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(67) Resumo: COMPOSICAO HERBICIDA SELETIVA PARA
DICOTILEDONEA, E METODO DE APLICACAO DA REFERIDA
COMPOSIGCAO. Herbicidas s&o produtos utilizados na agricultura para
o controle de ervas classificadas como daninhas. Os mais utilizados
pela industria agricola sdo os herbicidas quimicos, porém, diversos
problemas decorrentes da utilizagéo desse tipo de herbicida precisam
ser evitados ou minimizados, dentre eles a contaminacéo ambiental e
a toxicidade a animais. Assim, os herbicidas quimicos vém sendo
substituidos pelos herbicidas naturais, os quais compreendem em sua
formulagao substancias biologicamente ativas. A presente invengéo
refere-se a composigdo herbicida que compreende proteinas com
agao sinérgica Cerato-Plataninas (CP), obtida do fungo Moniliophthora
perniciosa, patégeno que causa a doeng¢a Vassoura-de-Bruxa no
cacaueiro (Theobroma cacau) e das indutoras de necrose e etileno
(NEP) e referido uso para acéo seletiva para plantas dicotiledéneas.
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“COMPOSICAO HERBICIDA SELETIVA PARA
DICOTILEDONEA, E METODO DE APLICAGAO DA REFERIDA
COMPOSIGAO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a uma composigao

herbicida que compreende uma ou mais proteinas da familia das
Cerato-Plataninas (CP), obtida do fungo Moniliophthora perniciosa,
patdogeno que causa a doenga Vassoura-de-Bruxa no cacaueiro
(Theobroma cacau) e das indutoras de necrose e etileno (NEP) e
referido uso para agéo seletiva para plantas dicotiledoneas.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

GLOSSARIO

- Clonagem e expressdo génica: Refere-se a técnica
mediante a qual um gene € inserido em vetor de expressao para a
obtencdo de DNA recombinante, permitindo a transcricdo e
traducdo desse gene em proteina.

 Cotilédone: sdo as primeiras folhas que surgem dos
embrides das Angiospermas, irrompendo durante a germinacao das
sementes. Sdo estruturas de reserva, nutrindo as plantas em
desenvolvimento até que essas possam conseguir nutrientes pela

fotossintese.
« Elicitor: Moléculas do patégeno que sao reconhecidas

pelo hospedeiro desencadeando respostas de defesa como a
hipersensibilidade necrdtica, podendo levar a resisténcia sistémica
adquirida. Sdo de natureza quimica diversa: proteinas, lipideos e

oligossacarideos.
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« Fitotoxicidade: No caso da presente invengéo refere-se
a capacidade de indugdo de morte celular causada nos tecidos das
plantas ap6s o contato com a(s) proteina(s) objeto da invengao.

- Gene: Refere-se a fragmento de DNA que é transcrito
em molécula de RNA e que codifica para uma proteina.

« Herbicida: Produto quimico utilizado na agricultura
para o controle de ervas classificadas como daninhas, arbustos ou
outras plantas indesejaveis.

e Herbicida seletivo: é o herbicida que tem a
especificidade na sua ag&o, ou seja, quando aplicado na area de
plantio, ndo afeta de forma danosa a cultura principal, embora
controle eficientemente plantas indesejaveis.

- Inoculagdo de proteinas em plantas: Procedimento
mediante o qual se coloca a(s) proteina(s) em contato com
superficies e células da planta

« Morte celular programada: é um tipo de "auto-
destruicdo celular" que ocorre de forma ordenada e demanda
energia para a sua execugédo. Esta relacionada com a manutengéao
da homeostase e com a regulagdo fisiolégica do tamanho dos
tecidos, mas pode também ser causada por um estimulo patologico.

- Necrose: Refere-se ao desenvolvimento de lesGes em
células ou tecidos de plantas apds o contato com a(s) proteina(s)
indutora(s) de acordo com a invengéo. A necrose torna-se visivel

quando um namero suficiente de células morre apos o contato com

a(s) proteina(s).
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« PCD: Termo em inglés para Morte Celular Programada
(Programmed Cell Death)

- Pfam: E uma base de dados de familia de proteinas
que inclui anotagdes e o suas multiplas sequéncias de alinhamento
baseado no modelo oculto de Markov (HMM). Cada Pfam HMM
representa uma familia de proteina ou dominio.

- Plantas dicotiledéneas: Plantas pertencentes ao grupo
das Angiospermas que apresentam dois cotilédones. Possuem
geralmente pétalas em numero de 4 ou 5 (ou multiplos), nervuras
dispostas de forma reticular e crescimento variavel, podendo atingir
um porte herbaceo, arbustivo ou arboreo.

. Plantas monocotiledéneas: Plantas pertencentes ao
grupo das Angiospermas (plantas com flores) que apresentam um
cotilédone. Geralmente possuem um numero de trés pétalas ou
multiplos deste (6, 9...), também possuem as nervuras das folhas
dispostas de forma paralela e em geral tém porte herbaceo.

- Proteina recombinante: Proteina obtida mediante a
expressdo de um gene clonado em vetor de expressao.

. Resisténcia sistémica adquirida: Resposta de
resisténcia da planta que ocorre apés exposicao a moléculas
produzidas por um agente patogénico, geraimente aqueles que
causam necrose. Plantas sensibilizadas por essas moléculas se
tornam mais resistentes a ataques de patégenos (Djonovic et al.,
2006).

