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(57) Resumo: COMPOSICAO NEMATOTOXICA DE EFEITO
SINERGICO, USO DE COMPOSIGAO NEMATOTOXICA DE EFEITO
SINERGICO A presente invengdo se refere genericamente a
composigdes utilizadas para controle de pragas agricolas e, em uma
modalidade particular, a composi¢gdes utilizaveis no combate a
nematoides. A invengdo apresenta uma alternativa viavel ao uso dos
compostos nematotdxicos danosos ao meio ambiente e que podem
prejudicar a saude humana. Esta alternativa é concretizada através de
uma composigdo nematotdxica para o controle de nematoides e que
pode ser utilizada em plantas, parte de plantas, solo e utensilios. A
respectiva tecnologia advém de resultados inesperados obtidos a partir
de experimentos realizados com extratos da planta Canavalia
ensiformis resultando em uma composigdo sintética nematotéxica
inédita compreendendo urna combinagdo especifica de substancias
naturalmente encontradas no extrato e que atuam sinergicamente.
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Relatério Descritivo de Patente de Invengio: “COMPOSICAO NEMATOTOXICA DE
EFEITO SINERGICO, USO DE COMPOSICAO NEMATOTOXICA DE EFEITO
SINERGICO”.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se enquadra no contexto da quimica verde e se refere
genericamente a composigdes utilizadas para controle de pragas agricolas e, em uma

modalidade particular, a composigdes utilizaveis no combate a nematoides.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

Dentro do conceito de sustentabilidade, a quimica ambiental e/ou quimica verde
tem avancado no sentido de introduzir processos e produtos para a substituicdo de
tecnologias poluidoras. A utilizagdo de matérias-primas de origem vegetal e/ou substancias
idénticas aquelas encontradas na natureza e¢ a sua incorpora¢do em processos/produtos
ecologicamente corretos tem se mostrado uma tendéncia mundial principalmente em paises
que apresentam grande disponibilidadc de biomassa.

No Brasil, os nematoides das galhas figuram entre as pragas mais prejucidiais em
areas de agricultura intensiva para importantes culturas, como café, cana-de-agucar, soja,
feijdo, fumo, frutiferas e olericolas. Os danos causados por esses fitopatégenos incluem a
formacdo das galhas que ocasionam o desequilibrio na absor¢do de 4dgua e nutrientes do
solo, tornando as plantas muito mais sensiveis a qualquer modificagdo ambiental ou ao
ataque de pragas e patdgenos. Nematoides do género Meloidogyne spp. sdo endoparasitas
sedentarios obrigatdérios de varias plantas. Os hospedeiros compreendem mais de 3.000
espécies vegetais. As perdas anuais relacionadas a ag¢éo desses organismos se aproximam
de US$ 150 bilhdes de dolares, das quais 95% estdo associadas aos ncmatoides
Meloigogyne incognila, M. javanica, M. arenaria ¢ M. hapla (Abad, et al., 2008; Bakhetia
et al., 2005). Nesse contexto, o M .incognita destaca-se como a espécic mais expressiva
quanto as perdas econdmicas (Huang et al., 2006).

As estratégias utilizadas para o controle desse fitoparasita consistem: na rotagdo de
culturas, no uso de variedades resistentes, no manejo integrado de pragas e, principalmente
na aplicagdo de defensivos agricolas sintéticos (Chitwood, 2002). O uso de plantas

antagonistas em esquemas de rotagdo de culturas é uma alternativa, porém com redugdo na
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produtividade e nos lucros do agricultor (Dufour et al., 2003; Ferraz & Freitas, 2000). A
utilizacio de variedades resistentes é uma maneira recomendavel para controlar pragas e
doengas, mas o numero de cultivares resistentes ¢ limitado bem como a diversidade
genética rclacionada a esta resisténeia (Dufour et al., 2003; Ferraz & Freitas, 2000). O
manejo integrado de pragas ¢ uma estratégia almejada, porém necessita de planejamento
rigoroso, de gestdio intensiva da cultura, de maior dispéndio de tempo e pode ter custos
superiores ao uso de defensivos agricolas (Gentz, 2010). A estratégia de controle mais
utilizada estd centrada no uso massivo de nematicidas sintéticos os quais resultam no
comprometimento do ambiente natural e da saide publica (Abad, et al., 2008). Nesse
ambito, o emprego de compostos vegetais nematotoxicos naturais (Newman et al., 2003)
constitui-se em uma cstratégia para o controle desse fitonematoide.

Avangos significativos na area de metabolémica de plantas, e a integracdo desta
com a gendmica, a transcriptomica, a protedmica € a bioinformadtica, tém oferecido novas
possibilidades para explorar e¢ entender complexas interagdes em sistemas biologicos
(Weckwerth, 2009; Shulaev, 2008; Weckwerth, 2008; Huang, et al., 2008; Roessner ef al.,
2006; Roessner et al., 2001). Estudos sobre a agéo de extratos obtidos a partir de sementes
de plantas antagonistas demonstraram efeitos nematicida e nematostatico bastante efetivos.
Esses efeitos tém sido relacionados a presenga de metabdlitos secundérios, tais como
alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides e glicosideos (Chitwood, 2002; Ferraz & Freitas,
2000).

Assim, é de extrema relevidncia a busca por substidncias quimicas naturais
inovadoras que possuam ampla diversidade estrutural e biologica (Newman et al., 2003;
Kirkpatrick, 2002), visando a obtengfo de novos produtos nematotoxicos eficazes e
ambientalmente seguros. Neste caso, as plantas s@o fontes de mais de 100.000 produtos
naturais de pcquena massa molecular, conhecidos como compostos vegetais ou metabolitos
(Clardy, 2004; Dixon, 2001). Nos vegetais, estes compostos podem estar associados a
diferenciagdo celular, a regulagio do crescimento, a mediagdo das interagdes entre plantas
¢ outros organismos e, principalmente a prote¢éo da planta (Dobson, 2004).

