherbicidas também se justifica pela necessidade de identificar novos sítios de ação 

nas plantas, uma vez que o número de plantas daninhas com resistência aos herbicidas 

convencionais tem aumentado muito nos últimos anos (QIU et al., 2015, PEROTTI et al., 2020). 

O interesse pela exploração de produtos biológicos para a agricultura vem crescendo 

significativamente nos últimos anos (MORIN, 2020), o que pode ser comprovado pelo aumento 

significativo dos pedidos de registros (ANVISA, 2015). Neste contexto, as pesquisas que 

avaliam o potencial de metabólitos microbianos como fonte de novos bioherbicidas tem 

ganhado cada vez mais importância (ANESE et al., 2015, SOUZA, 2015) devido a demanda 

por métodos menos agressivos ao ambiente e pela possibilidade de exploração de forma 

sustentável dos recursos biotecnológicos representados pela enorme biodiversidade de 

microrganismos do solo. Porém, para a obtenção destes metabólitos há a necessidade do 

isolamento e da seleção dos microrganismos, da otimização das condições de fermentação, da 
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utilização de substratos de baixo custo, assim como do isolamento e da identificação dos 

metabólitos microbianos com ação herbicida. 

A maioria dos estudos de isolamento de fungos produtores de moléculas herbicidas está 

relacionado aos gêneros Diaporthe sp. (SOUZA et al., 2017), Euphorbiicola spp. (VAREJÃO 

et al., 2013; LINGARAJU et al., 2020) e Phoma spp. (KLAIC et al., 2017; TODERO et al., 

2018 b; LUFT et al., 2019). No entanto, a diversidade de fungos no ambiente é muito grande e 

diferentes espécies podem produzir distintas moléculas, o que pode resultar em descobertas de 

novos mecanismos de ação (TREMACOLDI, 2006).  

Neste sentido, o isolamento dos fungos e o estudo destes como agentes de produção de 

metabólitos secundários pode ser uma via para o desenvolvimento de herbicidas de origem 

microbiana (YANG et al., 2014), porém todo este esforço somente poderá ser revertido em 

desenvolvimento de novos produtos se for realizada uma adequada etapa de identificação 

química dos metabólitos. Além disso, outra etapa para a obtenção de um bioherbicida é 

conhecer sua toxicidade ambiental, pois caso os metabólitos sejam danosos a organismos não 

alvos, a pesquisa deve ser reavaliada. 
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4 HIPÓTESES  

 

a) A produção e os efeitos fitotóxicos dos metabólitos de M. indicus UFSM 54 aumentam 

com a otimização das condições de cultivo do fungo; 

b) Os metabólitos produzidos por M. indicus UFSM 54 em condições otimizadas de cultivo 

ocasionam lesões em planta bioindicadora; 

c) Os metabólitos produzidos por M. indicus UFSM 54 em condições otimizadas não 

possuem efeito tóxico em minhocas da espécie Eisenia andrei; 

d) A ocorrência de lesões em planta bioindicadora pelos metabólitos de M. indicus UFSM 

54 justifica-se pela presença de compostos químicos de ação fitotóxica. 

 

5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

 

Otimizar a produção de um bioherbicida pelo fungo M. indicus UFSM 54 em 

fermentação submersa e sólida e identificar a estrutura química deste bioherbicida. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

a) Otimizar a produção dos metabólitos fitotóxicos de M. indicus UFSM 54  em 

fermentação sólida e submersa; 

b) Avaliar o efeito bioherbicida em plantas de Cucumis sativus dos metabólitos produzidos 

por M. indicus UFSM 54 em condições otimizadas; 

c) Avaliar o efeito ecotoxicológico dos metabólitos de M. indicus UFSM 54 em minhocas 

da espécie Eisenia andrei; 

d) Analisar a composição química dos metabólitos produzidos por M. indicus UFSM 54 

em diferentes meios de cultura. 
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PRODUCTION OPTIMIZATION OF A FUNGAL BIOHERBICIDE IN SOLID AND 

SUBMERGED FERMENTATION AND ITS ECOTOXICOLOGICAL EFFECTS 

 

ABSTRACT 

Research and commercial production of bioherbicides occur to a lesser extent compared 

to bioinsecticides and biofungicides. In order to contribute to developing new bioherbicides 

with low environmental impact, this study sought to optimize the production of phytotoxic 

metabolites using the fungus Mycoleptodiscus indicus UFSM 54 in solid and submerged 

fermentation and evaluate the phytotoxic effects on three plants and ecotoxicological effects on 

earthworms (Eisenia Andrei). The Plackett-Burman and central composite rotatable designs 

were used to optimize metabolite production, and the variables optimized in the fermentation 

were temperature, agitation, pH, water volume in the culture medium, glucose concentration, 

and yeast extract. The fungus was grown on sugarcane bagasse substrate applied to detached 

Cucumis sativus, Conyza sp., and Sorghum bicolor leaves, and fungal metabolites were used in 

an avoidance test and acute exposure to earthworms. Metabolite production in submerged 

fermentation was optimized at 35 °C, 50 rpm, and 1.5 g l-1 of glucose and in solid fermentation 

at 30–37 °C and in 14-32 ml of water. The metabolites severely damaged germination, initial 

growth, and leaves of the three plants and at the doses tested (maximum of 113.92 ml kg-1); the 

phytotoxic metabolites of M. indicus UFSM 54 were not toxic to earthworms.  

 

Keywords: secondary metabolites, phytotoxic effect, ecotoxicology, bioproducts. 

 

INTRODUCTION 

 

In many countries, the management systems adopted for weed control are based on 

synthetic herbicides, mainly from the organophosphates group, such as glyphosate [1, 2]. The 

indiscriminate use of these herbicides causes health problems, environmental damage, and the 

development of resistant weeds [3]. Consequently, farmers tend to apply higher and higher 

doses in succession, aggravating these problems [4, 5]. 

Given this context, the search for less aggressive herbicides for the environment and 

that provide effective weed control is of fundamental importance [6, 7], and bioprospecting 

microorganisms to produce phytotoxic metabolites is an alternative to obtain new herbicides 

[8, 9]. However, the scientific and technological research and commercial production of 
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bioherbicides do not occur as for bioinsecticides and biofungicides. What is more, the Brazilian 

Ministry of Agriculture recently listed 202 bioinsecticides and 56 biofungicides, albeit no 

bioherbicides [10]. In addition, the search for new bioherbicides is also justified by the need to 

identify new sites of action in plants since the number of weeds resistant to conventional 

herbicides has significantly increased in recent years [11, 12]. 

One of the steps to obtain a bioherbicide from fungal metabolites is by optimizing 

cultivation conditions, as the quantitative and qualitative production of these molecules varies 

significantly according to the conditions in which the fungus is cultivated [8, 13]. Another 

crucial step to obtain a bioherbicide is knowing its environmental toxicity. Moreover, using 

microbial metabolites as biocidal agents is a form of natural control and likely has less impact 

on the environment. Nevertheless, its environmental toxicity must be known, and research must 

be reassessed if the metabolic agents are harmful to non-target organisms. 

In recent years, few research groups have attempted to find new bioherbicides and test 

their ecotoxicological effects. For example, Fumagalli et al. [14] analyzed the ecotoxicological 

potential of a bioherbicide produced by Ascochyta caulinaem in aquatic organisms 

(Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia magna, and Brachydanio rerio) and soil organisms 

(Eisenia foetida). Only D. magna were sensitive, which indicates possible bioherbicide damage 

to aquatic environments. In order to contribute to developing new bioherbicides, this study 

aimed to optimize phytotoxic metabolite production using the fungus M. indicus UFSM 54 in 

solid and submerged fermentation and evaluate the phytotoxic effects on three plants and 

ecotoxicological effects on earthworms. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Fungus and culture medium 

The fungus Mycoleptodiscus indicus UFSM 54 (V.P. Sahni) B. Sutton (GenBank 

KY581194) was isolated in 2015 from Conyza sp. leaves with symptoms of fungal diseases in 

soybean areas of Rio Grande do Sul State (southern Brazil) and presented promising results in 

phytotoxic metabolite production [15]. The fungus was stored by lyophilization and reactivated 

in a potato dextrose agar (PDA) culture medium for seven days at 28 °C in the dark.  

In all optimization tests described below, two disks (∅ = 15 mm) of the PDA medium 

with fungal mycelium were inoculated into 250 ml Erlenmeyer flasks containing the autoclaved 

culture medium consisting of sugarcane bagasse (5 g), a macronutrient solution (5 ml; 1 g l-1 of 
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NaNO3, 5 g l-1 of (NH4)2HPO4, 1 g l-1 of MgSO4.7H2O, 1 g l-1 of NaCl), and a micronutrient 

solution (1 ml; 0.8 g l-1 of MnSO4, 1.7 g l-1 of ZnSO4.7H2O, and 2.5 g l-1 of Fe SO4.7H2O) [16]. 

 

Submerged and solid fermentation 

A Plackett-Burman (PB) experimental design was used in the first stage and consisted 

of 15 experiments to select the variables that most influence phytotoxic metabolite production 

in submerged and solid fermentation. In the submerged fermentation, the variables temperature 

(25, 30, and 35 °C), glucose concentration (0.3, 0.5, and 0.7 g l-1), yeast extract concentration 

(0.03, 0.05, and 0.07 g l-1), agitation speed (40, 100, and 170 rpm), and pH (4.0, 5.0, and 6.0) 

were tested. For solid fermentation, the variables temperature (25, 30, and 35 °C), glucose 

concentration (0.3, 0.5, and 0.7 g l-1), yeast extract concentration (0.03, 0.05, and 0.07 g l-1), 

water volume added to the culture medium (8, 16, and 24 ml), and pH (4.0, 5.0, and 6.0) were 

tested.  

Variables with statistical significance in the PB were tested in a central composite 

rotatable design (CCRD) to optimize the levels of each variable. In submerged fermentation, 

17 experiments and 5 central points were used to optimize the temperature (30, 33, 35, 37, and 

40 ºC), agitation speed (25, 40, 50, 60, and 75 rpm), and glucose concentration (1.5, 3.0, 4.5, 

6.0, and 7.5 g L-1). In solid fermentation, 11 experiments with 5 central points were evaluated 

to optimize water volume (8, 14, 20, 26, and 32 mL) and temperature (30, 33, 35, 37, and 40 

ºC).  

 

Fungal metabolite phytotoxicity 

Fungal metabolites produced during fermentation were extracted from the culture 

medium by adding 30 or 50 ml of sterile distilled water to the Erlenmeyer flasks of the 

submerged or solid fermentation, respectively. The mycelium + substrate was macerated with 

a glass stick and incubated at 28 °C for 1 h. The extracts were then passed on qualitative filter 

paper (∅ = 31 cm) using a vacuum pump. The filtrate was centrifuged at 1372 g for 10 min, and 

the supernatant was stored in amber glass bottles at 4 °C for 24 h.  

The phytotoxic effects of the metabolites were evaluated in the detached leaves of 

Cucumis sativus. A lesion was produced on the leaf adaxial surface using a needle, and 40 μl 

of the filtrates were deposited. The leaves were maintained at 25 °C with 12 h of photoperiod 

for 72 h, and metabolite efficiency to produce leaf lesions was quantified based on the scale by 
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Frans and Crowler [17], with zero absence of effect and 100% when the lesions occupied the 

entire leaf surface. 