« Surfactantes: moléculas usadas como adjuvantes em

composicdes de herbicidas que diminuem a tensao superficial de
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ambientes aquosos, facilitando a penetragdo da formulagao nos
tecidos da planta, tanto via estématos quanto pela cuticula. Este
efeito garante uma maior eficacia ao herbicida.

- Vetor de expresséo: Molécula de DNA que consta com
regibes regulatérias, em particular um promotor induzivel,
permitindo a expressao de um gene inserido downstream mediante
técnicas de DNA recombinante.

Herbicidas sdo produtos utilizados na agricultura para o
controle de ervas classificadas como daninhas. Os mais utilizados
pela industria agricola s&o os herbicidas quimicos, porém, diversos
problemas decorrentes da utilizagdo desse tipo de herbicida
precisam ser evitados ou minimizados, dentre eles a contaminagao
ambiental e a toxicidade a animais. |

Assim, os herbicidas quimicos vém sendo substituidos
pelos herbicidas naturais, os quais compreendem em sua
formulacdo substancias biologicamente ativas. Contudo, o
surgimento de ervas resistentes a esse tipo de formulagbes tem
sido um problema a ser superado.

Atualmente, a escolha por um herbicida seletivo e
adequado a uma determinada cultura depende muito das diferencas
entre a planta cultivada e as espécies daninhas. O uso de um
herbicida em concentragdo adequada para eliminar as espécies
daninhas néo deve ser prejudicial & cultura cultivada. Um importante
fator a ser considerado quando da escolha do herbicida, consiste no

seu modo de acdo e a forma pela qual & metabolizado pelas

plantas.
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Os herbicidas tém diferentes mecanismos de agao, por
exemplo:
a) Inibidores mitoticos da raizz Sdo compostos capazes de
bloquear a divisdo celular. Exemplos: Trifluralin e Pendimethalin.
Causam inibicdo do desenvolvimento radicular levando ao nanismo
da planta.
b) Inibidores de pigmentos: Contribui a destruicdo da clorofila.
Exemplos: Clomazone e Norflurazon. Causam clorose das folhas.
c) Inibidores de brotamentos: Afetam crescimento e diviséo
celular. Exemplos: Alachlor e Metachlor. Provocam retardo no
crescimento de plantas e brotos.
d) Inibidores da fotossintese: Interferem na fotossintese
mediante o bloqueio do transporte de elétrons, provocando danos
nas membranas celulares e a morte. Exemplos: Atrazine e
Cyanazine.
e) Herbicidas tipo auxinas: Afetam o crescimento de novos
caules e folhas mediante a alteragdo da sintese de proteinas e da
divisdo normal das células. Exemplos: 2,4-D e 2,4-DB. Produzem
raquitismo e mudas malformadas.
f) Inibidores da enzima acetolactato liase (ALS): Blogueiam a
atividade normal da ALS inibindo o metabolismo e a mitose.
Exemplos: Imazethapyr e Nicosulfuron. Inibem o crescimento
normal da planta causando nanismo.
g) Inibidores meristematicos: Blogueiam a formacgéo de lipideos
em meristemas e raizes de gramineas. Exemplos: Sethoxydim e

Quizalofop. Provocam crescimento lento levando ao nanismo.
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h) Disruptores de membranas: Provocam ruptura de membranas
internas da célula. Exemplos: Acifluorfen e Lactofen.

Dentre os herbicidas ndo seletivos que atuam na via
biossintética de aminoacidos encontra-se o glifosato (N-
(fosfonometil) glicina, C3H8NO5P). O glifosato € um dos herbicidas
sistémicos mais efetivos para inibir o crescimento tanto de ervas
daninhas, tais como as perenes, como das plantas cultivadas.

Um herbicida para ser efetivo deve ser absorvido pela
planta alvo e translocado para o sitio de agdo molecular. Neste
ambito de atuacédo, os estudos relacionados variam de acordo com
a espécie de planta estudada, mas também, referidos processos
sdo influenciados por determinadas condicdes ambientais, tais
como: temperatura, umidade e luz.

As vantagens procuradas na utilizacdo de herbicidas
sdo: rapidez de agdo, especificidade a plantas indesejadas, custo
reduzido, baixo efeito residual e ndo revolvimento do solo.

Herbicidas com especificidade a diferentes tipos de
plantas existem, mas sdo menos comuns do que Os genericos.
Existem herbicidas especificos a plantas dicotiledéneas que nao
agridem uma cultura de monocotileddneas, como os feitos a base
de auxina sintética, sendo o produto 2,4D o mais comum e mais
utilizado. O produto 2,4D age nas plantas como um mimetizador de
auxinas. Embora estudos farmacologicos demonstrem que ele nao
é acumulado no corpo humano, a Organizagdo Mundial de Saude

(OMS) considerou o 2,4-D como moderadamente toxico (classe Il) e
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recomendou o uso de uma concentragdo maxima dissolvida em
agua de abastecimento de 30ug/L.

Visando superar todos os inconvenientes da técnica, a
presente invengao visa suprir a deficiéncia de um herbicida seletivo
e ndo toéxico para ervas daninhas através da utilizagdo de
substancias biologicamente ativas proveniente do fungo
Moniliophthora perniciosa para substituir os herbicidas quimicos.

