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Impacto social desta pesquisa

Esta pesquisa apresenta potencial impacto relevante nos ambitos ambiental,
agricola e socioeconbmico, ao contribuir para o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis de manejo de plantas daninhas em cenarios de limitagdo hidrica. Ao
demonstrar que Cosmos sulphureus mantém sua atividade alelopatica mesmo sob
deficiéncia hidrica, os resultados indicam que essa espécie pode ser uma alternativa
viavel para sistemas agricolas sujeitos a periodos recorrentes de seca, condigao cada

vez mais frequente em funcédo das mudancgas climaticas.

O uso de plantas com potencial alelopatico e de metabdlitos secundarios de
origem vegetal pode reduzir a dependéncia de herbicidas sintéticos convencionais,
contribuindo para praticas agricolas mais sustentaveis e ambientalmente responsaveis.
Nesse contexto, a identificacdo de compostos com atividade fitotoxica, como a molécula
sintética PDA-24, destaca o potencial das lactonas sesquiterpénicas como candidatas ao
desenvolvimento de bioherbicidas com mecanismos de agao inovadores, especialmente
diante do avango da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas atualmente

disponiveis no mercado.

Os achados desta pesquisa podem subsidiar futuras inovagdes tecnoldgicas no
setor agricola, estimulando o desenvolvimento de novos produtos para o controle de
plantas daninhas com maior eficiéncia e menor impacto ambiental. Além disso, os
resultados contribuem para o fortalecimento da base cientifica necessaria a formulagao
de estratégias integradas de manejo, alinhadas aos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel, especialmente aqueles relacionados a agricultura sustentavel, a produgao

responsavel e a adaptagao as mudancas climaticas.



Potential Impact of This Research

This research presents relevant potential impacts in the environmental, agricultural,
and socioeconomic spheres by contributing to the development of sustainable weed
management strategies under conditions of water limitation. By demonstrating that
Cosmos sulphureus maintains its allelopathic activity even under water deficit, the results
indicate that this species may represent a viable alternative for agricultural systems
subjected to recurrent drought periods, a condition that is increasingly frequent as a

consequence of climate change.

The use of plants with allelopathic potential and plant-derived secondary
metabolites may reduce reliance on conventional synthetic herbicides, thereby
contributing to more sustainable and environmentally responsible agricultural practices.
In this context, the identification of phytotoxic compounds such as the synthetic molecule
PDA-24 highlights the potential of sesquiterpene lactones as candidates for the
development of bioherbicides with innovative mechanisms of action, particularly in light of

the growing resistance of weed species to currently available herbicides.

The findings of this research may support future technological innovations in the
agricultural sector by fostering the development of new weed control products with greater
efficiency and reduced environmental impact. In addition, the results contribute to
strengthening the scientific basis necessary for the formulation of integrated weed
management strategies aligned with the Sustainable Development Goals, especially
those related to sustainable agriculture, responsible production, and adaptation to climate

change.
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EFEITO DA DEFICIENCIA HIDRICA SOBRE A ATIVIDADE ALELOPATICA DE
Cosmos sulphureus E SEU POTENCIAL BIOHERBICIDA