The metabolites produced in the optimized condition were evaluated in the seeds using 

a completely randomized design with four replications and in a 3x2 factorial scheme with three 

plants (Conyza sp., C. sativus, and Sorghum bicolor), which were treated with the fungal 

metabolites or sterile water. Each experimental unit was composed of 50 seeds. The 

germination tests were carried out according to the official Seed Analysis Rules [18] and 

conducted on a germitest paper roll and gerbox plastic box. The metabolite volume from the 

fungus or sterile water was 2.5 times the mass of the germitest paper. The seeds were incubated 

at 25 °C and a 12-h photoperiod for 15 days [18, 19] 

The effects of fungal metabolites on plantlet growth of Conyza sp., C. sativus, and S. 

bicolor were evaluated in a completely randomized design and factorial scheme (3x2; plants 

and metabolites or sterile water, respectively) with three replications. The germination test 

plants were cultivated for 30 days at 25 ºC and 12-h photoperiod. Shoot and root lengths were 

measured with an electronic caliper, and the dry mass was determined after 24 h of drying in 

an oven with forced air circulation at 80 ºC [20].  

 

Ecotoxicological tests 

Fungal metabolites produced in the optimized condition were evaluated by avoidance 

tests and acute exposure tests using E. andrei earthworms (Bouché, 1972). The experimental 

design was completely randomized with six treatments and five repetitions for each test. The 

treatments corresponded to the different metabolite doses (at a concentration of 8.7 mg L-1) and 

were defined based on other studies [14, 21, 22]. The filtrate volume added to the soil was 0, 

3.56, 7.12, 14.24, 56.96, and 113.92 mL kg-1, with soil moisture corrected to 70% in all 

treatments. The earthworms were bred in the laboratory for four months in cattle manure at 28 

ºC. Immediately before their use, the adult earthworms were deposited in containers with filter 

paper and moistened with distilled water for 24 h to purify their stomach contents. The soil used 

in the tests had the following physical and chemical characteristics: pH (water 1:1) 5.8; clay 

(hydrometer) 80 g kg-1; P (Mehlich-1) 6.0 mg dm -3; K (Mehlich-1) 84 mg dm-3; organic matter 

(Walkley-Black) 8.0 g kg-1; exchangeable Al (KCl 1M) 1.6 cmolc dm-3; Ca (Mehlich-1) 2.1 

cmolc dm-3; Mg (Mehlich-1) 1.0 cmolc dm-3; Zn (Mehlich-1) 1.1 mg dm-3; and Cu (Mehlich-1) 

1.7 mg dm-3.  
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In the avoidance test, the earthworms were exposed simultaneously to samples with 

metabolite presence and absence. The test was carried out according to NBR ISO 17512-1/2011 

guidelines [23] with the modifications described below. Plastic pots with a 2-L capacity were 

divided into two equal compartments by a partition and 500 g of soil as the experimental units. 

In one section, the fungal metabolite was added at concentrations of 3.56, 7.12, 14.24, 56.96, 

and 113.92 ml kg-1, and the other received distilled water. The partition was then removed, and 

ten adult earthworms were inoculated into each experimental unit (mean mass of 425 mg ind-

1). The experimental units were sealed and the lid drilled with small holes to allow gas 

exchange. The test was conducted in the laboratory with temperatures ranging from 25 to 28 

°C for 48 h and without providing food to the earthworms. In the end, the partitions were placed 

again in the experimental units to separate the control soil (natural) and soil with fungal 

metabolites. The number of earthworms in each section was then counted, and the avoidance 

was determined. 

 

Equation 1: 

𝐴𝑣𝑜𝑖𝑑𝑎𝑛𝑐𝑒 = (
𝐶 − 𝑇

𝑁
) ∗ 100 

Where: avoidance = percentage of escape from organisms (%); C = number of earthworms 

found in the control soil; T = number of earthworms found in the test soil; N = total number of 

earthworms used per treatment. 

 

The acute toxicity test was carried out according to the chemical test guide No. 207 [24], 

although natural soil was used instead of artificial soil. The filtrate volumes (3.56, 7.12, 14.24, 

56.96, and 113.92 mL kg-1) were added to 500 g of soil in 2-L containers, forming a ~5-cm 

layer of soil with moisture corrected to 70% plus 5 g of dry cow manure for earthworm feed. 

Ten adult earthworms were inoculated (average mass of 425 mg ind-1) in each container. 

Earthworms were weighed at 7, 14, 21, and 28 days after the beginning of the test. 

 

Statistical analysis 

The PB, CCRD, and detached leaf experimental data were analyzed using Statistica® 

5.0 software (p<0.1) and analysis of variance (ANOVA) to estimate the statistical parameters 

and analyze the prediction or not of the mathematical model. Data were compared using 

Tukey’s test (p<0.05). For the avoidance test, earthworm distribution was analyzed by the 

binomial distribution test in order that each individual had an equal probability of appearing in 
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both soils. If significant (p<0.05), fewer earthworms were found in the altered soil than the 

control soil, meaning avoidance means were above or equal to 60%, indicating strong 

avoidance. The acute test data were submitted to a two-way ANOVA (factors: days and doses) 

followed by regression analysis using the SISVAR software [25]. 

 

 

RESULTS 

 

Solid fermentation optimization 

The M. indicus UFSM 54 metabolites produced in solid fermentation led to lesions in 

the C. sativus leaves under all evaluated growth conditions (Table 1). Nevertheless, experiments 

4, 6, and 10 had the largest lesions on the leaf surface, and PB data were used to assess the 

influence of variables on lesion development (Fig. 1A). Only temperature and water volume 

were statistically significant (p<0.1), with the most extensive injuries occurring at higher 

temperatures and water volumes. Hence, these two variables were selected to be optimized 

through the CCRD experimental matrix (Table 2). 
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Table 1 The Plackett-Burman experimental design was used to evaluate the effects of solid 

fermentation variables on lesion development in detached C. sativus leaves by M. indicus 

UFSM 54 metabolites 

Experiment T¹ (ºC) pH  W² (ml) YE³ (g l-1) G 4(g l-1) 
Lesion5 

(%) 

1 35 (1) 4 (-1) 24 (1) 0.05 (-1) 0.5 (-1) 25 abc6 

2 35 (1) 6 (1) 8 (-1) 0.15 (1) 0.5 (-1) 12 e 

3 25 (-1) 6 (1) 24 (1) 0.05 (-1) 1.5 (1) 16 de 

4 35 (1) 4 (-1) 24 (1) 0.15 (1) 0.5 (-1) 32a 

5 35 (1) 6 (1) 8 (-1) 0.15 (1) 1.5 (1) 22 bcd 

6 35 (1) 6 (1) 24 (1) 0.05 (-1) 1.5 (1) 30 ab 

7 25 (-1) 6 (1) 24 (1) 0.05 (1) 0.5 (-1) 17 cde 

8 25 (-1) 4 (-1) 24 (1) 0.15 (1) 1.5 (1) 17 cde 

9 25 (-1) 4 (-1) 8 (-1) 0.15 (1) 1.5 (1) 12 e 

10 35 (1) 4 (-1) 8 (-1) 0.05 (-1) 1.5 (1) 27 ab 

11 25 (-1) 6 (1) 8 (-1) 0.05 (-1) 0.5 (-1) 12 e 

12 25 (-1) 4 (-1) 8 (-1) 0.05 (-1) 0.5 (-1) 12 e 

13 30 (0) 5 (0) 16 (0) 0.10 (0) 1.0 (0) 17 cde 

14 30 (0) 5 (0) 16 (0) 0.10 (0) 1.0 (0) 17 cde 

15 30 (0) 5 (0) 16 (0) 0.10 (0) 1.0 (0) 17 cde 

1T = Temperature; 2W = water volume; 3YE = yeast extract; 4G = glucose; 5percentage of leaf 

surface with lesions caused by fungal metabolites. 6Means followed by the same letter do not 

differ statistically from each other by Tukey’s test (p<0.05). 
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Fig. 1 Pareto graph with the solid fermentation variables evaluated in the PB (A) and CCRD 

(B) designs to produce M. indicus UFSM 54 metabolites that cause lesions in C. sativus leaves. 

T = Temperature; W = water volume; G = glucose; YE = yeast extract; L= linear; Q = quadratic 
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In the execution of the experimental matrix of the CCRD, experiments 2, 3, 4, and 8 

with temperatures ranging from 33 to 40 ºC and water volume from 14 to 32 mL caused the 

most damage to the tested plants, reaching 40-48% of the leaf surface (Table 2).  

 

Table 2 Central composite rotatable design used to optimize the variables temperature and 

water volume of solid fermentation to produce M. indicus UFSM 54 metabolites, causing 

lesions in C. sativus leaves 

Experiment T1 (ºC) W2 (mL) Lesion³ (%) 

1 33 (-1) 14 (-1) 25 c 

2 33 (-1) 26 (1) 45 ab 

3 37 (1) 14 (-1) 45 ab 

4 37 (1) 26 (1) 40 abc 

5 35 (0) 8 (-1.41) 25 c 

6 35 (0) 32 (1.41) 35 bcd 

7 30 (-1.41) 20 (0) 25 c 

8 40 (1.41) 20 (0) 48 a 

9 35 (0) 20 (0) 30 cd 

10 35 (0) 20 (0) 30 cd 

11 35 (0) 20 (0) 30 cd 

 

1T = Temperature; 2W= water volume; 3percentage of the leaf surface with lesions caused by 

fungal metabolites. Means followed by the same letter do not differ statistically from each other 

by Tukey’s test (p<0.05). 

 

The CCRD results were used to estimate the parameters of a quadratic mathematical 

model to define the significant variables that maximize M. indicus UFSM 54 phytotoxic 

metabolite production in solid fermentation (Equation 2).  

 

Equation 2: 

L = 29.98 + 3.65 ∗ W + 1.39 ∗ W2 + 5.95 ∗ T + 4.66 ∗ T2 − 6.25 ∗ W ∗ T 

Where: L is leaf lesion development, W is the volume of water in the solid culture medium, and 

T is the temperature (p<0.01). 
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This model was validated by ANOVA, and the coefficient of determination (R2) was 

0.87 (Table S1). The response surface was used to define the optimal ranges depending on 

lesion development (Figure 2). By analyzing the model parameters, we observed that the 

increased water volume and temperature led to more phytotoxic metabolites for C. sativus 

(p<0.01) (Fig.2). 

 

Fig. 2 Contour curve to optimize M. indicus phytotoxic metabolite production in solid 

fermentation while considering variables with interaction (temperature and water volume) 

 

Submerged fermentation optimization  

The application of fungal metabolites produced by submerged fermentation on 

detached C. sativus leaves resulted in greater lesions in experiment 6 of the PB (Table 3). The 

submerged fermentation variables that significantly influenced the production of M. indicus 

UFSM 54 phytotoxic metabolites were identified by submitting the data in Table 3 to statistical 

analysis (Fig. 3A). Among the five variables tested, only medium agitation speed and glucose 

concentration were significant in developing lesions in detached C. sativus leaves. However, 

we also decided to include the temperature variable in the subsequent analyses due to the 

proximity to the statistical limit.  
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Table 3 Plackett-Burman experimental design used to evaluate the effects of submerged 

fermentation variables on the production of M. indicus UFSM 54 metabolites that cause lesions 

in detached C. sativus leaves. 