Moniliophthora perniciosa € um fungo basidiomiceto
hemibiotréfico [Purdy & Schmidt, 1996] que causa a doenga
Vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Existe consideravel variagdo nos
sintomas da Vassoura-de-bruxa em dependéncia do cultivar, do tipo
de tecido infectado e da etapa de desenvolvimento do tecido
[Pereira, 2000]. M. perniciosa invade tecidos meristematicos do
hospedeiro provocando inchago da parte afetada. Esse sintoma ¢é
produto da rapida divisdo celular (hipertrofia) e incremento do
tamanho das células (hiperplasia) que aparece acompanhado da
proliferacdo de superbrotamentos devido a perda de dominancia
apical. Formam-se estruturas de folhas grandes, curvadas e
retorcidas com aparéncia de vassouras, que ddo o nome a doenga
[Griffith et al., 2003]. Quando jovens, as vassouras s&o de coloragao
verde intenso (vassoura verde), mas morrem em 1-2 meses dando
uma cor marrom a copa das arvores infectadas (vassoura seca).

Devido & complexidade da doenga Vassoura-de-bruxa,
o Laboratério de Genémica e Expressdo do Instituto de Biologia da
Unicamp comecou no ano 2001 o projeto genoma de M. perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), com o objetivo de
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identificar genes que codifiquem proteinas potenciaimente
relacionadas com o desenvolvimento da doenga. O survey do
genoma foi publicado por Mondego e colaboradores (2008) na
revista BMC Genomics [Mondego et al., 2008).

Analises do genoma de M. perniciosa mostraram a
existéncia de genes codificadores para proteinas com capacidade
de induzir necrose nos tecidos da planta. Foram identificadas,
especificamente, seqUéncias com similaridade a genes que
codificam proteinas pertencentes a duas familias de elicitores:
Cerato-platanina [Zaparoli et al., 2008] e Proteinas indutoras de
Necrose e FEtileno (NEPs) [Garcia et ‘al, 2007]. Genes
representativos de cada familia de elicitores produzidos por M.
perniciosa, tanto NEPs (MpNEP1 e MpNEP2) quanto Cerato-
platanina (MpCP1, MpCP2 e MpCP3), foram clonados e expressos
utilizando-se E. coli como sistema de expressdo. As proteinas
produzidas de ambas as familias foram capazes de induzir necrose
em folhas de plantas de cacau e tabaco [Garcia et al, 2007,
Zaparoli et al., 2008].

A proteina NEP1, precursora da familia das NEPs foi
descoberta em 1995 a partir de filtrado de cultura de um isolado
patogénico do fungo Fusarium oxysporum [Bailey, 1995]. Com o
desenvolvimento dos métodos de analises da genémica e
protedmica, tém sido descritas proteinas semelhantes a Nep1 em
grande variedade de organismos, expandindo rapidamente esta

familia de proteinas tanto em tamanho quanto em distribuicéo —
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bactérias, oomicetos e fungos [Gijzen & Nurnberger, 2006; Garcia
et al., 2007].

Todas as NEPs descritas se caracterizam por
apresentar um dominio NPP1 (Necrosis-inducing Phytophthora
Protein) [Fellbrich et al., 2002] com dois ou quatro residuos de
cisteina conservados, e uma seqUéncia conservada de sete
aminoacidos (GHRHDWE) localizada na regido central da proteina.
Uma importante caracteristica das NEPs é a capacidade de ativar
respostas de defesa nas plantas como a morte celular programada
e inducéo de genes relacionados com patogenicidade [Jennings et
al., 2001; Veit et al., 2001; Fellbrich et al., 2002; Keates et al., 2003;
Verica et al., 2004; Bailey et al., 2005]. Proteinas da familia NEP
sdo capazes de induzir necrose unicamente em plantas
dicotiledoneas [Qutob et al., 2006].

As proteinas da familia NEP podem ser utilizadas como
composto ativo de herbicidas especificos para plantas
dicotiledéneas (Bailey ET al., 2000). No documento
WO2006068481, os inventores reivindicaram a utilizacdo das
proteinas indutoras de necrose e etileno (NEP) de espécies do
género Botrytis, entre outras finalidades, como componentes de
herbicidas.

Cerato-platanina constitui uma familia de proteinas
descrita pela primeira vez em 1999 em extrato de proteinas totais
do fungo ascomiceto Ceratfocystis fimbriata f.sp. platani, causador
do Mal-do-facdo em cacaueiros [Pazzagli et al., 1999]. Atualmente

(07/2009) a familia das Cerato-plataninas possui 70 entradas no
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InterPro (IPR010829). Esta familia & caracterizada por proteinas
secretadas de baixo peso molecular, com alta similaridade de
sequéncias de aminoacidos e a presenga de quatro cisteinas
conservadas que podem formar duas pontes dissulfeto. Todas as |
proteinas descritas da familia sdo secretadas por fungos e em
alguns casos, como a Cerato-platanina de Ceratocystis fimbriata, foi
demonstrado experimentalmente que a proteina é capaz de induzir
a producéo de fitoalexinas e a morte celular em plantas hospedeiras
e nao hospedeiras do patdgeno, agindo como um provavel elicitor
de respostas de defesa em plantas [Pazzagli et al., 1999].