Dentro deste contexto, a presente invengdo apresenta uma alternativa viavel ao uso
dos compostos nematotdxicos danosos ao meio ambiente e que podem prejudicar a saude
humana. Esta alternativa é concretizada através de uma composi¢do nematotoxica para o

controle de nematoides e que pode ser utilizada em plantas, parte de plantas e no solo. A
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respectiva tecnologia advém de resultados inesperados obtidos a partir de experimentos
realizados com extratos da planta Canavalia ensiformis resultando em uma composi¢do
nematotoxica inédita compreendendo uma combinagdo especifica de substincias

naturalmente encontradas no extrato.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengfo apresenta uma composi¢do compreendendo uma combinagdo
cspecifica de substancias encontradas naturalmente ¢ que atuam sinergicamentc no
controle de nematoides em plantas.

A composic¢io sintética nematotoxica sinérgica da presente invengdo compreende,
como compostos ativos:

e 4cido palmitico,
e 4cido trans-aconitico e¢/ou glicose e, opcionalmente,
e S-carboximetilcisteina.

Entre as formas de apresentagdo da presente composi¢do sdo incluidas solugGes,
emulsdes, poOs umectaveis, suspensodes, pos, poeiras, pastas, pos soluveis, granulos,
concentrados de suspensdo-emulsfo, materiais naturais ¢ sintéticos impregnados com
compostos ativos encapsula¢des. Adicionalmente, a composigéo da invengédo pode, ainda,
compreender ingredientes de formulagdo incluindo, entre os mesmos, veiculos
liquidos/solventes liquidos e¢/ou veiculos solidos e/ou surfactantes/espalhantes e/ou agentes
de pegajosidade/adesivos e/ou corantes.

Uma segunda concretizagdo da respectiva invengéo se refere ao uso da composigéo

nematotoxica sinérgica para o controle de nematoides em plantas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 - Efeito dos extratos crus aquosos de sementes de¢ plantas antagonistas
sobre (J2) de M. incognita. As barras representam a percentagem de ncmatoides vivos apos
48 horas de exposi¢do. Concentragdo de 1mg de cada extrato para um volume final de
0,3ml. ¢ 100 juvenis de segundo estadio foi utilizada no bioensaio conduzido em triplicata
tendo agua destilada como controle negativo.

Figura 2 - Efeito de 0,5mg (0,5mg/0,3mL vol. final) dos dialisados externo (DECe)

¢ interno (DICe) sobre J, de M. incognita. As barras representam a percentagem de
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nematoides mortos. Controles foram realizados com agua destilada (dH»O), albumina
sérica bovina (BSA) e extrato cru aquoso de C. emsiformis (ECACe). Ensaio de
recuperagio realizado para certificagdo do efeito nematicida.

Figura 3- Efeito do DE de C. ensiformis pré-aquccido (50°C) contra J, de M.
incognita demonstrando a estabilidade térmica da fragdo analisada. O bioensaio foi
realizado em triplicata e as barras representam o percentual de nematoides mortos. Agua
destilada foi usada como controle negativo. Ensaio de recuperagdo realizado para
certificagfio do efeito nematicida.

Figura 4 - Efeito de 500pg (500 ng/0,3mL) do DE de C. ensiformis sobre
nematoides saprofiticos de vida livre (VL) e J, de M. incognita. As barras representam o
percentual de nematoides mortos. Os controles do bioensaio possuem nematoides (VL) e J;
de M. incognita imersos separadamente em 4gua destilada.

Figura S — Teste de atividade hemolitica utilizando sangue bovino (A) ou hemadcias
purificadas (B) incubados com distintas concentragdes de dialisado externo de C.
ensiformis solubilizados em PBS. As medidas de atividade hemolitica foram monitoradas
espectrofotometricamente usando comprimentos de onda de 567 mm. Agua destilada
(100% hemolise) e PBS foram utilizados como controles positivo e negativo.

Figura 6 - Efeito do dialisado externo (DE) de C. ensiformis sobre J, de M.
incognita em casa de vegetaglo simulando condig¢des de campo. As barras simbolizam o
ntimero de massas de ovos encontradas nas raizes de tomateiro apés os tratamentos. O
experimento foi conduzido em quintuplicata com 4gua destilada ¢ o nematicida comercial
sendo utilizados como controles negativo e positivo respectivamente.

Figura 7 - Microscopia Optica: (A) J» antes da adigdo do DE- 200x. (B) Regido
intestinal de J, antes da adigdo do DE - 400x. (C) J, 24 horas ap6s adi¢do do DE - 200x.
(D) Regido intestinal de J, apos a adigido do DE - 400x.

Figura 8 - (A) - Cromatograma do dialisado externo (DE) de C. ensiformis (A =216
nm) exibindo um perfil com 22 picos. (B) - Bioensaio mostrando as fra¢dcs ativas contra
J2 de M. incognita (1, 3, 6, 17 ¢ 18) apds 48 horas de exposi¢do. (C) - Ensaio de
recuperacio certificando o efeito nematicida das fragdes 1, 3 e 18 ¢ nematostatico das
fragées 6 ¢ 17.