Experiment T1 (ºC) YE2 (g L-1) G3 (g L-1) 4A (rpm) pH 

5 Lesion 

(%) 

1 35 (1) 0.03 (-1) 0.7 (1) 40 (-1) 4 (-1) 26 ab 

2 35 (1) 0.07 (1) 0.3 (-1) 170 (1) 4 (-1) 20 ab 

3 25 (-1) 0.07(1) 0.7 (1) 40 (-1) 6 (1) 20 ab 

4 35 (1) 0.03 (-1) 0.7 (1) 170 (1) 4 (-1) 20 ab 

5 35 (1) 0.07 (1) 0.3 (-1) 170 (1) 6 (1) 14 ab 

6 35 (1) 0.07 (1) 0.7 (1) 40 (-1) 6 (1) 34 a 

7 25 (-1) 0.07 (1) 0.7 (1) 170 (1) 4 (-1) 15 ab 

8 25 (-1) 0.03 (-1) 0.7 (1) 170 (1) 6 (1) 10 c 

9 25 (-1) 0.03 (-1) 0.3 (-1) 170 (1) 6 (1) 8 c 

10 35 (1) 0.03 (-1) 0.3 (-1) 40 (-1) 6 (1) 10 c 

11 25 (-1) 0.07 (1) 0.3 (-1) 40 (-1) 4 (-1) 14 ab 

12 25 (-1) 0.03 (-1) 0.3 (-1) 40 (-1) 4 (-1) 24 ab 

13 30 (0) 0.05 (0) 0.5 (0) 100 (0) 5 (0) 20 ab 

14 30 (0) 0.05 (0) 0.5 (0) 100 (0) 5(0) 14 ab 

15 30 (0) 0.05 (0) 0.5 (0) 100 (0) 5 (0) 18 ab 

1T = Temperature; 2YE = yeast extract; 3G = glucose; 4A = agitation speed. 5Percentage of leaf 

surface with lesions caused by fungal metabolites. Means followed by the same letter do not 

differ statistically from each other by Tukey’s test (p<0.05). 
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Fig. 3 Pareto chart with the variables evaluated in the PB (A) and CCRD (B) designs in 

submerged fermentation to produce M. indicus UFSM 54 metabolites that cause lesions in 

detached C. sativus leaves. A = agitation speed; G = glucose; T = temperature; YE = yeast 

extract; L = linear; Q = quadratic 

 

Upon applying the CCRD experimental matrix, experiment 13 (35 ºC, 50 rpm, and 1.5 

g L-1 glucose concentration) provided the most significant injuries, reaching 76% of the leaf 

surface (Table 4). This result represents a 44% increase in injuries compared to the maximum 

value obtained in the PB experimental matrix. 

 

Table 4 Central composite rotational design with selected variables from submerged 

fermentation to optimize the production of fungal metabolites capable of injuring detached C. 

sativus leaves 

Experiment T1 (ºC) A2 (rpm) G3 (g L-1) Lesion4 (%) 

1 33(-1)  40 (-1) 3 (-1) 62 b 

2 37 (1) 40 (-1) 3 (-1) 28 bcde 

3 33(-1)  60 (1) 3 (-1) 26 cde 

4 37 (1) 60 (1) 3 (-1) 22 de 

5 33 (-1)  40 (-1) 6 (1) 28 bcde 

6 37(1) 40 (-1)  6 (1) 20 de 

7 33 (-1) 60 (1) 6 (1) 15 e 

8 37 (1) 60 (1)  6 (1) 24 de 

9 30 (-1.68) 50 (0)  4.5 (0) 28 bcde 

10 40 (1.68) 50 (0) 4.5 (0) 24 de 

11 35 (0) 25 (-1.68) 4.5 (0) 34 bcd 

12 35 (0) 75 (1.68)  4.5 (0) 28 bcde 

13 35 (0) 50 (0) 1.5 (-1.68) 76 a 

14 35 (0) 50 (0) 7.5 (1.68) 30 bcd 

15 35 (0) 50 (0) 4.5 (0) 40 bc 

16 35 (0) 50 (0) 4.5 (0) 42 b 

17 35 (0) 50 (0) 4.5 (0) 42 b 

1T = Temperature; 2A = agitation speed; 3G = glucose. 4Means followed by the same letter do 

not differ from each other by Tukey’s test (p<0.05). 
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The data in Table 4 were used to estimate the parameters of a quadratic model that 

allows defining significant variables to maximize the production of M. indicus UFSM 54 

phytotoxic metabolites (Equation 3).  

 

Equation 3: 

𝐿 = 0.41 + 0.072 ∗ 𝑇2 − 0.04 ∗ 𝐴 + 0.05 ∗ 𝐴2 − 0.09 ∗ 𝐺 + 0.05 ∗ 𝑇 ∗ 𝐴 

Where: L is the leaf lesion development, T is the temperature, A is the agitation speed, and G 

is the glucose concentration in the growth medium at a 10% significance level. 

 

The response surface was used to determine the optimal ranges depending on the 

development of lesions (Fig. 4). Analysis of the model parameters revealed that higher 

temperatures, lower agitation speeds, and glucose concentrations in the culture medium lead to 

more phytotoxic metabolites (Fig. 2b). The effects of the variables in the model above were 

validated by ANOVA (Table S2) (R2 = 0.86). Thus, the model can be considered adequate to 

estimate leaf lesion development by M. indicus UFSM 54 metabolites based on the independent 

variables expressed by the contour curve (Fig. 4). The development of the most significant leaf 

lesions by fungal metabolites was observed to occur at the 30-37 ºC temperature range and 

between 25 to 60 rpm.  
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Fig. 4 Contour curve to optimize the production of M. indicus UFSM 54 phytotoxic metabolites 

considering the variables with interaction (agitation and temperature) in submerged 

fermentation 

 

Phytotoxic effects 

Considering that the largest lesions on the C. sativus leaves were observed in experiment 

13 of the submerged fermentation (76%; Table 4), this condition was considered the optimized 

one and used in the following tests. The phytotoxic effects of the metabolites produced by M. 

indicus UFSM 54 were tested on detached Conyza sp., S. bicolor, and C. sativus leaves. The 

lesions reached a high percentage of the surface of adult C. sativus (92%), Conyza sp. (88%), 

and S. bicolor (68%) leaves (Fig. 5A). There was an average reduction in seed germination 

above 70% (Fig. 5B). 



46 

 

 
 

 

Fig. 5 The phytotoxic effects of M. indicus UFSM 54 metabolites in S. bicolor, Conyza sp., and 

C. sativus were evaluated by the surface of lesions on the detached leaves (A), germination (B), 

and seedling growth as per the length of the aerial part (C) and root (D) and dry mass of the 
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aerial part (E) and roots (F). *Significant effect of the metabolite on the plant (p<0.05); the 

letters compare the different plants in the same treatment (metabolite or control) by Tukey’s 

test (p<0.05) 

 

The suppressive effects of the fungal metabolites had consequences on seedling growth. 

The fungal metabolite reduced the length and dry mass of the aerial part and root of all plants 

(p<0.05) (Fig. 5C, D, E, F), while C. sativus presented the most significant reduction in root 

length (80%) and aerial part (85%) compared to the control. Regarding plant biomass, the 

fungal metabolite caused an average growth reduction of 80% of the aerial part and 85% of the 

roots. Notably, even in the case of a plant difficult to control by conventional herbicides, there 

was a reduction of 72% in the aerial part and 84% in the roots of Conyza sp. compared to the 

control. The phytotoxicity of the M. indicus UFSM 54 metabolites on the plants followed the 

order: C. sativus > S. bicolor > Conyza sp. 

 

Ecotoxicological tests 

After 48 h of exposure to fungal metabolites, earthworm lethality did not occur in the 

avoidance test at any of the six concentrations analyzed, thereby validating the test. The 

increasing doses of the metabolites modified E. andrei behavior (p<0.05) (Fig. 6), albeit no 

worm evasion was observed in the soil where the metabolites were added. On the contrary, 

there was acceptance of the metabolites at all doses, with emphasis on the lowest dose used 

(3.56 ml kg-1), as there was 30% more acceptance than what was observed in the averages of 

the other doses. Even so, no avoidance was observed, and it was evident that the higher doses 

reduced the earthworms’ acceptance of the bioproduct.  
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Fig. 6 Avoidance of earthworms (E. andrei) added to the soil with increasing doses (ml kg) of 

the M. indicus UFSM 54 phytotoxic metabolites with reference control soil without adding the 

metabolites. *Values above the dashed line indicate that the real distribution of earthworms 

between the control soil and treatment soil is significantly different (p≤0.05) from the expected 

binomial distribution (p=0.5; n=30). Avoidance below zero means the earthworms preferred 

the soil with fungal metabolites. Bars are standard errors from five repeated tests (five 

containers) 

 

There were no earthworm deaths during the acute test since, on the 28th day, ten 

individuals were observed in each container. This finding indicates that the fungal metabolites 

can be characterized as non-toxic because there was no acute toxicity during exposure to the 

treated soil [26]. Moreover, the metabolite changed the earthworm biomass (Fig. 7), albeit there 

was no significant interaction between the doses used and exposure time (p=0.4284). In 

isolation, there was an effect of the metabolite doses (p<0.001) and exposure time (p<0.001). 

The higher doses resulted in a linear decrease in E. andrei biomass (Fig. 7a), and at the highest 

dose used (113.92 mg kg-1), a 9% reduction in earthworm biomass was verified compared to 

the average of the other doses. The most significant increase in biomass (0.6 g pot-1) was 

observed in the lowest dose of the bioherbicide (3.56 mg kg-1) in relation to the soil that did not 



49 

 

 
 

receive the metabolite. Earthworms showed a reduction in biomass with increasing exposure 

time (Fig. 7b). The highest biomass was verified on the seventh day, with a 9.2% increase 

compared to the average of the other days. At 28 days, the earthworms showed a reduction of 

approximately 1 g pot-1 compared to the beginning of the test, and at the highest dose, the 

greatest reduction in biomass was observed (Fig. 7c). 
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Fig. 7 Fresh mass of E. andrei in soil added with the M. indicus UFSM 54 phytotoxic 

metabolites, considering the effects of the doses of the metabolite (A), exposure period (B), and 

mass of earthworms at the end of the test (28 days) (C) (p<0.05). 

 

DISCUSSION 

 

In recent years, the number of studies with M. indicus has increased significantly, 

indicating that it is a promising fungus to obtain metabolites with bioherbicidal, antimicrobial, 

antiparasitic, and antitumor properties [15, 27-29]. In this study, solid and submerged 

fermentation were optimized, which allowed us to compare the best production process of 

phytotoxic metabolites in a low-cost residue-based culture medium. This information is of 

utmost importance for industrial processes and large-scale metabolite production. Furthermore, 

ecotoxicological tests with bioherbicides are rare in the literature, and our findings indicate that 

M. indicus UFSM 54 metabolites have low toxicity to earthworms. 

In solid fermentation, the optimal conditions to produce metabolites occurred at 

temperatures varying between 33-40 °C and water volume from 14 to 32 ml, which caused 

injuries between 40 and 48% on C. sativus leaf surfaces. The use of solid-state fermentation 

shows the similarity of cultivation to the conditions of the microorganism’s natural habitat due 

to the low amount of water in the medium and presenting more significant heterogeneity [30]. 

The microbial metabolic processes in solid fermentation are influenced by several parameters, 

mainly by temperature and humidity [31]. Temperature can affect microbial growth or the 

quality of the metabolite produced due to difficulty removing the metabolic heat generated by 

the microorganism [32]. Water is involved in most vital metabolic activities, and microbial cells 

require high moisture levels for their growth. Suboptimal moisture results in low nutrient 

solubility, poor growth, and water stress, while high moisture content in solid fermentation 

leads to low oxygen transfer [32, 33]; hence the study of the ideal substrate moisture is a 

determining factor in solid fermentation. 