Além da indugcédo de necrose e morte celular, & descrita
outra fungdo para proteinas da familia das Cerato-plataninas. A
proteina Sm1 de Trichoderma spp induz resisténcia sistémica a
patébgenos apoés ser aplicada em plantas (hospedeiras ou n&o)
através da ativacdo de mecanismos de defesa das plantas
[Djonovic et al., 2006; Djonovic et al., 2007; Vargas et al., 2008].

Ha indicios de uma possivel relagdo entre o estado de
agregacéo das proteinas da familia cerato-platanina com a
atividade biolégica (inducdo de necrose e resisténcia sistémica).
Tanto Sm1 quanto Epl1, ambas pertencentes a familia das cerato-
plataninas expressas e secretadas por Trichoderma, quando
presentes em forma de mondmeros sdo capazes de induzir
resisténcia sistémica, mas ndo induzem necrose. Entretanto, as
formas diméricas destas proteinas causam necrose e nao induzem

respostas de resisténcia em plantas [Vargas et al., 2008].
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Zaparoli e colaboradores (2008) mostraram que uma
proteina da familia Cerato-platanina de M. perniciosa (MpCP1) esta
presente em forma de dimero e € capaz de induzir necrose em
plantas dicotiledéneas. A necrose produzida, entretanto, néo é
proporcional ao aumento da concentragdo de proteina inoculada,
sendo que a indugdo dos sintomas sé se verifica em concentracoes
superiores ou iguais a 0.5 mg/mL. Em concentragbes subnecroéticas
de cerato-platanina, a planta & capaz de expressar genes
relacionados a resisténcia a patégenos (Djonovic et al., 2006,
Djonovic et al., 2007).

A inoculacdo da proteina MpCP1 (Seq. 6) em plantas de
cacau e tabaco em conjunto com uma proteina de M. perniciosa
com similaridade a NEP, MpNEP2 (Seq. 4), mostrou um aumento
na intensidade dos sintomas de necrose observados, sugerindo
uma sinergia entre estas duas proteinas. Tanto a proteina MpCP1
como MpNEP2 mostraram-se resistentes a altas temperaturas
mantendo a atividade biolégica mesmo apds estresse de
temperatura (30 minutos a 100°C) [Garcia et al., 2007, Zaparoli et
al., 2008].

O uso de proteinas produzidas por seres vivos como
principios ativos ou adjuvantes em produtos industriais, com a
finalidade de aumentar sua eficiéncia, vem sendo cada vez mais
empregado. Produtos como sabdes em poé utilizam em suas
formulacées diferentes enzimas, ou conjuntos enzimaticos, a fim de
aumentar seu efeito de limpeza. Estas enzimas sao produzidas

artificialmente, e adicionadas a formulacgéo.
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Os principais tipos de enzimas utilizadas na industria de
detergentes incluem: a) amilases, que degradam amido e outros
carboidratos; b) proteases, que degradam ligagdes peptidicas; c)
lipases, que degradam lipideos; d) celulases, que degradam
celulose (Bom, 1995). Os sabbGes em pdé em sua maioria sao
adicionados de enzimas que vao degradar a matéria organica, de
acordo com sua afinidade pelo su‘bstrato, presente nas manchas
das roupas. Este € um claro exemplo da viabilidade de utilizar
proteinas como principios ativos de compostos em escala industrial.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

Os herbicidas hoje utilizados na agricultura para o
controle de ervas classificadas como daninhas apresentam diversos
problemas como a contaminagdo ambiental e a toxicidade. Frente a
este problema, os herbicidas quimicos vém sendo substituidos
pelos naturais, os quais compreendem em sua formulagéo
substancias biologicamente ativas.

A presente invengio refere-se a composi¢cdo herbicida
com componentes biologicamente ativos, especificamente uma ou
mais proteinas indutoras de necrose do grupo da Cerato-plataninas
e das NEPs, com acdo sinérgica de modo a causar necrose
especificamente em plantas dicotiledéneas, mais eficientemente do
que se aplicados separadamente. A composi¢éo pode ser utilizada
em adicdo com outras composicéo utilizadas na agroindustria como
por exemplo as bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas,

nematicidas, condicionantes do solo, fertilizantes, ou outros aditivos
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ja empregados para ao aumento do rendimento da cultura de
interesse.

A presente invengéo, por apresentar um efeito sinérgico
das proteinas as proteinas CP e NEP, possibilita um controle
eficiente e especifico, pré ou pdés-emergente, de ervas daninhas e
plantas dicotiledéneas. Tais caracteristicas permitem o uso de
herbicidas quimicos em menores concentragdes, diminuindo seu
efeito téxico, o impacto ambiental e o prejuizo as culturas
monocotiledéneas. A composicdo pode conter, além das referidas
proteinas e herbicidas, um veiculo liquido (como agua, alcool ou
compostos apolares) ou veiculo sdélido (como argila, talco ou
minerais  inorganicos), emulsificantes, tampdes de pH,
estabilizantes, anti-congelantes, surfactantes, gelificantes, agentes
dispersivos, agentes adesivos ou outros aditivos, empregados
dependentemente de condi¢des da cultura a ser protegida, da praga
a ser combatida, climaticas, do solo, do método de utilizagao e
aplicagao, etc.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo compreende as proteinas

pertencentes a familia das cerato-plataninas (CP) do fungo
Moniliophthora  perniciosa MpCP1 [EU250339], MpCP2,
[EU250341], MpCP3 [EU250343] ou qualquer outra proteina
homologa pertencente a esta familia — (pfam). Uma composicéo
herbicida pode compreender uma Unica proteina na formulagéo ou
uma associagdo com outras proteinas indutoras de necrose. Dentre

as combinacgdes possiveis estdo proteinas da classe das NLPs
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(NEP1 like proteins), entre outras. A associagdo CP:NEP de M.
perniciosa mostra um aumento na intensidade da necrose em
comparagdo a aplicagdo separada das mesmas, acelerando a
morte da folha [Zaparoli et al., 2008].