RESUMO - As plantas daninhas estdo entre os principais fatores que limitam a
produtividade agricola, ocasionando perdas significativas por competicdo e efeitos
alelopaticos. O uso intensivo de herbicidas sintéticos tem levado a resisténcia e impactos
ambientais, reforcando a necessidade de alternativas sustentaveis. Nesse cenario, os
aleloquimicos, especialmente lactonas sesquiterpénicas produzidas por espécies da
familia Asteraceae, destacam-se como potenciais bioherbicidas. Cosmos sulphureus é
uma dessas espécies, ja associada a sintese de moléculas bioativas. Esta tese foi
composta por dois estudos. O primeiro investigou se o estresse hidrico (40% da
capacidade de campo, por 15 dias no inicio do florescimento) poderia intensificar o
potencial alelopatico de C. sulphureus. Para isso, realizaram-se analises bioquimicas
(malondialdeido), protedmicas e bioensaios de germinacdo e crescimento com espécies
alvo (Lactuca sativa, Sorghum bicolor, Urochloa decumbens, Cucumis sativus e Panicum
maximum). Os resultados mostraram aumento de malondialdeido nas plantas
estressadas, mas sem alteracbes protedmicas relevantes. Os extratos,
independentemente da condic¢ao hidrica, inibiram a germinagéao (5-90%), o crescimento
da parte aérea (até 100%) e radicular (até 80%), sem incremento da atividade sob déficit
hidrico. O segundo estudo avaliou uma lactona sesquiterpénica sintética derivada de C.
Sulphureus (PDA-24), por meio de curvas dose-resposta, analises morfolégicas e
estatisticas multivariadas. O composto apresentou efeitos fitotoxicos expressivos e
seletivos, sugerindo um possivel mecanismo de acdo distinto dos herbicidas
comerciais.Conclui-se que C. sulphureus mantém seu potencial alelopatico mesmo em
condi¢des de déficit hidrico, evidenciando resiliéncia e aplicabilidade frente as mudancas
climaticas. A lactona sintética PDA-24 mostrou-se promissora como bioherbicida
inovador, reforcando a relevancia da espécie como fonte de moléculas bioativas e como
alternativa sustentavel para o manejo de plantas daninhas.

Palavras-chave: Alelopatia, Bidens sulphurea, bioherbicida, lactonas sesquiterpénicas,

sementes



EFFECT OF DROUGHT ON THE ALLELOPATHIC ACTIVITY OF Cosmos
sulphureus AND ITS BIOHERBICIDAL POTENTIAL

ABSTRACT - Weeds are among the main factors limiting agricultural productivity,
causing severe yield losses through competition and allelopathic effects. The intensive
use of synthetic herbicides has resulted in resistant biotypes and environmental concerns,
highlighting the need for sustainable alternatives. In this context, plant-derived
allelochemicals, particularly sesquiterpene lactones produced by members of the
Asteraceae family, stand out as promising bioherbicides. Cosmos sulphureus is one such
species, associated with the production of bioactive molecules.This thesis consisted of
two studies. The first investigated whether drought stress (40% field capacity for 15 days
at the beginning of flowering) could enhance the allelopathic potential of C. sulphureus.
Biochemical (malondialdehyde), proteomic, and bioassays on germination and growth of
target species (Lactuca sativa, Sorghum bicolor, Urochloa decumbens, Cucumis sativus,
and Panicum maximum) were performed. Results showed increased malondialdehyde in
stressed plants, but no significant proteomic changes. Extracts from both stressed and
non-stressed plants inhibited germination (5-90%), shoot growth (up to 100%), and root
growth (up to 80%), with no enhancement of allelopathic activity under water deficit. The
second study evaluated a synthetic sesquiterpene lactone derived from C. sulphureus
(PDA-24) through dose-response curves, morphological analysis, and multivariate
statistics. The compound exhibited strong and selective phytotoxic effects, suggesting a
potential mechanism of action distinct from commercial herbicides. In conclusion, C.
Sulphureus maintains its allelopathic potential even under drought stress, demonstrating
resilience and applicability under climate change scenarios. Moreover, the synthetic
lactone PDA-24 proved to be a promising innovative bioherbicide, reinforcing the
importance of this species as a source of bioactive molecules and as a sustainable

alternative for weed management.

Keywords: Allelopathy, Bidens sulphurea, bioherbicide, sesquiterpene lactones, seeds