Figure 9 - (A) - Bioensaio mostrando o efeito dos compostos comerciais sobre

juvenis de segundo estadio de M. incognita apo6s 48 horas de exposigdo. 1- Controle dH,O,
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2- DECe, 3- Glicose 10%, 4- Glicose 20%, 5- D-Pinitol (80ug), 6- D-Pinitol (150ug), 7-L-
canavanina (80ug), 8-L-canavanina (150pg), 9- Acido palmitico (80ug), 10- Acido
palmitico (150pg), 11- Acido citrico (80ug), 12- Acido citrico (150pg), 13- Acido mélico
(80png), 14-Acido malico (150pg), 15- Acido cis-aconitico (80pg), 16- Acido cis-aconitico
(150pg), 17- Acido frans-aconitico (80ung), 18- Acido trans-aconitico (150ug), 19-
50mM Tris/HCI1 pH 8, 20- 50mM Acido acético pH 5, 21- L-fenilalanina (80pg), 22- L-
fenilalanina (150pg), 23 L-metionina (80pg), 24- L-metionina (150ug), 25- L-triptofano
(80pg), 26- L-triptofano (150pg), 27- S-carboximetilcisteina (80pg), 28- S-
carboximetilcisteina (150ug), 29- Zantotoxina (80ug), 30- Zantotoxina (150ug) e 31-
Glicose 20% + L-canavanina (150pg). B - Avalia¢do do efeito dos diferentes compostos
comerciais apés o ensaio de recuperaggo utilizando dgua destilada.

Figura 10 — (A) - Bioensaio mostrando o efeito dos compostos comerciais e suas
composi¢des sobre juvenis de segundo estadio de M.incognita (J2) ap6s 48horas de
exposi¢do. C+ controle positivo (extrato); C- controle negativo (agua); 2: acido palmitico;
3:S-carboximetilcisteina; 4: 4cido trans-aconitico; 5: glicose. Concentra¢des das
composi¢des: 2+3, 2+4, 2+5, 3+4, 3+5 = 0,25 g/L (cada composto ativo da composi¢éo);
243+4, 2-+3+5, 2+4+5 = 0,17 g/L cada composto ativo da composicdo; 2+3+4+5 = 0,125
g/L. cada composto ativo da composigdo. (B) - Avaliagio do efeito dos diferentes
compostos comerciais e suas composi¢des apds o ensaio de recuperagdo utilizando agua
destilada. C+ controle positivo (extrato); 2: acido palmitico; 3:S-carboximetilcisteina; 4:
acido trans-aconitico; 5: glicose. Concentragdes das composi¢des: 243, 2+4, 2+5, 3+4, 3+5
= 0,25 g/L (cada composto ativo da composi¢do); 2+3+4, 2+3+5, 2+4+5 = 0,17 g/L cada

composto ativo da composi¢do; 2+3+4+5 = 0,125 g/L cada composto ativo da composigao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo ¢é resultante de trabalhos de pesquisa realizados no intuito de
detectar possiveis compostos nematotoxicos naturais presentes em extratos de plantas. Tais
compostos constituem uma alternativa na substituic@o a agentes sintéticos nematotoxicos
que provocam danos a natureza ¢ ao homem. A composi¢do nematotéxica descrita na
invengiio foi gerada a partir de resultados ndo esperados obtidos quando da realizaggo de
bioensaios de nematotoxicidade utilizando como compostos ativos algumas substancias

detectadas no extrato de plantas. Os resultados destes bioensaios comprovaram a existéncia
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de um efeito nematotoéxico sinérgico inesperado a partir de combina¢des entre estes
compostos ativos.

Neste contexto, a presente invengdo descreve uma composi¢do nematotoxica de
cfeito sinérgico compreendendo como compostos ativos:

e 4cido palmitico,
e 4cido trans-aconitico e/ou glicose e, opcionalmente,
e S-carboximetilcisteina.

A composi¢cio nematotoxica descrita nesta invengdo pode, alternativamente,
compreender ingredientes de formulagdo. A referida composigdo com ou sem a presenga de
ingredientes de formulagdo pode se apresentar na forma de solugdes, emulsdes, pos
umectaveis, suspensdes, pos, poeiras, pastas, pos soliveis, granulos, concentrados de
suspensdo-emulsdo, materiais naturais e sintéticos impregnados com os compostos ativos e
encapsulag¢des.

Entre os compostos que podem ser utilizados como ingredientes de formulagdo sdo
incluidos, entre outros, veiculos liquidos/solventes liquidos e/ou veiculos sélidos e/ou
surfactantes/espalhantes e/ou agentes de pegajosidade/adesivos e/ou corantes. Se o
ingrediente de formulagdo utilizado for agua, também ¢& possivel empregar solventes
auxiliares como, por exemplo, solventes organicos.

Entre os veiculos liquidos / solventes liquidos adequados para uso na presente
inven¢do podem-se citar, entre outros, solventes aromaticos, solventes aromaticos clorados
ou hidrocarbonctos alifaticos clorados, hidrocarbonetos alifaticos, fragdes de petrdleo,
oleos minerais, 6leos vegetais, alcoois e seus éteres ¢ ésteres, cetonas, solventes fortemente
polares e agua.

Preferencialmente, os solventes aromaticos utilizados na invencéo sdo selecionados
dentre xileno, tolueno ou alquilnaftalenos. No caso da utilizacdo de solventes aromaticos
clorados ou hidrocarbonctos alifaticos clorados na composi¢do da presente invengdo, estes
sdo preferencialmente selecionados dentre clorobenzeno, cloroetileno ou diclorometano.
Ilidrocarbonetos alifaticos sfo preferencialmente sclecionados dentre ciclohexano ou
parafinas. No caso alternativo dc utilizacdo dc¢ alcoois estes sdo  selecionados
preferencialmente dentre etanol, propanol, butanol ou glicol. Para o caso da utilizagdo de

cetonas estas sdo preferencialmente selecionadas dentre propanona, metil etil cetona, metil
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isobutil cetona ou ciclohexanona. Solventes fortemente polares sdo preferencialmente
selecionados dentre dimetilformamida e sulféxido de dimetila.