A presente invengdo compreende proteinas indutoras de
necrose em plantas, pertencentes a familia das Ceratoplataninas e
das NEPs, em combinacdo, atuando sinergicamente para causar
necrose especificamente em plantas do grupo das dicotiledoneas,
em uma composicdo, permitindo assim o controle pré- ou poés-
emergente de plantas desse grupo, sem prejuizo a plantas do grupo
das monocotiledéneas. Dessa maneira, torna-se possivel uma
menor utilizacdo de herbicidas quimicos inespecificos para uma
erva - daninha a ser combatida e/ou téxicos para o homem e outros
animais e o meio-ambiente, gracas a caracteristica das proteinas
CP e NEP de causar necrose especificamente em plantas
dicotiledéneas, sem prejudicar as plantagdes monocotiledéneas.
Como exemplos de plantas monocotiledéneas, tém-se culturas de
trigo, arroz, milho e cana de agucar.

As referidas proteinas podem ser adicionadas a
qualquer formulagdo ja existente e utlizada na agroindustria,
incluindo  bactericidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas,
condicionantes do solo ou fertilizantes, conferindo ou aumentando
caracteristicas de eficiéncia e especificidade de combate contra

plantas dicotiledéneas, impedindo ou retardando seu crescimento,

diminuindo a necessidade do uso de herbicidas quimicos.
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E necessario também garantir que, uma vez aplicada a
composigdo em questdo, ela permanega em contato com a erva
daninha o maior tempo possivel, garantindo uma maior eficacia.
Isso pode ser conseguido através de aditivos, tais como agentes
adesivos, substdncias que inibam a evaporagcdo da composigcao
(como compostos apolares de alta pressdo de vapor),
emulsificantes, substancias que impegam a lixiviagdo da
composicdo [didis, tridis ou polidis capeados com isocianato
(BR951012) ou outros polimeros, ou umectantes para composicoes
em veiculo sélido.

As proteinas selecionadas para a combinacéo da presente
invengdo, apresentam resisténcia a altas temperaturas, de maneira
a manter a atividade de indugdo e necrose em plantas
dicotileddoneas mesmo depois de confrontadas com elevadas
temperaturas - mesmo apds meia hora em agua fervendo, as
proteinas MpCP1 (Cerato-platanina) e MpNEP2 (NLPs) preservam
a sua atividade [Garcia et al., 2007; Zaparoli et al., 2008]. Essa
caracteristica indica uma excelente propriedade para a manutengao
da estabilidade do proposto princfpio ativo do herbicida em solugéo.
Ainda assim, podem ser empregados estabilizantes ou anti-
congelantes as formulagdes herbicidas, permitindo que sejam
preservadas por mais tempo, garantindo sua eficacia apos algum
periodo de armazenamento, ou em concentragdes mais elevadas,
Uteis para economia durante o transporte e de espago e esforco

durante 0 manuseio das composi¢cdes em questdo. Esses podem
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ser tampdes de pH, como Tris-HCI, estabilizantes, glicerol,
etilenoglicol ou propilenoglicol (anti-congelantes).

Outros aditivos opcionais incluem anti-espumantes (p.e.
baseados em silicone ou estearato de magnésio), umectantes e
corantes, etc.

A composicdo herbicida pode ser convertida em
solucdo, suspensdo, emulsdo, polvilho, pd, pasta ou granulo,
podendo estes ser ainda diluidos, ressuspendidos, emulsionados,
sempre tendo em vista uma melhor aplicagdo e eficiéncia do
produto final, dependendo de caracteristicas da plantagcao a ser
protegida, da praga a ser combatida, climaticas, de solo, etc.

O contato proteina(s)—células da planta pode ser
realizado tanto no tecido foliar mediante aplicagdo direta na
superficie da folha (asperséo foliar, etc.), como no tecido radicular
(aplicagao direta no solo, mistura com adubos ou condicionantes do
solo, etc). As composi¢cées podem, por exemplo, ser diluidas ou
ressuspendidas no sistema de irrigacéo da plantagao.

Em dependéncia do método utilizado para favorecer o contato
da solucdo de proteinas com as células da planta, pode variar a
formulagcao (concentracéo de proteinas e aditivos) a ser utilizada,
uma vez que a penetrabilidade da mistura de proteinas nos tecidos
vai influenciar diretamente a extensao da lesao.

O grau de penetrabilidade (absorgdo) vai depender nao s6 do
método de inoculagédo utilizado como também das caracteristicas do
tecido (exemplo, nimero de estdomatos na superficie da folha) e de

fatores ambientais como a umidade presente no momento da
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inoculacdo. Para facilitar a penetrabilidade das proteinas nos
tecidos da planta, a aplicacdo pode ocorrer com o clima umido,
ap6s um periodo de chuva ou irrigagéo, por exemplo.