In the submerged fermentation, the temperature conditions of 35 °C, agitation of 50 rpm, 

and glucose concentration of 1.5 g l-1 provided injuries of 76% of the leaf surface. Among the 

five variables tested in the submerged fermentation of M. indicus UFSM 54 (temperature, 

agitation, pH, glucose concentration, and yeast extract), only the agitation of the culture 

medium and glucose concentration were statistically significant in developing leaf lesions on 

C. sativus leaves. However, the study maintained the temperature due to its importance for 
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fungal metabolism and the proximity to the statistical limit [34, 35]. Research has shown that 

higher temperatures provide stress conditions for the microorganism, triggering the production 

of secondary metabolites. Gonçalves et al. [36] obtained higher values of β-glucosidase 

production by Lichtheimia ramosa cultivated at 35 °C. Likewise, Matkar et al. [37] obtained 

cellulase production by the fungus Aspergillus sydowii at 40 °C. The 50-rpm agitation promoted 

better metabolite production, thereby corroborating Souza et al. [38] and Brun et al. [39], who 

reported the optimal agitation speed interval for producing Diaporthe spp. and Phoma spp. 

metabolites to be between 25 to 60 rpm. Very high agitations are unfavorable for phytotoxic 

metabolite production and favor mechanical damage to hyphae by shearing [40]. As observed 

herein (1.5 g l-1, the lowest dose tested), low glucose concentrations in the medium may favor 

secondary metabolite production in submerged fermentation. According to Kobakhidze et al. 

[41], higher glucose concentrations may cause metabolic repression, negatively affecting 

metabolite production. 

The choice of the solid or submerged fermentation process is decisive in producing 

compounds of interest, although their selection depends on the type of microorganism [42]. As 

reported herein, the metabolite obtained in submerged fermentation showed a more significant 

development of lesions in C. sativus leaves than the produced in solid fermentation and, 

therefore, it was used for the other tests. Similar results were recently observed by Sepúlveda 

et al. [43] in Aspergillus fumigatus cultivation for ellagic acid production, Wei et al. [44] in 

Antrodia cinnamomea cultivation for 4-acetyl anthroquinonol B and antroquinonol production, 

and Agboyibor et al. [45] in Monascus purpureus cultivation for the production of red and 

yellow monascus pigments. 

The M. indicus UFSM 54 metabolites obtained under the optimized conditions 

(submerged fermentation, 35 °C, 1.5 g l-1 of glucose, and 50 rpm) promoted large lesions in S. 

bicolor, Conyza sp., and C. sativus leaves. This phytotoxic efficiency is associated with the 

phytopathogenic capacity of the fungus, which has already been reported for Zamia spp. [46] 

and Borreria verticillata plants [27]. A similar result was observed by Brun et al. [39] for 

metabolites of Phoma spp., which inhibited C. sativus and S. bicolor seed germination. Bailey 

et al. [47] observed the same fungus inhibition of seed germination in dicotyledonous but not 

in monocotyledonous. The M. indicus UFSM 54 metabolites showed the potential to cause 

lesions in mono and dicotyledons, thereby demonstrating its potential as a bioherbicide.  

Traditional environmental risk assessment procedures for pesticides are based on 

toxicological exposure, although preliminary research to assess the ecotoxicological effects of 
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the product on non-target organisms is essential for screening phytotoxic metabolites with 

reduced environmental impact [14]. The avoidance test was performed to verify the effects of 

the M. indicus UFSM 54 metabolite as a stress-causing agent in earthworms [42, 48]. Thus, the 

metabolite applied to the soil was not considered toxic to the earthworm species E. andrei, 

since, in order for it to be considered toxic, over 80% of the total earthworms should remain in 

the control soil, which was not observed in this study [23]. On the contrary, the earthworms 

were attracted to the metabolite, albeit this decreased at higher doses. 

The acute effect of a toxic agent on the body could be observed through lethality; 

however, other manifestations may develop, including decreased mobility and changes in body 

weight [49]. There were no E. andrei deaths despite the lower biomass of individuals at higher 

doses and exposure times to the metabolite. Therefore, plausible that any LC50 values of the M. 

indicus UFSM 54 metabolite applied to the soil would be above 113.92 ml kg-1, which was the 

highest concentration tested. The reduction of E. andrei biomass in response to higher doses 

and exposure times indicates a direct response to the metabolite, given that the organism is 

restricted to the concentration tested, and although mortality did not occur, it shows that the 

earthworms showed small physiological losses [50]. 

The rapid degradation of organic compounds in the fungal metabolite likely justifies the 

low avoidance of earthworms and even the greater biomass in the first days of exposure (7 days) 

[51]. However, this does not exclude possible sublethal effects that should be further studied 

using chronic ecotoxicity tests [52]. The rapid compound degradation and depletion of the new 

food source of earthworms support biomass reduction with the longest exposure time. Few 

studies have evaluated fungal metabolite toxicity in earthworms [9, 14], but some have already 

reported the toxic effects, including Schnug et al. [53], who studied the toxicity of three biocides 

(sphenolvalerate, picoxystrobin, and triclosan) in earthworms and found that the time and doses 

applied in the biocide formulations reduced E. foetida biomass. This shows that 

ecotoxicological studies with microbial metabolites are paramount and must receive greater 

attention from researchers. 

This study employed agro-industrial residues as a basis for the fungal culture medium, 

reducing production costs and providing an environmentally correct destination to polluting 

residues [54, 55]. Sugarcane bagasse has been used in culture media due to its highly fibrous 

texture, which results in a greater surface for hyphae adhesion and colonization [56]. In 

addition, the culture medium supplementation with other components (e.g., glucose) and under 
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optimized culture conditions (e.g., temperature, water, and agitation) is suitable for producing 

fungal metabolites (57-59).  

 

CONCLUSIONS 

Under optimized cultivation conditions, the most significant lesions on C. sativus leaves 

were caused by M. indicus UFSM 54 metabolites produced in submerged fermentation; 

The M. indicus UFSM 54 metabolites severely damaged germination, initial growth, 

and detached C. sativus, Conyza sp., and S. bicolor leaves;  

The M. indicus UFSM 54 had no ecotoxicological effects on E. andrei earthworms at 

the tested doses.  
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

 

Table S1. ANOVA parameters of CCRD for the production of lesions in detached C. sativus 

leaves by the metabolites produced by M. indicus UFSM 54 in solid fermentation. 

Effects 
Quadratic 

sum 

Degree of 

freedom 

Quadratic 

mean 
F value P 

Water volume L 106.17 1 106.17 5.39 0.0670* 

Water volume Q 10.81 1 10.81 0.55 0.4920 

Temperature L 282.40 1 282.40 14.32 0.0128* 

Temperature Q 121.58 1 121.58 6.17 0.0555* 

Water volume L x  

Temperature L 
156.25 1 156.25 8.00 0.0373* 

Error 98.51 5 19.7 – - 

Total SS 764.55 10 – - - 

R2 = 0.87. *Statistically significant at p < 0.01. 



56 

 

 
 

Table S2. CCRD ANOVA parameter estimators for the development of lesions on detached C. 

sativus leaves by M. indicus UFSM 54 metabolites produced by submerged fermentation. 

Effects 
Quadratic 

sum 

Degree of 

freedom 

Quadratic 

mean 
F value P 

Temperature L 140.090 1 140.090 1.865 0.214 

Temperature Q 594.689 1 594.689 7.916 0.026* 

Stirring L 273.420 1 273.420 3.639 0.098* 

Agitation Q 340.267 1 340.267 4.529 0.071* 

Glucose L 12106.009 1 12106.009 16.053 0.005* 

Glucose Q 59.126 1 59.126 0.787 0.405 

Temperature L x  

Agitation L 
276.125 1 276.125 3.676 0.097* 

Temperature L x 

Glucose L 
190.125 1 190.125 2.532 0.156 

Agitation L x  

Glucose L 
136.125 1 136.125 1.812 0.220 

Error 525.879 7 75.126 – - 

Total SS 3832.235 16 – - - 

R2 = 0.86. *Statistically significant at p < 0.01. 
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COMPOSIÇÃO QUÍMICA E ATIVIDADE BIOHERBICIDA DE EXTRATOS DE 

Mycoleptodiscus indicus APÓS CRESCIMENTO EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE 

CULTIVO 

 

 

 

RESUMO 

 

Os fungos produzem metabólitos fitotóxicos que podem ser utilizados no desenvolvimento de 

bioherbicidas. O objetivo deste trabalho foi conhecer a composição química dos metabólitos 

presentes nos extratos do fungo endofítico Mycoleptodiscus indicus UFSM 54 produzidos em 

três condições de cultivo e avaliar o potencial bioherbicida destes extratos. Para isso, o fungo 

foi cultivado em meios de cultura a base de bagaço de cana-de-açúcar (SB) ou farelo de aveia 

+ arroz (OR) ou somente arroz (RI). Os extratos foram obtidos por extração com etanol, 

submetidos a derivatização com anidrido acético/piridina e ácido clorídrico metanólico, e os 

perfis dos metabólitos determinados por cromatografia e espectrometria de massa. Para 

avaliação do potencial bioherbicida, os extratos foram aplicados em sementes, folhas 

destacadas e plantas vivas de Cucumis sativus. Foram identificados seis compostos comuns aos 

três extratos: metil-latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol (4), 

benzoato de benzila (5) e iditol (6). No extrato OR e RI foi identificado o ácido linoleico (7), 

enquanto que no extrato SB detectou-se 4-acetil-2-careno (8). O ácido astérrico (9) foi 

identificado nos extratos SB e RI. Os extratos SB e OR resultaram em danos às folhas destacadas, 

porém somente SB inibiu a germinação. Quando pulverizados sobre as folhas, os três extratos 

reduziram o crescimento as plantas. Com estes dados é possível estabelecer a seguinte ordem 

de eficiência bioherbicida dos extratos avaliados: SB>OR>RI. 

Palavras-chaves: microrganismo endofítico, metabólito secundário, identificação química, 

bioproduto, planta daninha. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os herbicidas sintéticos utilizados na agricultura causam efeitos adversos à saúde 

humana, aos organismos não alvos, ao ambiente como um todo (BRAGANÇA et al., 2019; 

PERVAIZ et al., 2020). Outro problema é a seleção de plantas daninhas com resistência a estes 

herbicidas, ocasionado pelo uso repetitivo e em doses elevadas dos mesmos princípios ativos 

ou ainda de princípios ativos diferentes, mas com o mesmo mecanismo de ação (BECKIE et 

al., 2019; PU et al., 2019). Neste contexto, há uma crescente preocupação da sociedade com 

uso dos pesticidas sintéticos e por consequência a necessidade de se buscar alternativas 

eficientes, mas de menor impacto ambiental, como os produtos naturais (TRIOLET et al., 

2019).  

O emprego de bioherbicidas em áreas agrícolas possui atualmente grande potencial de 

mercado, o que estimula pesquisas básicas e aplicadas para o desenvolvimento de novos 

bioprodutos. Uma fonte promissora para obtenção dos bioherbicidas é a prospecção de 

microrganismos com capacidade de produção de metabólitos secundários com atividade 

fitotóxica (BORDIN et al., 2020; CAVALCANTE et al, 2021). Dentre os microrganismos, os 

fungos têm recebido destaque pela facilidade de isolamento, rápido crescimento, baixo custo 

de cultivo e alta capacidade de produção de metabólitos secundários, o que facilita a descoberta 

de novas moléculas (CRUZ et al., 2020; OSEMWEGIE et al., 2020). Porém, estas etapas 

exigem especial atenção, pois o perfil de metabólitos produzidos por determinado fungo varia 

de acordo com a composição do meio de cultivo e as condições de crescimento (ANDRIOLI et 

al., 2014; OLIVEIRA et al., 2019).  