Entre os veiculos solidos adequados para uso na presente invengdo podem-se citar,
entre outros, sais de amonio, ureia, calcareos, fosfatos, potassio, fertilizantes NPK,
minerais naturais moidos, minerais sintéticos moidos ¢ matéria orgénica.

Preferencialmente, quando utilizados como veiculos sélidos, os minerais naturais
moidos sdo selecionados dentre caulins, argilas, talco, giz, quartzo, atapulgita,
montmorilonita e terra diatomacea. Quando da utilizagdo de minerais sintéticos moidos,
estes sfio preferencialmente selecionados dentre silica, alumina e silicatos. Veiculos so6lidos
adequados sdo utilizados quando a composigdo nematotdoxica da presente invengdo ¢
apresentada na forma de granulos. Estes veiculos sélidos adequados s@o selecionados,
preferencialmente, dentre rochas naturais trituradas, granulos sintéticos e granulos de
material orgénico.

Alternativamente, surfactantes/espalhantes podem ser empregados como
ingredientes de formulagdo para a composi¢do da presente invengdo. Os respectivos
surfactantes/espalhantes sdo selecionados dentre emulsificantes e/ou dispersantes e/ou
formadores de espuma. Diferentes emulsificantes/formadores de espuma podem ser
utilizados na composi¢do nematotdxica da presente invencgdo incluindo emulsificantes
catidnicos, ndo idnicos e emulsificantes anidnicos. Quando da utilizagdo de emulsificantes
néo idnicos e anidnicos, estes sdo preferencialmente selecionados dentre ésteres graxos de
polioxietileno, éteres graxos de polioxietileno, alquil sulfonatos, alquil sulfatos, aril
sulfonatos, e hidrolisados de proteina. No caso da utilizagdo de dispersantes como
surfactantes na presente invengdo, estes sdo selecionados preferencialmente dentre
metilcelulose ¢ refugo de lignina sulfito.

Outros ingredientes de formulagio também podem, alternativamente, ser
empregados na composigdo da presente invengdo. Esscs ingredientes incluecm, entre outros,
agentes de pegajosidade/adesivos como, por excemplo, carboximetilcelulose e polimeros
naturais ¢ sintéticos na forma de pds, granulos ou latex, como goma aradbica, alcool
polivinilico e acetato de polivinila. Outros ingredientes também passiveis de serem
empregados como ingredientes de formulagdo sdo Oleos minerais e vegetais, fosfolipidios

naturais, como cefalinas e lecitinas, e fosfolipidios sintéticos.
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Alternativamente, a composi¢do nematotoxica da presente invengdo pode também
conter como ingrediente de formulag#o, corantes tais como pigmentos inorgénicos, como,
por exemplo, 6xido de ferro, 6xido de titdnio e azul da prussia e¢ corantes orgédnicos como,
por exemplo, corantes de alizarina, corantes azo e corantes de ftalocianina metalica.
Nutrientes residuais como, por exemplo, sais de ferro, manganés, boro, cobre, cobalto,
molibdénio e zinco também podem, alternativamente, ser utilizados como ingredientes de
formulagdo na composigdo da presente invengéo.

Em uma concretizagdo alternativa da presente invengdo a composi¢do nematotoxica
de efeito sinérgico pode, ainda, compreender outros compostos ativos. Estes outros
compostos ativos quando utilizados, séo selecionados dentre inseticidas, atratores, agentes
esterilizadores, bactericidas, acaricidas, nematicidas, fungicidas, substancias reguladoras
do crescimento, herbicidas e compostos protetores de herbicidas (safeners).

A composi¢cdo nematotdéxica pode ainda compreender como ingredientes de
formulagio, componentes fertilizantes e/ou corretivos de solo e/ou condicionadores de
solo. Composi¢des assim estruturadas podem ser aplicadas em operagdes de fertilizagdo,
corre¢édo e/ou condicionamento de solo.

Em outra concretizagdo alternativa da presente invengdo, a composi¢do
nematotoxica sinérgica ¢ uma composi¢do aquosa compreendendo os compostos ativos.
Em uma composi¢do particular preferencial da presente invengdo, a composigdo
nematotdxica ¢ uma composi¢do aquosa contendo acido palmitico ¢ acido trans-aconitico
nas concentra¢des de 0,25 g/L cada. Em uma segunda composigdo particular preferencial
da presente inveng¢do, a composi¢do nematotoxica ¢ uma composi¢do aquosa contendo
acido palmitico e glicose nas concentragdes de 0,25 g/L cada. Em uma terceira composi¢éo
particular preferencial da presente invengdo, a composigdo nematotdéxica ¢ uma
composi¢do aquosa contendo acido palmitico, 4cido trans-aconitico e glicose nas
concentra¢des de 0,17 g/L cada. Em uma quarta composi¢do particular preferencial da
presente inven¢do, a composi¢do nematotéxica ¢ uma composigdo aquosa contendo acido
palmitico, acido trans-aconitico ¢ S-carboximetilcistcina nas concentra¢des de 0,17 g/L
cada. Em uma quinta composi¢do particular preferencial da presente invengdo, a
composi¢cdo nematotoxica é uma composigdo aquosa contendo acido palmitico, glicose e
S-carboximetilcisteina nas concentra¢des de 0,17 g/l. cada. Em uma sexta concretizagio

preferencial da presente invengdo, a composi¢do nematotdxica ¢ uma composi¢do aquosa
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contendo &acido palmitico, glicose, S-carboximetilcisteina e 4cido trans-aconitico nas
concentragdes de 0,125 g/L cada.