Uma formulacdo que seja capaz de penetrar pela
superficie das plantas-alvo é desejada a fim de colocar as proteinas
no interior das folhas e/ou raizes, aumentando assim a quantidade
de proteinas causadoras de necrose que atingem seu alvo — as
células vegetais —, diminuindo a concentragdo efetiva/real
necessaria no produto final.

A melhor maneira para realizagdo dessa tarefa €
mediante a adicdo de organosulfactantes a formulagdo do herbicida.
A aplicacdo de organosulfactantes juntamente com as proteinas,
mostra um aumento da eficiéncia do produto final, uma vez que
auxilia a penetracdo das proteinas pelos estdmatos e a cuticula da
planta, atingindo assim mais facilmente o alvo — as células. Um
grupo de surfactantes amplamente usado em herbicidas comerciais
sdo as organosiliconas como, por exemplo, o Silwet L-77
(1,1,1,3,5,5,5-heptamethyltrisiloxanyl  propyl-methoxy-poly[ethylene
oxide]), porém outros podem ser empregados desde que nao
reduzam drasticamente a atividade das proteinas CP e NEP.

A compatibilidade das proteinas NEPs com herbicidas
quimicos (glifosato e 2,4D) ja foi testada segundo Bailey e
colaboradores (2000). Esse trabalho mostrou que NEP1 nao
interffere na acdo desses herbicidas quimicos e vice-versa,
enquanto que a utilizacdo da proteina acelerou o processo de

necrose. Esses estudos serviram de base para a proposta de
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utilizacdo das proteinas ora selecionadas em combinagao com
herbicidas quimicos conhecidos.

Incluem-se no escopo desta invengdo combinagdes da
composi¢cdo herbicida com outros agroquimicos ja empregados na
agroindustria, tais como bactericidas, fungicidas, herbicidas,
nematicidas, fertilizantes, condicionantes do solo, etc.

A composicdo herbicida necessita de um veiculo para
ser aplicada as plantagées, o qual pode ser liquido (agua, alcool,
cetonas, ésteres, parafinas, hidrocarbonetos, compostos aromaticos
ou mistura desses, p.e.) ou sélido (argilas, talcos ou minerais
inorganicos, como silica, p.e.).

EXEMPLOS

Os exemplos abaixo descritos tém o intuito somente de
exemplificar algumas das inumeras maneiras de realizar a
invencédo, contudo sem limitar o escopo ou escalonamento da
mesma.

EXEMPLO 1

As proteinas CP e NEP, presentes de 5 ug/mL a 500
ug/mL, preferencialmente 100 a 200 ug/mL, sédo adicionadas a um
fertilizante empregado no solo ou um condicionante do solo, os
quais sdo aplicados antes da plantacédo da cultura monocotiledénea
desejada. Dessa maneira, ervas - daninhas dicotiledéneas que
entram em contato, sofrem o processo necrético, o qual causa o
retardamento ou impedimento do crescimento, contudo, sem causar
danos a plantacdo de monocotiledéneas.

EXEMPLO 2
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As proteinas CP e NEP, presentes de 5 ug/mL a 500
ug/mL, preferencialmente 100 a 200 ug/mL, s&o adicionadas a um
nematicida aplicado no solo de uma plantagdo de plantas
monocotiledéneas. Assim, além do controle de nematdides,
prejudiciais a plantagdo, havera o controle das ervas daninhas
dicotiledoneas em pré- ou pds-emergéncia.

EXEMPLO 3

As proteinas CP e NEP, presentes de 5 ug/mL a 500
ug/mL, preferencialmente 100 a 200 ug/mL, sdo adicionadas a um
fungicida foliar aplicado por aspersdao na  plantagao
monocotiledénea. Dessa maneira se obtém uma composigdo que,
além de combater fungos, auxilia no controle de plantas
dicotiledéneas indesejadas.

EXEMPLO 4

Formulagbées herbicidas (2,4D ou (glifosato, p.e.)
contendo as proteinas CP e NEP, presentes de 5 ug/mL a 500
ug/mL, preferencialmente 100 a 200 ug/mL. A caracteristica de
causar necrose em tecidos vegetais de CP e NEP especificamente
em plantas dicotiledéneas permite que sejam utilizadas menores
quantidades ou concentragdes de tais herbicidas quimicos no
combate a essas pragas, bem como minimizando sua toxicidade e
os impactos causados no meio ambiente e na plantacao
monocotileddnea de interesse. Tais formulagcbes sdo dependentes
da plantacédo a ser r_protegida, da praga a ser combatida, o estagio
de desenvolvimento da praga a ser combatida (pré- ou pos-

emergente), caracteristicas climaticas, do solo, etc.
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REIVINDICACOES

1. Composicéao herbicida, caracterizado por

compreender em quantidades efetivas os componentes (A) e (B)
com efeito sinérgico seletivo para plantas dicotiledéneas, onde:

(A) representa uma ou mais proteinas selecionadas da

familia Cerato-Platanina;

(B) representa uma ou mais proteinas selecionadas da

familia Indutora de necrose e etileno (NEP).

2. Composicdao herbicida, de acordo com a
reivindicacédo 1, caracterizado pela proteina da familia Cerato
Platanina ser preferencialmente MpCP1.

3. Composicdo herbicida, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pela proteina da familia Indutora de
Necrose e Etileno ser preferencialmente MpNEP2.