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

INTRODUGAO

As plantas daninhas representam um dos principais fatores limitantes da
produtividade agricola, podendo ocasionar perdas de até 93% dependendo das
condigdes ambientais e das praticas de manejo (Lopes et al., 2022). Além de reduzir a
produtividade, as plantas daninhas também comprometem a qualidade e o valor de
mercado dos produtos agricolas. A interferéncia ocorre principalmente pela competicao
por luz, agua e nutrientes, bem como por interacdes alelopaticas (Lopes et al., 2022).
Atualmente, os herbicidas sintéticos constituem a principal ferramenta utilizada
mundialmente para o manejo de plantas daninhas, oferecendo eficiéncia e custos
relativamente baixos (Scavo et al., 2022; Kraehmer, 2012). No entanto, o uso frequente
e intensivo de herbicidas tem gerado a seleg¢ao de biotipos resistentes e o surgimento de
flora de plantas daninhas substitutas (Hulmer, 2023). Desde a descoberta do 2,4-D na
década de 1940, apenas um mecanismo de agado herbicida genuinamente novo foi
introduzido, apesar do vasto numero de alvos moleculares disponiveis nas plantas e das
extensas bibliotecas quimicas testadas anualmente quanto a atividade herbicida (Duke e
Dayan, 2022). Essa limitada opcdo de novos mecanismos de agao € um tanto quanto
surpreendente, considerando o vasto numero de moléculas avaliadas anualmente quanto
a atividade herbicida e a quantidade de moléculas ainda inexploradas produzidas pelas
plantas.

Diante disso, a comunidade cientifica tem aumentado o interesse em mecanismos
alelopaticos de plantas, especialmente ao considerar as similaridades estruturais entre
os compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas e a sua atividade
herbicida, como moléculas potenciais para o desenvolvimento de novos herbicidas (Duke
et al., 2000; El-Darier et al., 2014). Alguns aleloquimicos ja serviram de modelo para
herbicidas comerciais, como cinmetilina, glufosinato, sulcotriona e mesotriona, que
introduziram mecanismos de agéo inéditos e fundamentais para o manejo de plantas

daninhas resistentes (Qasem, 2013). Os aleloquimicos sao especialmente atrativos



porque, em geral, apresentam maior diversidade estrutural e compatibilidade ambiental
em comparagao com moléculas sintéticas tradicionais, com caracteristicas quimicas que
favorecem a biodegradagéo e reduzem riscos a organismos né&o alvo.

Dentre as diversas classes de aleloquimicos, as lactonas sesquiterpénicas se
destacam devido a ampla distribuicdo na familia Asteraceae e as suas multiplas
atividades bioldgicas, incluindo efeitos antimicrobianos, antitumorais, anti-inflamatérios e
fitotoxicos (Macias et al., 2007). Formadas pela condensagédo de trés unidades de
isopreno, essas moléculas apresentam caracteristicas estruturais que aumentam a
bioatividade e favorecem interagdes ecoldgicas. Diversos estudos tém ressaltado o
potencial dessas substancias como bioherbicidas, especialmente porque frequentemente
atuam em multiplos alvos moleculares, o que amplia as chances de identificagdo de
mecanismos de agao ainda inexplorados (Macias et al., 2007; Silva et al., 2017).

No entanto, um dos maiores entraves para a aplicagao pratica de aleloquimicos
como bioherbicidas é a baixa producéo e concentracdo natural dessas substancias nos
tecidos vegetais (Ming et al., 2020; Scavo; Scavo e Mauromicale, 2021), o que limita tanto
a viabilidade econdmica quanto a estabilidade de sua atividade em campo. Esse desafio
tem levado a pesquisas de duas frentes complementares: (i) compreender como fatores
ambientais, como estresses bidticos e abiodticos, modulam a biossintese de metabdlitos
secundarios, visando estratégias para aumentar o rendimento de compostos bioativos; e
(i) explorar a sintese de analogos estruturais derivados de aleloquimicos naturais,
capazes de potencializar seus efeitos fitotoxicos, garantindo maior disponibilidade e
eficacia em escalas agricolas.

Nesse cenario, Cosmos sulphureus, pertencente a familia Asteraceae, tem
despertado interesse cientifico como potencial fonte de moléculas bioativas. Originaria
do México, a espécie encontra-se naturalizada no Brasil, onde é considerada planta
daninha devido a sua capacidade de reproducao espontanea e adaptacdo a ambientes
adversos (Vargas et al., 2013). Agricultores da regiao de Franca, no Brasil, observaram
ha alguns anos que essa espécie suprimiu infestagées de Panicum maximum em cafezais
sem causar danos a cultura (Silva et al., 2017). Estudos realizados pelo Laboratério de

Plantas Daninhas (LAPDA-UNESP) identificaram trés lactonas sesquiterpénicas em C.



sulphureus, costunolida, reynosina e santamarina, com comprovada atividade herbicida
contra Amaranthus viridis e Panicum maximum (Silva et al., 2017). Ainda assim, a baixa
concentragcdo dessas moléculas limita sua utilizagéo direta.