Nos últimos anos as pesquisas têm se voltado a obtenção de fungos de fontes menos 

comuns, devido ao ineditismo de moléculas e a busca por diversidade química (CRUZ et al., 

2020). Os microrganismos endofíticos podem produzir metabólitos com estruturas inovadoras 

e amplo espectro de atividades biológicas, sendo por isto de interesse tanto para a aplicação na 

agricultura como para a indústria farmacêutica (JÚNIOR et al., 2019; BARROS et al., 2020). 

A espécie Mycoleptodiscus indicus (V.P. Sahni) B. Sutton é descrita como um fungo endofítico, 

encontrado nas folhas de diversas espécies de plantas e com ampla distribuição geográfica 

(ANDRIOLI et al, 2014; SILVA et al., 2020). Nos últimos anos, o número de estudos com o 

M. indicus têm aumentado, indicando ser um fungo promissor para obtenção de metabólitos 

com atividade bioherbicida, antimicrobiana, antiparasitária e antitumoral (ANDRIOLI et al., 

2014; OLIVEIRA et al., 2019; AHMED et al., 2020).  
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Em recente estudo, Portela et al. (2020) isolaram um fungo M. indicus UFSM 54 a partir 

de folhas doentes de Conyza sp., uma planta daninha de difícil controle no Brasil, e 

demonstraram o potencial herbicida do seus metabólitos em monocotiledôneas e 

dicotiledôneas. Para avançar no desenvolvimento de um novo bioherbicida, este trabalho 

buscou conhecer a composição química dos extratos do fungo endofítico M. indicus UFSM 54 

produzidos em três condições de cultivo e avaliar o potencial herbicida destes extratos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Fungo, meios de cultura e condições de crescimento 

O fungo Mycoleptodiscus indicus UFSM 54 (GenBank KY581194) isolado de Conyza 

sp. (PORTELA et al., 2020) estava liofilizado e armazenado a 4oC no escuro. O fungo foi 

reativado em meio de cultura BDA por 7 dias a 28oC no escuro e cultivado em três diferentes 

meios de cultura: a) 5 g de bagaço de cana-de-açúcar, 0,15 g extrato de levedura, 1,5 g de 

glicose, 5 mL da solução de macronutrientes (1 g L¯¹ de NaNO3 , 5 g L¯¹ de (NH4) 2HPO4 , 1 g 

L¯¹ de MgSO4 .7H2O, 1 g L¯¹ de NaCl) e 1 mL da solução de micronutrientes (0,8 g L¯¹ de 

MnSO4, 1,7 g L¯¹ de ZnSO4 .7H2 O e 2,5 g L¯¹ de Fe SO4 .7H2 O) em 60 mL de água destilada 

estéril, incubado a 35 ºC (PORTELA et al., 2020); b) 30 g de aveia, 30 g de arroz, 0,375 g L¯¹ 

de peptona e 0,188 mL de solução de MnCl2 (20 mg de MnCl2 mL-1) em 42 mL de água 

destilada, incubado a 30ºC (ANDRIOLI et al., 2014); c) 30 g L¯¹ de arroz em 20 mL de água 

destilada, incubado a 30ºC (Adaptado de OLIVEIRA et al., 2019). Cada meio de cultura foi 

acondicionado em 20 erlenmeyers de 250 mL e autoclavados a 121 ºC por 30 minutos. Seis 

discos (∅=15 mm) de micélio fúngico foram inoculados em cada erlenmeyer, seguido de 

incubação por 15 dias sem agitação, com 12 horas de fotoperíodo, nas temperaturas acima 

descritas.  

 

Obtenção dos extratos  

Os extratos foram obtidos por adição de solvente (etanol 99%) aos erlenmeyers, 

homogeneização e armazenamento por 24 horas a 28ºC. Após o micélio foi separado do caldo 

por filtração a vácuo em funil de Buchner e kitassato. Todos os extratos foram evaporados 

separadamente à 40º C em bomba de vácuo, resultando nos extratos brutos oriundos dos meios 

de cultura a base de bagaço-de-cana (SB), aveia+arroz (OR) e arroz (RI) e controles (meios de 
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cultura sem o fungo). Os extratos foram ressuspensos em água destilada para realização das 

análises de fitotoxicidade em plantas. 

 

Análises cromatográficas (CG-EM e CLAE) 

As análises por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM) foram 

realizadas em um sistema Shimadzu GC2010 Plus, compreendendo um modelo de autoinjetor 

AOC-5000 Plus e um detector de massa QP2110 Ultra, usando uma coluna capilar de sílica 

fundida Restek Rtx®-5MS (30 mx 0,25 mm id; espessura de filme de 0,25 μm). As injeções 

das amostras (volume de injeção de 1µL) foram realizadas no split na proporção de 1:20 e purga 

de 3 mL min-1. O cromatógrafo de gás foi operado nas seguintes condições: injetor 240 °C, a 

temperatura do forno foi inicialmente de 90 °C a 200 °C com um aumento de 3 °C/min, mantida 

a 200 °C por 5 min, seguido por um aumento para 280 °C a 10 °C/min e mantido por 5 min. 

Foram ajustadas a temperatura da fonte de íons para 260 °C, a temperatura da interface MS para 

280 °C e a energia de ionização para 70 eV. Os extratos foram submetidos a reações de 

derivatização utilizando anidrido acético/ piridina ou HCl-metanol para obtenção dos derivados 

acetilados ou esterificados correspondentes, seguindo os procedimentos descritos por Assunção 

et al. (2009) e Tivendalea et al. (2016) com adaptações. Brevemente, para a obtenção dos 

derivados acetilados foram dissolvidos 35 mg de cada extrato em anidrido acético/piridina 

(0,7:0,35 mL) e a suspensão mantida sob agitação magnética por 24h a temperatura ambiente. 

Após a adição de água e extração com CHCl3, a fase orgânica foi tratada com Na2SO4 anidro e 

concentrada sob pressão reduzida. As reações de esterificação foram realizadas como segue: 18 

mg de cada extrato foi dissolvido em 0,5 mL de em HCl metanólico. A solução resultante 

permaneceu sob agitação a 60ºC por 60 minutos, sendo após evaporada e ressuspendida em 1 

mL de água. A solução aquosa foi extraída com éter etílico (2 x 5 mL). A fase orgânica foi 

então seca sob Na2SO4 anidro e concentrada sob pressão reduzida. Os derivados voláteis foram 

dissolvidos em diclorometano, filtrados usando filtro de seringa de PTFE de 0,2 µm e 

caracterizados por CG-MS. Os constituintes foram identificados pela comparação dos dados 

espectrais de massa com aqueles armazenados nas bibliotecas espectrais Wiley 8 e NIST11 do 

sistema analítico.  

As análises por cromatografia CLAE foram realizadas em um sistema Nexera-XR 

(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) composto por bombas LC-20AXR, amostrador 

automático SIL-20XR, forno de coluna CTO-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A 

usado para cromatografia. O Software LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japão) foi utilizado 
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para tratamento dos dados. Amostras dos extratos foram solubilizadas em água ou metanol-

água (5:1) e filtradas usando filtro de seringa de PTFE de 0,22 µm previamente a injeção no 

equipamento usando coluna Shimadzu Shim-pack CLC-ODS (150 mm × 4,6 mm d.i., 5 µm 

tamanho de partícula) (Shimadzu, Kyoto, Japão) e gradiente binário de eluição constituído pelos 

solventes: água ultrapura com 0,045% de TFA (v/v; solução A) e acetonitrila com 0,036% de 

TFA (v/v; solução B). Empregou-se gradiente linear de eluição de 5% a 100% de B em 40 

minutos, seguido de estabilização do gradiente a 5 % de B até 45 minutos, e esta proporção se 

manteve até 50 minutos. As demais condições para as análises foram: 20 μL de volume de 

injeção, taxa de fluxo de 0,8 mL min-1, temperatura do forno da coluna de 30 °C, detector 

monitorando nos comprimentos de onda de 210, 220, 280 e 360 nm, temperatura do detector 

de 30°C e tempo total de análise de 50 minutos. Amostras dos extratos SB, OR e RI foram 

solubilizadas em água ou metanol-água (5:1) e filtradas usando filtro de seringa de PTFE de 

0,2 µm previamente a injeção no equipamento. 

 

Isolamento e identificação dos metabólitos  

Para o isolamento dos metabólitos, uma porção de cada extrato (SB, OR e RI) foi 

evaporada sob vácuo e ressuspendida em água. As frações aquosas obtidas foram fracionadas 

e particionadas; primeiro com n-hexano (200 mL x 5), seguido de diclorometano (200 mL x 5) 

e acetato de etila (200 mL x 5), para obter as frações correspondentes FHex, FDCM e FAcOEt. 

Estas frações foram secas sob Na2SO4 anidro e evaporadas à secura. 

A FDCM-SB (0,57 g) foi fracionada em coluna cromatográfica de sílica gel tipo F60 

malha 240-400 (SILICICLER) empregando como fase móvel n-hexano: clorofórmio: metanol, 

aumentando gradualmente a polaridade do sistema. As frações obtidas foram reunidas por 

similaridade. O fracionamento foi monitorado por cromatografia em camada delgada (Merck, 

sílica 60 F-254) com fase móvel n-hexano: clorofórmio ou clorofórmio: metanol, sendo as 

placas cromatográficas reveladas sob luz ultravioleta e com spray de reagente vanilina-ácido 

sulfúrico. A partir deste procedimento foi isolado o composto 9 (0,011 g), identificado por 

espectroscopia de 1H e 13C NMR (DEPT-135, COSY, HSQC e HMBC; Material Suplementar) 

como o metabólito secundário ácido astérrico. Os espectros de NMR foram registrados em um 

espectrômetro Bruker Avance III HD DPX 400, operando a 400,13 MHz para 1H e 100,62 MHz 

para 13C em (CD3)2CO, usando TMS como padrão interno. A partir de repetidos processos de 

cristalização em clorofórmio, também foi isolado 0,095 g do composto 9 da FDCM-RI (1,27 
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g). O fracionamento da FDCM-OR (1,7 g) resultou no isolamento de 0,055 g de um composto 

(denominado aqui NE1), que está atualmente em processo de elucidação estrutural.  

Ácido asterrico (9). RMN de 1H (CD3COCD3, 400 MHz): δ 2,07 (3H, s, H-8), δ 3,74 

(3H, s, H-8’), δ 3,81 (3H, s, H-9’), δ 5,91 (1H, m, H-5), δ 6,48 (1H, m, H-3), δ 6,92 (1H, d, J = 

2,83 Hz, H-4’), δ 7,05 (1H, d, J = 2,83 Hz, H-2’). RMN de 13C (CD3COCD3, 100 MHz) δ 23,0 

(CH3, C-8), δ 53,7 (CH3, C-8’), δ 57,7 (CH3, C-9’), δ 101,7 (qC, C-1), δ 106,7 (CH, C-4’), δ 

107,1 (CH, C-5), δ 110,3 (CH, C-2’), δ 113,6 (CH, C-3), δ 126,8 (qC, C-1’), δ 135,7 (qC, C-

6’), δ 148,8 (qC, C-4), δ 155,8 (qC, C-5’), δ 158,0 (qC, C-3’), δ 160,5 (qC, C-6), δ 165,2 (qC, 

C-2), δ 166,7 (qC, C-7’), δ 172,7 (qC, C-7). 

 

Fitotoxicidade dos extratos  

A fitotoxicidade em folhas destacadas de Cucumis sativus dos extratos brutos de M. 

indicus UFSM 54 foi avaliada em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro 

repetições. Os extratos obtidos após o crescimento de M. indicus UFSM 54 nos meios de cultura 

com bagaço de cana-de-açúcar (SB), aveia+arroz (OR), arroz (RI) e os brancos obtidos dos 

mesmos meios de cultura sem o fungo (WSB, WOR, WRI) foram testados nas concentrações 

de 8,7; 17,4 e 26,1 mg mL-1. Como controle utilizou-se água destilada estéril. Três mL destas 

concentrações do extrato bruto foram aplicadas em um algodão estéril, diretamente em contato 

com a base do pecíolo de uma folha destacada (Figura 2). A folha foi armazenada em uma placa 

de Petri estéril, com fundo coberto com um papel filtro úmido e estéril, conforme Todero et al. 