Também objeto da presente invencdo € o uso, da composi¢do nematotoxica de
cfeito sinérgico descrita anteriormente, para o controle de nematoides. Em uma
concretizagdo preferencial, o uso da composi¢do da invengdo é para o controle de
nematoides em plantas e/ou partes de plantas. Em outra concretizagdo preferencial, o uso
da composi¢do da invengdo ¢ para o controle de nematoides em solos. Particularmente, o
referido uso ocorre através da aplicagdo nas plantas e/ou partes da planta e/ou no solo e/ou
utensilios.

A aplicago da composigdo nematotoxica sinérgica da presente invengdo na planta,
e/ou partes da planta e/ou no solo pode ser realizada diretamente ou deixando-se os
compostos agirem sobre suas vizinhangas, ambiente ou espago de armazenamento pelos
métodos de tratamento comuns como, por exemplo, por imersdo, pulverizagdo,
evaporacdo, fumiga¢@o, névoa, espalhamento, irrigagdo, aplicagéo no solo etc.

Em uma concretizaciio especial da presente invengdo o0 uso da composigio
nematotoxica de efeito sinérgico descrita neste documento € para o controle de
Meloigogyne incognita.

Experimentos realizados e resultados obtidos:

Inicialmente, extratos aquosos obtidos a partir de sementes de plantas antagonistas
foram testados em bioensaios visando a detecgdo de compostos efetivos contra juvenis de
segundo estadio (J,) de M. incognita.

Dentre os exiratos testados, Canavalia ensiformis, de nome comum feijio-de-porco,
planta da familia Leguminosae, originaria da América Central, exibiu a mais alta atividade
nematicida (85%) (Fig. 1). O fracionamento dess¢ matecrial por didlise resultou na
separagdo de moléculas menores que 3,5 kDa (dialisado externo - DE) e maiores que 3,5
kDa (dialisado interno - DI). Nesse caso, o DE apresentou os resultados mais promissores
comparados com o DI, tais como: a) maior atividade nematotéxica (Fig. 2); b) estabilidade
térmica (Fig. 3); ¢) alta especificidade contra J, de M. incognita (Tabela 1), d) auséncia de
atividade contra os fungos (fitopatogénicos Colletotrichum glocosporioides acesso 1915,
Fusarium solani acesso 1624, Macrophomina phascolina acesso 1496 e Phytophthora

tubacum), bactéria (Bacillus subtilis) e larva de inseto (Anthonomus grandis e Spodoptera

frugiperda) (Tabela 1); e) inexisténcia de atividade contra necmatoide de vida livre (Fig. 4);
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auséncia de efeito citotoxico adverso em hemacias de mamiferos (Fig. 5) e g) reduc¢fo
acima de 80% das massas de ovos de M. incognita em bioensaios conduzidos em casa de
vegetagdo usando plantas de tomate (Fig. 6). Adicionalmente, a visualizagdo por
microscopia Optica do efeito causado pelo (s) composto (s) presente (s) no DE de
C.ensiformis sobre J, de M. incognita revelou a ruptura da anatomina normal (Fig. 7 - A,
B, C ¢ D) com a formagéo de varios vactolos ao longo do corpo retesado do nematoide. As

alteragGes sugerem a desestruturacdo de tecidos do intestino do fitoparasita.

Tabela 1 - Resultados obtidos nos ensaios de especificidade conduzidos in vitro
utilizando concentragles diferentes de DE de C. ensiformis contra fungo, bactéria,
larvas de inseto e nematoide. Os bioensaios foram realizados em triplicata. A =

Fungo, B = Bactéria, C = Larvas de inseto e D = Nematoide.

Patogeno pg de DE de C. ensiformis Atividade
/Bioensaio

AColletotricinun glocosporioides 250,500, 1000 Indcuo - Completa ausencia de haloe
AFusarivm solani 250,500, 1000 Inécuo - Completa ausencia de halo
AMacrophowmina phaseoline 250,500, 1000 Indcuo - Completa ausencia de halo
BBacillus subtilis 250, 500, 1000 Indécuo - Completa ausencia de halo
CAnthonomus grandis (Larva) 1000 Inocuo - Desenvolvimento normal
CSpodopterafrugiperda (Iarva) 1000 Inéocuo - Desenvolvimento normal
2Nematoide Saprofitico 500 Indcuo
PMeloidogineincognita S00 Nematicida

A purificagdo do DE via HPLC utilizando colunas de fase reversa C18 permitiu a
separagido dec trés fracdes nematicidas e duas nematostaticas. Todas as etapas foram
monitoradas por bioensaios para a avaliagdo da atividade nematotoxica (Fig. 8 A, B e C).
As fragBes ativas foram analisadas por Metabolite profiling utilizando-se as técnicas de
cromatografia gasosa acoplada a cspectrometria de massa (GC-MS), cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) e ressonincia magnética nuclear ('"H RMN).
Os dados gerados por essas tecnologias somados a uma vasta pesquisa na literatura