Como estratégia para superar essa limitagdo, estudos utilizando estresses vém
sendo empregados, uma vez que condigdes adversas como déficit hidrico podem induzir
a produgao e o acumulo de metabdlitos secundarios nas plantas, especialmente de
lactonas sesquiterpenicas (Motalebnejad et al., 2018; Xuan et al., 2016; Oueslati et al.,
2005; Susilo et al., 2021). Paralelamente, derivados sintéticos tém sido desenvolvidos a
partir de compostos naturais, buscando potencializar os efeitos fitotoxicos e assegurar
maior estabilidade e rendimento. Antes que um sintético, € imprescindivel compreender
seu mecanismo de agao aleloquimico possa ser considerado para uso como bioherbicida
ou herbicida e estabelecer curvas dose-resposta (Kostina-Bednarz et al., 2023).

O estudo da dose é fundamental porque a eficacia, a seletividade e até o préprio
modo de acado podem variar de acordo com a concentracao aplicada (Belz et al., 2007).
Em doses elevadas, um mesmo composto pode interagir com multiplos alvos moleculares
e induzir respostas nao representativas das condigdes de campo, enquanto em
concentracdes realistas geralmente apenas um alvo especifico é afetado (Belz et al.,
2007). Esse aspecto reforca o principio de que “a dose faz o veneno” e evidencia a
ocorréncia da hormese, em que baixas doses podem ser inofensivas ou até benéficas,
ao passo que altas doses tornam-se toxicas. Portanto, a caracterizagcédo rigorosa das
respostas dose-dependentes é indispensavel ndo apenas para a correta elucidacado dos
mecanismos de acdo, mas também para o desenvolvimento seguro, eficaz e sustentavel
de novos herbicidas a base de aleloquimicos.

Dessa forma, esta tese propde uma investigacao integrada: (i) avaliar o efeito do
estresse hidrico sobre o potencial alelopatico de C. sulphureus; e (i) estudar
preliminarmente uma lactona sesquiterpénica sintética derivada do C. sulphureus,
denominada nesse estudo de PDA-24, por meio de curvas dose-resposta, com vistas a
elucidagao de seu mecanismo de agao e ao seu potencial como bioherbicida inovador.
Em conjunto, essas abordagens buscam ampliar o conhecimento sobre os mecanismos

de producao e agao de lactonas sesquiterpénicas, contribuindo para o desenvolvimento



de bioherbicidas sustentaveis e eficazes, capazes de enfrentar a resisténcia a herbicidas

e os desafios impostos pelas mudancas climaticas.
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CONCLUSIONS

Thus, the assessment of germination root and aerial part growth, along with the
morphological analysis of seedlings, provides a more comprehensive view of the phytotoxic
effects of custonolide, in low doses, like 50 and 100 pM, demonstrating how these effects
impair both the initial development of the roots and the formation and growth of the aerial
part. Therefore, the morphological observations and data on root and aerial part growth
complement each other, as they indicate that impairment of the root system prevents proper
development of the aerial parts, negatively affecting the germination process and the initial
growth of the seedlings. These interactions reinforce the understanding of how custonolide
affects the physiology of the seedlings and systemically limits their development.

Taken together, our findings suggest that custonolide exerts its phytotoxic effects through
multiple mechanisms and may involve novel herbicide mechanisms of action, likely
including inhibition of photosynthesis, disruption of chloroplast and mitochondrial function,
and interference with key enzymatic processes, at low doses such as 50 and 100 pM. These
results reinforce the potential of sesquiterpene lactones as bioherbicides with multiple
targets in plants. However, further studies are needed to elucidate the specific mechanism
of custonolide and its potential applications for weed management.
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