(2019). As placas de Petri foram incubadas a 25ºC e as lesões foliares foram avaliadas até 144 

horas. Os sintomas foram convertidos em grau de lesão da escala de notas de Varejão et al. 

(2013): ausência de sintomas (–); amarelecimento (+); necrose < 50% da área foliar (++); 

necrose > 50% da área foliar (+++). 

A fitotoxicidade em sementes de C. sativus dos extratos fúngicos SB, OR e RI foi 

avaliada em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 4 repetições. Utilizou-se a 

concentração intermediária de 17,4 mg mL-1 e água estéril como controle. O teste de 

germinação foi adaptado das Regras de Análises de Sementes (BRASIL, 2009). Cada unidade 

experimental foi composta de 25 sementes distribuídas sobre papel germitest (dimensões de 

10,5 x 10,5 cm) estéril e umedecido com 4 mL de extrato ou água estéril. O papel germitest foi 

armazenado em caixa plástica gerbox (dimensões 11 x 11 cm), vedada com plástico filme e 

incubada a 25 ºC por 8 dias, com fotoperíodo de 12 horas. 
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Na avaliação da fitotoxicidade em plantas, o C. sativus foi cultivado em vasos em casa 

de vegetação por 20 dias, até o estágio vegetativo (V2), quando as folhas foram pulverizadas 

com os extratos fúngicos na concentração de 17,4 mg mL-1 produzidos pelo M. indicus UFSM 

54 nos meios de cultura SB, OR e RI. O experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado (DIC) e 4 repetições. Para a pulverização utilizou-se uma câmara de 

aplicação (Generation III Research Sprayer, Devries Manufacturing, USA), com pressão de 

aplicação de 25 psi e volume de 200 L ha-1. No tratamento controle foi pulverizado água 

destilada. Após a aplicação as plantas retornaram para a casa de vegetação por mais 12 dias 

quando foram coletadas para determinação do comprimento da parte aérea, massa seca de parte 

aérea e raiz e grau de lesões foliares, conforme a escala de Varejão et al. (2013) acima descrita.  

 

Análise estatística 

Os dados da fitotoxicidade em sementes e plantas foram submetidos à análise de 

variância e comparação de médias, pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software Sisvar 

5.6 pt (Statsoft Inc., OK, EUA). 

 

RESULTADOS  

 

Identificação dos metabólitos  

Na Tabela 1 estão listados os metabólitos identificados por CG-EM nas amostras dos 

extratos SB, OR e RI após estas serem submetidas a dois diferentes processos de derivatização. 

As análises mostraram que seis metabólitos estão presentes nos três extratos, sendo eles: metil-

latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol (4), benzoato de benzila (5) e 

iditol (6) (Figura 1). A derivatização com ácido clorídrico metanólico também revelou a 

presença de 39,0 e 30,9% do ácido graxo poli-insaturado ácido linoleico (7) nos extratos obtidos 

nos meios de cultura a base de arroz (RI) e farelo de aveia + arroz (OR), respectivamente 

(Tabela 1), não sendo detectado no extrato SB. Além do iditol (6), a derivatização com ácido 

clorídrico metanólico permitiu a identificação do monoterpeno 4-acetil-2-careno (8, 15,6%) 

somente no extrato SB.  
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Tabela 1. Compostos identificados por CG-EM após processos de derivatização dos extratos brutos produzidos por M. indicus UFSM 54 cultivado 

em três meios de cultura a base de bagaço de cana-de-açúcar (SB), farelo de aveia+arroz (OR) e arroz (RI). 

 

Composto identificado 
Fórmula 

molecular 
Derivados Analisados 

Tempo de 

retenção (min.) 

Área de 

Pico* (%) 

Bagaço de cana-de-açúcar/ etanol (SB) - Derivatização por esterificação com ácido clorídrico metanólico 

4-Acetil-2-Careno C12H18O 4-Acetil-2-careno 3,17 15,61 

Ácido 2,4-heptadienóico C7 H10 O2 Ácido 2,4-heptadienóico, éster metílico 6,23 2,24 

Metil β-D-ribopiranosídeo / metil 

α-D-ribopiranosídeo 
C6 H12 O5 

Metil β-D-ribopiranosídeo / metil α-D-

ribopiranosídeo 

9,69 3,41 

Ácido aconítico C6 H6 O6 Ácido aconítico, éster trimetílico 15,41 1,49 

Ácido cítrico C6 H8 O7 Ácido cítrico, éster trimetílico 16,49 7,68 

Ácido isocítrico C6 H8 O7 Ácido isocítrico, éster trimetílico 18,06 2,57 

Metil-latodoratina* C12 H12 O4 Metil-latodoratina 18,17 6,76 

Ácido 3-cumárico C9 H8 O3 Ácido 3-cumárico, éster metílico 26,86 1,51 

Ácido palmítico C16 H32 O2 Ácido palmítico, éster metílico 32,97 7,25 

Ácido elaídico C18 H34 O2 Ácido elaídico, éster metílico 38,75 2,93 

Bagaço de cana-de-açúcar/ etanol (SB) – Derivatização por acetilação com Ac2O-piridina 

Glicerol C3 H8 O3 Triacetina 12,10 4,09 

Benzoato de benzila C14 H12 O2 Benzoato de benzila 27,44 2,94 

β-D-glicose C6 H12 O6 Pentaacetato de β-D-glucopiranose 37,31 3,72 

Iditol C6 H14 O6 Iditol, hexaacetato 39,88 82,58 

Sorbitol C6 H14 O6 D-Glucitol, hexaacetato 40,11 1,70 

Aveia-Arroz/ etanol (OR) - Derivatização por esterificação com ácido clorídrico metanólico 

Metil-latodoratina* C12 H12 O4 Metil-latodoratina 18,21 18,98 

Ácido palmítico C16 H32 O2 Ácido palmítico, éster metílico 32,93 18,00 

Ácido linoleico C18 H32 O2 Ácido linoleico, éster metílico 38,49 38,99 

Ácido elaídico C18 H34 O2 Ácido elaídico, éster metílico 38,71 24,02 

(continua) 
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Aveia-Arroz/ etanol (OR)- Derivatização por acetilação com Ac2O-piridina 

Glicerol C3 H8 O3 Triacetina 12,11 4,74 

Benzoato de benzila C14 H12 O2 Benzoato de benzila 27,44 2,37 

3-O-etil-D-glicose C8 H16 O6 3-O-etil-D-glicose, pentaacetato 37,49 38,60 

Iditol C6 H14 O6 Iditol, hexaacetato 39,81 22,94 

Arroz/ etanol (RI)- Derivatização por esterificação com ácido clorídrico metanólico 

Metil-latodoratina* C12 H12 O4 Metil-latodoratina 18,13 34,01 

Ácido palmítico C16 H32 O2 Ácido palmítico, éster metílico 32,92 19,23 

Ácido linoleico C18 H32 O2 Ácido linoleico, éster metílico 38,47 30,94 

Ácido elaídico C18 H34 O2 Ácido elaídico, éster metílico 38,70 11,31 

Arroz/ etanol (RI)- Derivatização por acetilação com Ac2O-piridina 

Glicerol C3 H8 O3 Triacetina 12,10 1,67 

Benzoato de benzila C14 H12 O2 Benzoato de benzila 27,44 1,62 

3-O-etil-D-glicose C8 H16 O6 3-O-etil-D-glicose, pentaacetato 37,49 20,72 

Iditol C6 H14 O6 Iditol, hexaacetato 39,86 26,90 

*Constituinte identificado por CG-EM através de comparação com os dados descritos por Silva et al. (2020) 

 

 

 

(conclusão)

nua) 
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A Figura 1A apresenta a comparação entre os principais constituintes analisados por 

CG-EM após derivatização com ácido clorídrico metanólico (esterificação). O extrato SB 

apresenta uma proporção similar dos constituintes metil-latodoratina (1) e ácido palmítico (2). 

O extrato OR contém quantidades muito próximas de 1, 2 e 3 (entre 18 – 24%) e o extrato RI 

possui 34% de 1, 19,2% de 2 e 11,3% do constituinte 3. Na Figura 2B é apresentada a análise 

comparativa entre os principais constituintes analisados por CG-EM, após derivatização com 

anidrido acético/ piridina (acetilação). Pode-se destacar o constituinte iditol (6) como 

metabólito majoritário em todos os extratos, com percentuais variando de 22,9 a 82,6% (Tabela 

1). Esta faixa percentual é ampla, uma vez que o extrato SB apresenta uma produção do iditol 

75% superior aos demais compostos (Figura 1). Além deste constituinte, representaram menos 

de 7,5% da composição de cada extrato os metabólitos glicerol (4) e benzoato de benzila (5).  

Os processos de isolamento e purificação das frações FDCM dos extratos SB, OR e RI 

utilizando cromatografia em coluna e em camada delgada resultaram no isolamento de dois 

metabólitos majoritários (Figuras S1-S5, Material Suplementar). Os dados de RMN uni e 

bidimensionais do composto isolado a partir das frações FDCM-SB e FDCM-RI, quando 

comparados aos dados espectroscópicos reportados por Liao et al. (2012), corroboram com a 

estrutura do metabólito ácido astérrico (9). A partir da FDMC-OR foi isolado um sólido branco 

insolúvel na maioria dos solventes orgânicos cujos dados espectroscópicos indicam tratar-se de 

um metabólito polar. A estrutura exata deste metabólito, denominado aqui NE1, encontra-se 

em processo final de elucidação estrutural por espectroscopia de RMN e difração de Raios-X. 

Além disto, o difenil éter ácido astérrico (9) foi identificado por CLAE como um dos 

componentes majoritários do extrato aveia + arroz (OR) e pode ser visualizado também nos 

cromatogramas de CLAE dos extratos SR e RI (Figura S8, Material Suplementar).  

 

Fitotoxicidade dos extratos  

Os extratos produzidos durante o crescimento do M. indicus UFSM 54 no meio de 

cultura de bagaço de cana (SB) e de farelo de aveia+arroz (OR) causaram maiores lesões nas 

folhas destacadas de C. sativus, em comparação ao extrato produzido com arroz (RI) (Tabela 

2, Figura 2). Os extratos obtidos a partir dos meios de cultura não inoculados (sem fungos) e 

por isto resultantes somente das moléculas originadas dos constituintes do meio de cultura, 

também causaram lesões nas folhas, porém em menor grau se comparados aos extratos 

produzidos na presença do fungo nos meios de cultura SB e OR. Porém para o meio de cultura 

RI observou-se o contrário, pois as maiores lesões foliares foram causadas pelo extrato 

originado do meio de cultura sem fungo.  
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Tabela 2. Grau das lesões em folhas destacadas e em plantas de C. sativus após 72, 96, 120 e 

144 horas da aplicação das concentrações de 8,7; 17,4 e 26,1 mg mL-1 dos extratos produzidos 

pelo fungo M. indicus UFSM 54 cultivado em três meios de cultura (SB, AO e RI). 