permitiram a identificagfio de nove compostos com agio nematotoxica.
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Neste contexto, compostos produzidos comercialmente com fun¢des bioldgicas
identificadas apos pesquisa na literatura e presentes nas fragSes nematotoxicas de C.
ensiformis foram testados em bioensaio contra juvenis de M. incégnita (Fig. 9A) Solucao
de glicose contendo 10% (P/V) foi capaz de paralisar a maioria dos nematoides apds um
periodo de exposigdo de 48 horas (Fig. 9A). Depois do ensaio de recuperacio, 87% dos J2
restabeleceram a mobilidade confirmando a atividade nematostatica para a concentragdo de
glicose aplicada (Fig. 9B). No entanto, solugdes de glicose contendo de 20% (P/V)
exibiram um efeito nematicida matando mais de 90 % dos J2 apos 48 horas de exposi¢do
(Fig. 9B). O carboidrato vegetal D-pinitol ndo exibiu nenhum efeito toxico apos 48 horas
de exposi¢do contra J2 de M. incognita usando concentragdes de 80ug/300ul e
150pg/300uL respectivamente (Fig. 9A). Similarmente, o amino acido ndo proteico L-
canavanina também nfo apresentou nenhuma atividade nematotoxica para concentragéo de
80ug/300uL apdés 48 horas de exposi¢cdo (Fig. 9A). Contudo, quando aumentada a
concentragdo para 150ug/300uL, 25% dos juvenis permaneceram paralisados apos o
ensaio de recuperacdo confirmando uma discreta atividade nematicida (Fig. 9B). Dentre os
acidos orgénicos malico, citrico, cis-aconitico, trans-aconitico e palmitico somente os dois
ultimos foram capazes de paralisar 90 e 98% dos J2 de M. incognita para concentracdo de
80ug/300ul apdés 48 horas de exposicdo (Fig. 9A). Os demais acidos orgénicos
paralisaram um percentual muito baixo de J2 para essa mesma concentragdo e tempo de
exposi¢do (Fig. 9A). Para concentracdo de 150pg/300ul o acido trams-aconitico
apresentou atividade nematicida de 98% enquanto os acidos malico, citrico e cis-aconitico
exibiram um efeito nematicida de apenas 18, 25 e 40% apos o ensaio de recuperagédo (Fig.
9B). Por outro lado, o acido palmitico demonstrou um efeito nematostatico para ambas as
concentragdes avaliadas com 90% dos J2 recuperando a mobilidade apds o teste de
reccuperagdo (Iig. 9B). Estes resultados mostram claramente um efeito dosc dependente
dos acidos organicos testados. Os amino acidos L-fcnilalanina e L-triptofano ndo foram
capazes de afctar os J2 utilizando as concentragdes de 80pg/300uL ¢ 150ug/300ul
respectivamente (Fig. 9A). Inversamente, o composto S-carboximetilcisteina paralisou ao
redor de 90% dos juvenis apos 48 horas de exposicio para ambas as concentragdes
80ug/300ul. e 150ug/300ul. (Figura 9A). Ensaio de recuperagio confirmou o efeito
nematostatico com a maioria dos J2 recobrando a movimentagdo (Fig. 9B). Xantotoxina

paralisou 87% dos J2 apds 48 horas de exposi¢édo tanto para a concentragdo de 80ug/300uL
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quanto para a de 150ug/300uL (Fig. 9A). Os J2 submetidos ao ensaio de recuperagio
utilizando ambas as concentragdes ndo recuperaram a mobilidade confirmando o efeito
nematicida (Fig. 9B).

Visando obter uma composi¢do nematotdxica a partir dos compostos com atividade
nematotoxica detectados nos experimentos anteriores, os compostos glicose (5), acido
trans-aconitico (4), S-carboximetilcisteina (3) e acido palmitico (2) foram testados através
da realizagdo de experimentos in vitro em diferentes combinagdes. Apesar da xantotoxina
demonstrar agdo nematicida, a mesma néo foi selecionada para os referidos testes devido
ao elevado custo e a dificuldade da sua sintese quimica.

As composi¢des contendo combinagdes de compostos ativos foram testadas através
da realizagfio de bioensaios in vifro contra juvenis de M. incognita. Os compostos ativos
utilizados nos experimentos realizados foram obtidos comercialmente.

As composi¢des testadas foram:

a) glicose + S-carboximetilcisteina (0,25 g/L de cada composto)

b) glicose + acido palmitico (0,25 g/I. de cada composto)

¢) S-carboximetilcisteina + acido palmitico (0,25 g/L. de cada composto)

d) S-carboximetilcisteina + acido trans-aconitico (0,25 g/L. de cada composto)

e) acido palmitico + acido trans-aconitico (0,25 g/L. de cada composto)

f) glicose + S-carboximetilcisteina + acido palmitico (0,17 g/L. de cada composto)

g) glicose + acido palmitico + acido trans-aconitico (0,17 g/L. de cada composto)

h) S-carboximetilcisteina + acido trans-aconitico + acido palmitico (0,17 g/L de

cada composto)

i) glicose + S-carboximetilcisteina + 4cido trans-aconitico + acido palmitico

(0,125 g/L. de cada composto)

Os resultados obtidos através dos testes realizados com as composi¢des de a) até 1)
sdo mostrados nas Figuras 10 (A) ¢ (B) e comentados a seguir. Como pode ser observado
através da Figura 10A, as composi¢des b), e), ), g), h) ¢ i) apresentaram, inesperadamente,
efcito nematotoxico sinérgico no que se refere a paralisacdo dos nematoides quando
comparada com a soma dos resultados obtidos individualmente por cada composto ativo.