Extrato1 

Folha destacada  Planta 

72 h  96 h  120 h  144 h  12 dias 

8,7  17,4  26,1   8,7  17,4  26,1   8,7  17,4  26,1   8,7  17,4  26,1   17,4 

SB -2 - +  - + +  + ++ ++  + +++ +++  ++ 

WSB - - -  - - -  + - -  + + +  nd³ 

OR + + -  + + -  ++ ++ -  +++ ++ +  ++ 

WOA - - -  - - +  + + ++  + + ++  nd 

RI - - -  - - -  - - -  + + +  + 

WRI - - -  + + -  + + +  + + +  nd 

Controle - - -  - - -  - - -  - - -  - 

1 Extrato obtido do meio de cultura com bagaço de cana-de-açúcar inoculado com o fungo (SB) 

ou sem fungo (WSB). Extrato obtido do meio de cultura com farelo de aveia+arroz inoculado 

com o fungo (OA) ou sem fungo (WOA). Extrato obtido do meio de cultura com arroz 

inoculado com o fungo (RI) ou sem fungo (WRE). ²Escala de lesões foliares: ausência de 

sintomas (–); amarelecimento (+); necrose < 50% da área foliar (++); necrose > 50% da área 

foliar (+++), de acordo com Varejão et al. (2013). ³nd = não determinado. 
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Figura 2. Lesões em folhas destacadas de C. sativus após 144 horas da aplicação da 

concentração de 17,4 mg mL-1 do extrato produzido pelo fungo M. indicus UFSM 54 quando 

cultivado em três meios de cultura: com bagaço de cana-de-açúcar (SB) (controle sem fungo = 

WSB); com farelo de aveia+arroz (OR) (controle sem fungo = WOR); e com arroz (RI)  

(controle sem fungo = WRI). 

 

Na Tabela 2 também se observa que quanto maior o tempo de contato do extrato com a 

folha, maior é a porcentagem da área foliar com lesões. As avaliações em tempos intermediários 

serviram para demonstrar mais claramente as diferenças entre os extratos dos meios de cultura 

com e sem o fungo. No meio de cultura SB, as lesões causadas pelo extrato produzido na 

presença do fungo tiveram início às 72 h, enquanto que na ausência do fungo somente na última 

avaliação. De forma semelhante ocorreu com o meio de cultura OR, onde a primeira lesão foi 

observada na menor concentração da primeira avaliação, enquanto que na ausência do fungo 

somente na avaliação das 96 h e na maior concentração. O mesmo não ocorreu com os extratos 

originados do meio de cultura RI. Os danos foliares do extrato obtido na ausência do fungo 

iniciaram às 96 h, enquanto que na presença do fungo os danos foram percebidos somente às 

144 h. 
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No extrato obtido no meio de cultura SB também fica evidenciado o efeito da 

concentração (Tabela 2). Quanto mais concentrado o extrato, maiores e mais precoces foram os 

danos foliares. Já para o extrato obtido do meio de cultura OR, de forma inesperada, na maior 

concentração foram observados os menores danos, em todas as datas avaliadas. Para o meio de 

cultura RI, devido a sua baixa eficiência, não foram observados efeitos de concentração. O teste 

de aplicação dos extratos sobre as plantas vivas confirma os resultados observados nas folhas 

destacadas (Tabela 2 e Figura 3). Os extratos dos meios de cultura SB e OR resultaram em 

maiores danos foliares se comparados ao extrato produzido no meio de cultura RI. 

 

  
 

Figura 3. Lesões em plantas de C. sativus após 12 dias da aplicação da concentração de 17,4 

mg mL-1 do extrato produzido pelo fungo M. indicus UFSM 54 quando cultivado em três meios 

de cultura: com bagaço de cana-de-açúcar (SB) (controle sem fungo = WSB); com farelo de 

aveia+arroz (OR) (controle sem fungo = WOR); e com arroz (RI) (controle sem fungo = WRI). 
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No teste com sementes de C. sativus, a concentração de 17,4 mg mL-1 do extrato SB 

obtido na presença do fungo reduziu em 27% a germinação em relação ao controle (água 

destilada) (Figura 4). Os extratos obtidos dos meios OR e RI reduziram a germinação em ~10% 

sem, no entanto, diferir estatisticamente do controle. A pulverização foliar dos três extratos 

nesta concentração reduziu o comprimento da parte aérea, a massa seca de raiz e de parte aérea 

das plantas de C. sativus, 12 dias após a aplicação, diferindo estatisticamente do controle (água 

destilada). Com base nos dados de lesões nas folhas destacadas, de inibição da germinação das 

sementes e de redução de crescimento das plantas de C. sativus, foi possível estabelecer a 

seguinte ordem de eficiência bioherbicida dos extratos avaliados: SB>OR>RI. 

 

 

Figura 4. Efeitos fitotóxicos dos extratos produzidos pelo fungo M. indicus UFSM 54 nos meios 

de cultura SB, OR e RI, na concentração de 17,4 mg mL-1 sobre a germinação (a), o 

comprimento da parte aérea (b), a massa seca de raiz (c) e a massa seca de parte aérea (d) de C. 

sativus Letras indicam diferença estatística pelo teste de Tukey (p < 0,05).  
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DISCUSSÃO 

 

O Brasil é um dos países com maior biodiversidade do planeta. No entanto, parte deste 

inestimável patrimônio está sendo perdido, sem que ao menos tenha sido conhecido, pela rápida 

degradação dos ecossistemas naturais. Por outro lado, há forte demanda da sociedade para a 

produção de alimentos mais saudáveis, com baixo ou nenhum uso de pesticidas sintéticos. Os 

estudos do nosso grupo de pesquisa buscam atender a esta demanda, utilizando de forma 

sustentável a biodiversidade microbiana para desenvolver um bioherbicida, que poderá ser 

utilizado na agricultura em substituição aos herbicidas sintéticos. Em trabalho prévio, Portela 

et al. (2020) isolaram e identificaram o fungo M. indicus, e comprovaram o potencial 

bioherbicida de seus metabólitos. Dando continuidade a este estudo, no presente trabalho foi 

realizada a identificação química dos metabólitos produzidos por este fungo após cultivo em 

três meios de cultura e avaliado o potencial bioherbicida destes extratos. O estudo apresenta 

contribuição ao estado da arte, pois trata de um fungo endofítico pouco estudado na literatura, 

é inédita a identificação do perfil de metabólitos do M. indicus cultivado no meio de cultura 

com bagaço de cana- de-açúcar e vários compostos identificados estão sendo apresentados pela 

primeira vez como metabólitos produzidos por este fungo.  

As análises por CG-EM dos extratos após crescimento do fungo em meio de cultura de 

bagaço de cana (SB), farelo de aveia+arroz (OR) e arroz (RI) resultaram na identificação de 

oito metabólitos metil-latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol (4), 

benzoato de benzila (5) e iditol (6), ácido linoleico (7) e monoterpeno 4-acetil-2-careno (8). Na 

literatura há relatos da produção dos metabólitos metil-latodoratina (1) por M. indicus (SILVa 

et al., 2020); ácido palmítico (2) por Beauveria bassiana cultivado em meio agar com extrato 

de levedura, glicose e nutrientes (CRESPO et al., 2002); e ácido elaídico (3) por Neofusicoccum 

vitifusiforme e N. parvum (SALVATORE et al., 2018). O metabólito glicerol (4) é comumente 

produzido por microrganismos por se tratar de uma molécula constituinte dos fosfolipídeos e 

também utilizado como reserva energética na célula (TAROCCO et al., 2005), sendo relatado 

a identificação deste composto em diversos fungos, como Beauveria bassiana, Metarhizium 

anisopliae e Paecilomyces farinosus (HALLSWORTH, MAGAN, 1995). O benzoato de 

benzila (5), produzido pelo fungo endofítico Emericella qaudrilineata (GOUTAM et al., 2016). 

O iditol por Candida boidinii (VONGSUVANLERT, TANI, 1988). O ácido linoleico (7) pelo 

fungo Fusarium oxysporum (OLIW, HAMBERG, 2019) e Cunninghamella echinulata (AL-

HAWASH et al., 2018). 
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A purificação por cromatografia em coluna e em camada delgada dos extratos etanólicos 

produzidos pelo fungo resultou no isolamento de dois constituintes principais. Um destes é o 

ácido astérrico (9), um composto produzido por outros fungos, como Penicillium citrinum 

(HOUBRAKEN et al., 2010), Aspergillus terreus (BORUTA et al., 2019), Fusarium sp. e 

Cladosporium sp. (UJAM et al., 2021), com propriedades micotoxicológicas e antioxidantes. 

O outro composto isolado é um metabólito polar, que está em processo de elucidação estrutural. 

As informações obtidas até o momento indicam que trata-se de uma molécula inédita. Com o 

andamento das pesquisas, espera-se confirmar esta expectativa. 

Os poucos estudos que trataram da identificação e caracterização dos metabólitos de M. 

indicus, indicam a produção de uma diversidade grande de compostos e isto tem despertado o 

interesse de pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2019). Assim como no presente trabalho, Silva 

et al. (2020) também identificaram três moléculas de metil-latodoratina (3-etilcromona metil-

latodoratina, 8-metoximetilatodoratina e 3-etil-5-hidroxi-7,8-dimetoxicroman-4-ona) 

produzidas por um M. indicus isolado de plantas de Justicia brandegeana. Após o cultivo em 

meio líquido deste fungo foi descrito o isolamento de dois alcalóides denominados 

micoleptodiscina A e micoleptodiscina B por Ortega et al. (2013). Andrioli et al. (2014) 

obtiveram um M. indicus a partir de plantas de Borreria verticillata e após cultivo em meio de 

cultura com substrato a base de farelo de aveia+arroz identificaram três azafilonas- as 

micoleptonas A, B e C- e quatro policetídeos (austidiol, eugenitina, 6-metoxieugenitina e 9-

hidroxieugentina). No extrato de M. indicus obtido após crescimento em caldo dextrose batata 

(PDB), Ahmed et al. (2020) identificaram acetato de isopropila, 6-amino-5-nitroso-2,4(1H,3H)-

pirimidinadiona, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)fenol, ftalato de diisobutila, 11-tricoseno, 10-

metilantraceno-9-carboxaldeído, maleato de bis(2-etilhexila), 1-hexil-1-nitrocicloexano e 5,7-

dodecadiin-1,12-diol. Ao nosso conhecimento, os compostos ácido palmítico (2), ácido elaídico 

(3), iditol (6), ácido linoleico (7), 4-acetil-2-careno (8), ácido astérrico (9) identificados em 

nosso trabalho estão sendo apresentados pela primeira vez como metabólitos produzidos pelo 

fungo M. indicus. 

No trabalho de Andrioli et al. (2014), quando o cultivo do M. indicus ocorreu no meio 

de cultura aveia+farelo de arroz, os metabólitos identificados como pertencentes à classe das 

zafilonas apresentaram atividade antimicrobiana, antiparasitária e antitumoral. Já Oliveira et al. 

(2019) obteve compostos com atividade antibacteriana quando cultivou o M. indicus isolado de 

planta com sintomas de lesão em meio de cultura com arroz. Os metabólitos do fungo também 

apresentaram atividade antibacteriana, quando o cultivo ocorreu em meio com arroz 

(OLIVEIRA et al., 2019). Como visto, nenhum trabalho anterior ao de Portela et al. (2020) 
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havia comprovado a ação bioherbicida dos extratos do M. indicus. É provável que esta 

capacidade esteja associada a sua fitopatogenicidade, já relatada pelos danos foliares 

acentuados (necroses) em plantas de Zamia spp. (EL-GHOLL; ALFIERI Jr., 1991), Echinacea 

purpúrea (ROSA et al., 2012), Borreria verticillata (ANDRIOLI et al., 2014), Ixora coccínea 

(BANERJEE et al., 2018) e Morinda citrifolia (OLIVEIRA et al., 2019). 

Os compostos encontrados nos extratos produzidos pelo M. indicus UFSM 54 no 

presente trabalho resultaram no efeito herbicida observado nos testes de folha destacada, de 

germinação e nas plantas. Os extratos produzidos nos meios de cultura SB e OR causaram as 

maiores lesões nas folhas destacadas de C. sativus que o extrato produzido no meio de cultura 

RI. Este resultado evidencia a importância da otimização das condições de cultivo, pois o perfil 

de metabólitos produzidos pelo M. indicus depende do meio de cultura e das condições de 

incubação (temperatura, agitação, luminosidade, etc). Por sua vez, perfis de metabólitos 

diferentes podem determinar diferentes eficiências bioherbicidas. Destaca-se também que a 

eficiência deste bioherbicida poderia ser maior se fossem misturados aditivos e adjuvantes aos 

extratos fúngicos, o que será feito nos próximos estudos. Bastos et al. (2017) demonstraram que 

a adição desses produtos aumenta a eficiência do bioherbicida produzido por Diaporthe sp. 

Os extratos obtidos a partir dos meios de cultura não inoculados (sem fungos) causaram 

lesões brandas nas folhas de C. sativus. Resultados semelhantes a estes são relatados na 

literatura. O efeito bioherbicida de extratos de Phoma sp. foi avaliado por por Klaic et al. (2017) 

e de Trichoderma koningiopsis e Rhizopus stolonifer por Cavalcante et al. (2021). Estes autores 

também observaram que os extratos controle (sem fungo) causaram lesões nas folhas das 

plantas, porém menos intensas se comparadas às causadas pelos metabólitos fúngicos. Esse 

efeito pode estar relacionado com o tipo e a concentração dos reagentes utilizados na 

composição do meio de cultura, os quais podem apresentar efeitos fitotóxicos (CAVALCANTE 

et al. 2021, KLAIC et al., 2017).  

A diversidade de microrganismos endofíticos é enorme, assim como a capacidade de 

biossíntese de metabólitos secundários bioativos (WANG et al., 2017). Porém, o habitat 

endofítico é caractarizado por condições ecológicas muito específicas e por isto pode haver 

dificuldade de cultivo destes microrganismos e de produção dos metabólitos de interesse em 

laboratório. Por isto utilizou-se fermentação sólida e submersa no presente estudo. Os meios de 

cultura OR e RI não apresentaram água livre no meio, caracterizando-se assim como uma 

fermentação sólida. Neste tipo de fermentação, a concentração de metabólitos no meio de 

cultura é alta, o que resulta em maior atividade bioherbicida. Porém, há dificuldade de extração 

dos metabólitos na fermentação sólida (BRUN et al., 2020). Já o meio de cultura SB foi 
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utilizado em fermentação submersa, onde os metabólitos secundários produzidos pelo fungo 

não ficam aderidos aos substratos e sim livres, porém neste caso há diluição dos metabólitos no 

meio de cultura.  

O presente trabalho se constituiu em mais uma etapa dos estudos que estão sendo 

desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa sobre o potencial dos fungos endofíticos para a 

produção de bioherbicidas. As moléculas obtidas neste estudo continuarão a ser avaliadas 

quanto a sua estrutura química e capacidade bioherbicida, mas também serão utilizadas em 

testes para avaliar outros efeitos, como antifúngico, antimicrobiano, antitumoral, etc.  

 

CONCLUSÕES 

 

Os compostos metil-latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol (4), 

benzoato de benzila (5), iditol (6), ácido graxo poli-insaturado ácido linoleico (7), monoterpeno 

4-acetil-2-careno (8), ácido astérrico (9) e NE1 (em processo final de elucidação estrutural) 

estão presentes nos extratos resultantes do cultivo do fungo endofítico M. indicus UFSM 54 nos 

meios de cultura a base de bagaço de cana (SB) ou de farelo de aveia+arroz (OR) ou arroz (RI);  

Os extratos produzidos durante o crescimento do fungo M. indicus UFSM 54 no meio 

de cultura SB e OR apresentam efeito bioherbicida em folhas destacadas de C. sativus, porém 

somente o extrato SB reduz a germinação das sementes. Quando pulverizados sobre as plantas 

em crescimento, os três extratos apresentam efeito bioherbicida em C. sativus. Com estes dados 

é possível estabelecer a seguinte ordem de eficiência bioherbicida dos extratos avaliados: 

SB>OR>RI. 
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7 MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

 

Figura S1. Conteúdo relativo dos metabólitos comuns aos extratos obtidos a partir do 

crescimento de M. indicus UFSM 54 em meio de cultura a base de bagaço (SB), arroz+aveia 

(OR) ou arroz (RI), identificados por CG-EM após processo de derivatização por reação com 

ácido clorídrico metanólico (A) e com anidrido acético/ piridina (B). 
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Figura S2. Estruturas químicas dos compostos majoritários detectados por CG-EM e CLAE 

presentes nos extratos brutos de M indicus UFSM 54: metil-latodoratina (1), ácido palmítico 

(2), ácido elaídico (3), benzoato de benzila (5), iditol (6), ácido linoleico (7), 4-acetil-2-careno 

(8) e ácido astérrico (9). 
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Figura S3. a) Espectro de RMN de 1H do ácido astérrico em CD3COCD3, 400 MHz.; b) 

Espectro de RMN de 13C do ácido astérrico em CD3COCD3, 400 MHz. 

a) 

b) 
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Figure S4. Espectro de RMN DEPT 135 do ácido astérrico em CD3COCD3, 400 MHz. 

 

Figure S5. Espectro de RMN 2D COSY do ácido astérrico em CD3COCD3, 400 MHz. 
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Figure S6. Espectro de RMN 2D HMQC do ácido astérrico em CD3COCD3, 400 MHz. 
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Figura S7. Cromatogramas obtidos por CG-EM dos produtos de derivatização com anidrido 

acético-piridina dos extratos: a) extrato etanol bagaço; b) extrato etanol arroz+aveia e c) extrato 

etanol arroz. Legenda: (1) triacetina; (2) benzoato de benzila; (3) iditol, hexaacetato; (4) 3-O-etil-D-

glicose, pentaacetato. 
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Figura S8. Cromatogramas obtidos por CG-EM dos produtos de derivatização com metanol-

HCl dos extratos: a) extrato etanol bagaço; b) extrato etanol arroz-aveia e c) extrato etanol arroz. 

Legenda: (1) ácido cítrico, éster trimetílico; (2) metil-latodoratina; (3) ácido palmítico, éster 

metílico; (4) ácido elaídico, éster metílico; (5) ácido linoleico, éster metílico. 
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Figura S9. Cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos brutos: a) Extrato bagaço-etanol; b) 

Extrato arroz-aveia-etanol e c) Extrato arroz-etanol e d) ácido astérrico isolado. 

 

a) 
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c) 

d) 
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8 DISCUSSÃO GERAL 

 

A preocupação com a produção sustentável e a preservação do ambiente tem 

incentivado novas pesquisas sobre o isolamento, quantificação e caracterização de compostos 

bioativos de alta eficiência e baixa toxicidade (GANGADEVI et al., 2008) para uso nas mais 

diversas atividades humanas (agricultura, indústria alimentícia, farmacêutica, química, etc). 

Neste contexto, os metabólitos de fungos têm grande importância, comprovado pelo aumento 

dos estudos de bioprospecção e descoberta de substâncias bioativas inéditas (MAHAPATRA 

et a., 2013). Exemplo disto são os resultados promissores no controle de plantas daninhas com 

metabólitos obtidos do cultivo em fermentação submersa e/ou sólida (BRUN et al., 2016; 

TRIOLET et al., 2020), que podem penetrar na planta, destruir a parede celular e induzir lesões 

necróticas (KAUR et al., 2015; KUMAR et al. 2017).  

Diversas etapas são importantes em estudos de bioprospecção visando o 

desenvolvimento de bioprodutos. Muitos fungos promissores podem ser descartados 

precocemente durante os estágios de desenvolvimento de bioherbicidas por apresentarem baixa 

atividade herbicida. Isto pode estar diretamente relacionado ao cultivo do fungo em uma 

condição que não é a ideal para produção dos metabólitos com ação bioherbicida (SOUZA et 

al. 2017). A maioria dos estudos de isolamento de fungos produtores de moléculas herbicidas 

está relacionado aos gêneros Diaporthe sp. (SOUZA et al., 2017), Euphorbiicola spp. 

(VAREJÃO et al., 2013; LINGARAJU et al., 2020) e Phoma spp. (KLAIC et al., 2017; 

TODERO et al., 2018; LUFT et al., 2019). No entanto, a diversidade de fungos no ambiente é 

muito grande e diferentes espécies podem produzir distintas moléculas, o que pode resultar em 

descobertas de novos mecanismos de ação sobre as plantas (TREMACOLDI, 2006).  

Nos últimos anos, o número de estudos com o fungo Mycoleptodiscus indicus aumentou 

significativamente, indicando ser um microrganismo promissor para obtenção de metabólitos 

com atividade bioherbicida, antimicrobiana, antiparasitária e antitumoral (ANDRIOLI et al., 

2014, OLIVEIRA et al., 2019, AHMED et al., 2020, PORTELA et al., 2020). O presente 

trabalho dá sequência ao estudo iniciado em 2015 por Portela et al. (2020), que isolou nove 

fungos de lesões em folhas de Conyza sp. com a finalidade de selecionar um fungo produtor de 

metabólitos com potencial bioherbicida.  

No artigo I desta tese foi realizada a otimização da produção do bioherbicida em 

fermentação sólida e submersa. No artigo II, analisou-se a composição química e o potencial 

bioherbicida dos extratos produzidos por M. indicus UFSM 54 cultivado em três meio de cultura 

(bagaço de cana-de-açúcar, farelo de aveia + arroz e arroz). Cumpridas estas etapas muitas 
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outras podem ser realizadas buscando-se avançar no desenvolvimento de um bioherbicida. 

Neste sentido, sugere-se: testes do potencial bioherbicida de doses maiores dos extratos 

fúngicos e avaliação da eficiência bioherbicida dos extratos misturados com a aditivos e 

adjuvantes. 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Na otimização do cultivo de M. indicus UFSM 54 por fermentação sólida e submersa, 

as maiores lesões em folhas de C. sativus são causadas pelos metabólitos produzidos em 

fermentação submersa. Além disso, os metabólitos provocam danos severos na germinação, no 

crescimento inicial e nas folhas destacadas de C. sativus, Conyza sp. e S. bicolor e não 

apresentaram efeito ecotoxicológico sobre as minhocas E. andrei nas doses testadas.  

Os compostos metil-latodoratina (1), ácido palmítico (2), ácido elaídico (3), glicerol (4), 

benzoato de benzila (5), iditol (6), ácido graxo poli-insaturado ácido linoleico (7), monoterpeno 

4-acetil-2-careno (8), ácido astérrico (9) e NE1 (em processo final de elucidação estrutural) 

estão presentes nos extratos resultantes do cultivo do fungo endofítico M. indicus UFSM 54 nos 

meios de cultura a base de bagaço de cana (SB) ou de farelo de aveia+arroz (OR) ou arroz (RI);  

Os extratos produzidos durante o crescimento do fungo M. indicus UFSM 54 no meio 

de cultura SB e OR apresentam efeito bioherbicida em folhas destacadas de C. sativus, porém 

somente o extrato SB reduz a germinação das sementes. Quando pulverizados sobre as plantas 

em crescimento, os três extratos apresentam efeito bioherbicida em C. sativus. Com estes dados 

é possível estabelecer a seguinte ordem de eficiência bioherbicida dos extratos avaliados: 

SB>OR>RI. 
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