As referidas comparagdes sdo mostradas nas Tabelas 2 a 7 a seguir:

Tabela 2 — Efeito nematotoxico sinérgico obtido apos testes com a composi¢do b
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Composto ativo ou Concentragdo (g/L) % nematoides paralisados

composi¢io

Glicose 0,25 0,71
Acido palmitico 0,25 33,86
Composicdo glicose + 4cido 0,25 (de cada composto) 76,27
palmitico

A analise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo e mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotoxico sinérgico obtido pela composi¢do b) correspondeu a

um efeito nematostatico.

Tabela 3 — Efeito nematotdxico sinérgico obtido apds testes com a composigdo ¢

Composto ativo ou Concentragéo (g/L) % nematoides paralisados
composicio

Acido trans-aconitico 0.25 27,08

Acido palmitico 0,25 33,86
Composigdo glicose + acido 0,25 (de cada composto) 99,05

palmitico

A analise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagfio e mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotdxico sinérgico obtido pela composigdo e) foi um efeito

nematostatico.

Tabela 4 — Efeito nematotdxico sinérgico obtido apds testes com a composigéo f

Composto ativo ou composi¢éo Concentracdo (g/L) % nematoides
paralisados
Glicose 0,17 0
Acido palmitico 0,17 7,66
S-carboximetilcisteina 0,17 43,03
Composig¢do glicose + acido 0,17 (de cada composto) 98,61

palmitico + S-carboximetilcisteina
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A andlise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperac¢do e mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotoéxico sinérgico obtido pela composi¢do f) foi um efeito

nematostatico

Tabela 5 — Efeito nematotoxico sinérgico obtido apods testes com a composigdo g

Composto ativo ou Concentragéo (g/L) % nematoides paralisados
composi¢io

Glicose 0,17 0

Acido palmitico 0,17 7,66

Acido trans-aconitico 0,17 11,12
Composicéo glicose + acido 0,17 (de cada composto) 60,2

palmitico + acido trans-

aconitico

A andlise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo e mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotéxico sinérgico obtido pela composi¢io g) foi um efeito

nematostatico

Tabela 6 — Efeito nematotoxico sinérgico obtido apds testes com a composigéo h

Composto ativo ou Concentracgéo (g/L) % nematoides paralisados
composi¢io

S-carboximetilcisteina 0,17 43,03

Acido palmitico 0,17 7,66

Acido trans-aconitico 0,17 11,12
Composigdo S- 0,17 (de cada composto) 99,32

carboximetilcisteina + acido
palmitico + acido trans-

aconitico

A andlise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo ¢ mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotdxico sinérgico obtido pela composig¢do h) foi um efeito

nematostatico

Tabela 7 — Efeito nematotoxico sinérgico obtido apds testes com a composicio 1
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Composto ativo ou Concentracéo (g/L) % nematoides paralisados
composi¢io

S-carboximetilcisteina 0,125 <43,03

Glicose 0,125 0

Acido trans-aconitico 0,125 <11,12

Acido palmitico 0,125 <7,66
Composigdo S- 0,125 (de cada composto) 100

carboximetilcisteina + acido
palmitico + acido trans-

aconitico + glicose

A analise dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo e mostrados na Figura
10B mostra que o efeito nematotdxico sinérgico obtido pela composigdo i) foi um efeito
nematostatico.

As composi¢des nematotoxicas a), ¢), d) cujos resultados dos ensaios in vitro séo
também mostrados nas Figuras 10A e 10B e ndo apresentaram efeito nematotdxico

sinérgico significativo.
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REINVIDICACOES

Composi¢cdo nematotdoxica de efeito sinérgico caracterizada pelo fato de que
compreende como compostos ativos:

e 4cido palmitico,

e Aacido trans-aconitico e/ou glicose e, opcionalmente,

e S-carboximetilcisteina.
Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagéo 1
caracterizada pelo fato de que compreende ingredientes de formulagao.
Composigio nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com as reivindicagdes 1 ou
2 caracterizada pelo fato de que se apresenta na forma de solugdes, emulsées, pos
umectaveis, suspensdes, pos, poeiras, pastas, pos soluveis, granulos, concentrados
de suspensdo-emulsfio, materiais naturais e sintéticos impregnados com os
compostos ativos e encapsulagdes.
Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindica¢bes anteriores caracterizada pelo fato de que os ingredientes de
formulagdo sdo veiculos liquidos/solventes liquidos e/ou veiculos soélidos e/ou
surfactantes/espalhantes e/ou agentes de pegajosidade/adesivos e/ou corantes.
Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagédo 4
caracterizada pelo fato de que os veiculos liquidos/solventes liquidos sdo
selecionados dentre solventes aromaticos, solventes aromaticos clorados ou
hidrocarbonetos alifaticos clorados, hidrocarbonetos alifaticos, fragdes de petréleo,
6leos minerais, 6leos vegetais, alcoois e seus éteres ¢ ésteres, cetonas, solventes
fortemente polares e dgua.
Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico dc acordo com a reivindicagdo 5
caracterizada pelo fato de que os solventes aromaticos sdo selecionados dentre
xileno, tolueno ou alquilnaftalenos
Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 5
caracterizada pelo fato de que os solventes aromaticos clorados ou hidrocarbonetos
alifaticos clorados sfo selecionados dentre clorobenzeno, cloroetileno ou

diclorometano.
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Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicag¢8o 5
caracterizada pelo fato de que os hidrocarbonetos alifaticos sdo selecionados dentre
ciclohexano ou parafinas.

Composi¢cdo nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 5
caracterizada pelo fato de que os alcoois séo selecionados dentre etanol, propanol,
butanol ou glicol.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 5
caracterizada pelo fato de que as cetonas s@o selecionadas dentre propanona, metil
etil cetona, metil isobutil cetona ou ciclohexanona.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 5
caracterizada pelo fato de que os solventes fortemente polares sdo selecionados
dentre dimetilformamida e sulféxido de dimetila.

Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a 11 caracterizada pelo fato de que os veiculos solidos s&o
sclecionados dentre sais de amdnio, ureia, calcareos, fosfatos, potassio, fertilizantes
NPK, minerais naturais moidos, minerais sintéticos moidos e matéria orgénica.
Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 12
caracterizada pelo fato de que os minerais naturais moidos séo selecionados dentre
caulins, argilas, talco, giz, quartzo, atapulgita, montmorilonita e terra diatomacea.
Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 12
caracterizada pelo fato de que os minerais sintéticos moidos sdo selecionados
dentre silica, alumina e silicatos.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a 11 caracterizada pelo fato de que os veiculos soélidos para
granulos sfo selecionados dentre rochas naturais trituradas, granulos sintéticos e
granulos de material orgénico.

Composigdo nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a 15 caracterizada pelo fato de que os surfactantes/espalhantes sfo
emulsificantes e/ou dispersantes e/ou formadores de espuma.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 16
caracterizada pelo fato de que os emulsificantes sdo selecionados dentre

emulsificantes catidnicos, ndo idnicos ¢ anidnicos.
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Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 17
caracterizada pelo fato de que os emulsificantes ndo i6nicos e anidnicos sdo
selecionados dentre ésteres graxos de polioxietileno, éteres graxos de
polioxietileno, alquil sulfonatos, alquil sulfatos, aril sulfonatos, e hidrolisados de
proteina.

Composigdo nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindica¢do 16
caracterizada pelo fato de que os dispersantes sfo selecionados dentre metilcelulose
e refugo de lignina sulfito.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 4 a 19 caracterizada pelo fato de que os agentes de
pegajosidade/adesivos sd@o selecionados dentre carboximetilcelulose , polimeros
naturais e polimeros sintéticos

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a 20 caracterizada pelo fato de que os corantes sdo selecionados
dentre pigmentos inorganicos e corantes organicos

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores caracterizada pelo fato de que compreende outros
compostos ativos.

Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 22
caracterizada pelo fato de que os outros compostos ativos sdo selecionados dentre
inseticidas, atratores, agentes esterilizadores, bactericidas, acaricidas, nematicidas,
fungicidas, substincias reguladoras do crescimento, herbicidas e compostos
protctores de herbicidas (safeners).

Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico dc acordo com qualquer uma das
reivindicagBes anteriores caracterizada pelo fato de que a composi¢do é uma
composicao aquosa.

Composigdo nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 24
caracterizada pelo fato de que a composigdo aquosa contém acido palmitico e acido
trans-aconitico nas concentrag¢des de 0,25 g/l cada.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 24
caractcrizada pelo fato de que a composi¢cdo aquosa contém acido palmitico e

glicose nas concentragdes de 0,25 g/L cada.



10

15

20

25

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

4/4

Composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 24
caracterizada pelo fato de que a composi¢do aquosa contém acido palmitico, acido
trans-aconitico e glicose nas concentragdes de 0,17 g/L. cada.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 24
caracterizada pelo fato de que a composi¢do aquosa contém acido palmitico, acido
trans-aconitico e S-carboximetilcisteina nas concentragdes de 0,17 g/L cada.
Composig¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagio 24
caracterizada pelo fato de que a composi¢ciio aquosa contém acido palmitico,
glicose e S-carboximetilcisteina nas concentragdes de 0,17 g/L cada.

Composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagdo 24
caracterizada pelo fato de que a composi¢do aquosa contém acido palmitico, acido
trans-aconitico, glicose e S-carboximetilcisteina nas concentragdes de 0,125 g/L
cada.

Uso de composi¢do nematotoxica de efeito sinérgico definida em qualquer uma das
rcivindicagSes 1 a 30 caraterizado pelo fato de que é para controlar nematoides.

Uso de composigdo nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a
reivindicago 31 caraterizado pelo fato de que é para controlar nematoides em
plantas e/ou partes de plantas.

Uso de composi¢io nematotoxica de efeito sinérgico de acordo com a reivindicagio
31 caraterizado pelo fato de que é para controlar nematoides em solos.

Uso de composi¢do nematotdxica de efeito sinérgico de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 31 a 33 caracterizada pelo fato de que ¢ aplicado na planta e/ou
partes da planta e/ou no solo ¢/ou em utensilios.

Uso de composi¢do nematotdxica de cfeito sinérgico de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 31 a 34 caracterizado pelo fato de que ¢ para controlar

Meloigogyne incognita.
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RESUMO
«“«COMPOSICAO NEMATOTOXICA DE EFEITO SINERGICO, USO DE
COMPOSICAO NEMATOTOXICA DE EFEITO SINERGICO”

A presente invengdo se refere genericamente a composi¢des utilizadas para controle
de pragas agricolas e, em uma modalidade particular, a composi¢des utilizaveis no
combate a nematoides.

A inveng¢do apresenta uma alternativa viavel ao uso dos compostos nematotoxicos
danosos ao meio ambiente € que podem prejudicar a salide humana. Esta alternativa €
concretizada através de uma composi¢do nematotdxica para o controle de nematoides € que
pode ser utilizada em plantas, parte de plantas, solo e utensilios. A respectiva tecnologia
advém de resultados inesperados obtidos a partir de experimentos realizados com extratos
da planta Canavalia ensiformis resultando em uma composi¢do sintética nematotdxica
inédita compreendendo uma combinag¢do especifica de substidncias naturalmente

cncontradas no extrato e que atuam sinergicamente.
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