4. Composicao herbicida, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por compreender adicionalmente um
ou mais componentes selecionados do grupo de compostos ativos
agroquimicamente, formulagdes auxiliares e aditivos
convencionalmente utilizados em atividades agricolas e de
jardinagem.

5. Método de controle de plantas daninhas
dicotileddoneas, caracterizado pela aplicagdo da composigéo
conforme descrita nas reivindicagdes anteriores, ser realizada em
conjunto ou separadamente, pré-emergente, pés-emergente, ou pré
e pds-emergente, nas partes das plantas, sementes ou na area na

qual a planta cresce.
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6. Método de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizado pela aplicagdo da composigdo descrita nas
reivindicacbes de 1 a 3, para controle de plantas daninhas
dicotileddbneas em uma cultura monocotiledénea.

7. Método de acordo com a reivindicagcdo 4,
caracterizado pela aplicagdo da composi¢cdo ocorrer em plantas

previamente umedecidas.
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FIGURAS
LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Proteinas NEPs: Proteinas extracelulares produzidas por

microorganismos capazes de induzir necrose em plantas. Proteinas
com similaridade ao dominio conservado (CD) NPP1 (pfam 05630)
com a presenca de dois ou quatro residuos de cisteina

caracteristicos.
No genoma de M. perniciosa os genes codificadores das

NEPs estdo localizados no cromossomo 6 (Garcia, et al. 2007).

1. MpNEP 1.

DNA:

ATGCTATACAGCAGCCTCCTCATCGTTGTTCTCTTCATCGTCACTCGTTCCATGTCGGCTCC
ACATCAGCTTCCACATGACCAGATTGCCAAGTTCCCCAAGTCTGGTGGACCCCTCGAAACA
CAATACCAACCCGCGCTCCACATTGGCAATGGCTGCCACTCCTACCCCGCCGTCGATGTC

GATGGCAATTGGTCTGGTGGCCTCAAACCTACCGGCGCCCCCAGCGCTGCATGCAAGGA

CACCTCCAAGGCCCAGACGTATGTTCGCTCTGCCACATTCCAAGGCAAGACTGCTCTGGT

CTACGCCTGGTACATGCCCAAGGACGAGATCTCCACAGGAATCGGACACAGGCACGATTG
GGAAGGTGCTGTTGTCTTCCTCAACAGCGATACTCAGCAAATCGACGGAGTTGCCGCTTCT
GCGCACGGAAAGTGGCGTAAATACCCGAACCCAGGCGGGGCCAATATCGATGATACACAT
GTGAAGCTCCAGTACTCGGCAGAGCCAGTTATCAACTCGCACGCTCTCGACCTTACCGATA
AAGGCGGCGATCTTCCAACACTCGCTTCTTGGGAAGGTATGGGCGCTGATGCTCGTGCAG
CTATCAATGAAAGGAGCCATTGGGGTGACGCTAATCCACCCATTGCGGATTCGCTCATTGA

CTCGAGCTTGTCGGGGGCTTGGATGTGGTAG

2. MpNEP1

Proteina:

MLYSSLLIVVLFIVTRSMSAPHQLPHDQIAKFPKSGGPLETQYQPALHIGNGCHSYPAVDVDGN
WSGGLKPTGAPSAACKDTSKAQTYVRSATFQGKTALVYAWYMPKDEISTGIGHRHDWEGAVV
FLNSDTQQIDGVAASAHGKWRKYPNPGGANIDDTHVKLQYSAEPVINSHALDLTDKGGDLPTL
ASWEGMGADARAAINERSHWGDANPPIADSLIDSSLSGAWMW

Peso molecular: 24,86 kDa

3. MpNEP 2:

DNA:

ATGCAGCTCCAAAACTTCCTTTCCATCGTCCTTCTCGTCGTCTCAGGAGCCATTGCCGGCA
CCGTCATGGACCATGACAAAATTGCCAAACTCCCCGCCTCCGGTAGTCCTCTCGAGACCA
AGTTCCAACCGCAACTTCACATCGGCAACGGCTGCCACTCCTACCCCGCCGTTGACGCCC
AGGGCAATTGGTCTGGTGGCCTCAAACCTACCGGCGCCCCCAGCGCTGCATGCAAGGAC
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ACCTCCAAGGCCCAGACGTATGTTCGCTCTGCCACATTCCAAGGCAAGACTGCTCTGGTCT
ACGCCTGGTACATGCCCAAGGACGAGATCTCCACAGGAATCGGACACAGGCACGATTGGG
AAGGTGCTGTTGTCTTCCTCAACAGCGATACTCAGCAAATCGACGGAGTTGCCGCTTCTGC
GCACGGAAAGTGGCGTAAATACCCGAACCCAGGCGGGGCCAATATCGATGATACACATGT
GAAGCTCCAGTACTCGGCAGAGCCAGTTATCAACTCGCACGCTCTCGACCTTACCGATAAA
GGCGGCGATCTTCCAACACTCGCTTCTTGGGAAGGTATGGGCGCTGATGCTCGTGCAGCT
ATCAATGAAAGGAGCCATTGGGGTGACGCTAATCCACCCATTGCGGATTCGCTCATTGGCT
CGAGCTTGTCGGGGGCTTGGATGTGGTAG

4. MpNEP2

Proteina:

MQLQNFLSIVLLVVSGAIAGTVMDHDKIAKLPASGSPLETKFQPQLHIGNGCHSYPAVDAQGNW
SGGLKPTGAPSAACKDTSKAQTYVRSATFQGKTALVYAWYMPKDEISTGIGHRHDWEGAVVF
LNSDTQQIDGVAASAHGKWRKYPNPGGANIDDTHVKLQYSAEPVINSHALDLTDKGGDLPTLA
SWEGMGADARAAINERSHWGDANPPIADSLIGSSLSGAWMW

Peso molecular: 24,47 kDa

Cerato-plataninas: Proteinas secretadas por microorganismos com
similaridade a CP de Ceratocystis fimbriata (Gl:121624696) com 4
residuos de cisteina caracteristicos. Provavel fungéo: indugdo de

morte celuiar e ativagdo das respostas de defesa de plantas.

5. MpCP1
DNA:

ATGAAATCCATCGCCATCTTCACTCCAATCCTCATCCTCCTCACAATCTCTGCAGGAGCTGT
GAAACTCAGCTACGACGAGGCTTACGACAATCCCAGTAGCTCTCTCTTGTCCGTTACCTGC
TCCGATGGAGAGAACGGCCTGTACCCCAAATACCGCACCTTCGGCGACCTTCCCGGGTTC
CCTTGCATTGGTGGCTCGAGCGACATTGCTGGGTACAATTCCCCAAACTGCGGTTCCTGCT
ACCAGTTGACGTATTCCTCTGCGCATACCACCCCGAAAAGCATCTACATGGTGGCGATTGA
TCGCAGCGCAGAAGGCTTTACTGCTTCCAAGCAGGCTATGGATGACTTGACCAACAAACG
AGCAGAGGAGCTGGGTACAGTCAATGTAGACGTTAGGAAAGTTGATTTTTCAAGGTGCGAA
CGCAAGTCGTAA

6. MpCP1

Proteina:

MKSIAIFTPILILLTISAGAVKLSYDEAYDNPSSSLLSVTCSDGENGLYPKYRTFGDLPGFPCIGGS
SDIAGYNSPNCGSCYQLTYSSAHTTPKSIYMVAIDRSAEGFTASKQAMDDLTNKRAEELGTVNV
DVRKVDFSRCERKS

Peso molecular: 15,65 kDa
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7. MpCP2

DNA:

ATGAAGTTCACCACTACCATCATCGCTCTTGCTCTCGCTGCCTCCACCGGTGCTGTCCAAC
TCCGATTCGACAACACCTACGACAATGCCAGTGGTAGCATGAACACTGTCGCCTGTTCTAC
TGGTGCAAACGGCCTTTCACAACGATTCCCAACCTTTGGTTCCGTTCCCACGTTCCCTCAC
ATTGGAGCATCATCCGATATTGGTGGTTTCAACTCACCGGCTTGTGGAAACTGCAAGTATC
TTACTCTGTTACGAGGAAATTGGACTAATGGGATCTGTTCTACAGGTTACACTATCAGTTTC
ACCTTCCAAGGTGTTACGAGGAGCATCAATCTTGTTGCTATCGACCACGCTGGAAATGGGT
TTAATGTTGCGCAAGCTGCGATG

8. MpCP2

Proteina:
MKFTTTIALALAASTGAVQLRFDNTYDNASGSMNTVACSTGANGLSQRFPTFGSVPTFPHIGA
SSDIGGFNSPACGNCYTISFTFQGVTRSINLVAIDHAGNGFNVAQAAM

Peso Molecular: 11,51 kDa

9. MpCP3

DNA:
CDsATGAAATTCATCGCAGCCGTCGCACTCCTCGCCACCTCAGCTGTTGCTGTCCAGCTCC
AATACGATCCAGTCTACGACAACGCCGACCAATCCTTCGGGACCGTAGCATGCTCTGACG
GCCCCAACGGTATGCTCACCAAGGGCTACAGCACATTCGGCTCGGTGCCCAGCTACGTCG
GTGCAGTAGACACCATCACCGGCTGGAATTCGGAATCCTGCGGTACATGCTACCAAATTAC
TTGGAGCGGGACTGGAAAGACTATCCATGTCGTCGGTGTTGATGTCGCTGGGAATGGGTT
CAATGTGGGACAGAGGGCTATGGATGATTTGACGAATGGACAGGCGGTCGCTTTGGGAAA
TATTGATGTTACGGCGACGCTGGTTGACAAGTCGGCTTGCAGACTCTAA

10. MpCP3

Proteina:

MKFIAAVALLATSAVAVQLQYDPVYDNADQSFGTVACSDGPNGMLTKGYSTFGSVPSYVGAV
DTITGWNSESCGTCYQITWSGTGKTIHVVGVDVAGNGFNVGQRAMDDLTNGQAVALGNIDVT
ATLVDKSACRL

Peso Molecular: 13,93 kDa
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RESUMO
“COMPOSICAO HERBICIDA SELETIVA PARA
DICOTILEDONEA, E METODO DE APLICAGAO DA REFERIDA
COMPOSIGAO”

Herbicidas s&o produtos utilizados na agricultura para o
controle de ervas classificadas como daninhas. Os mais utilizados
pela industria agricola sdo os herbicidas quimicos, porém, diversos
problemas decorrentes da utilizagcdo desse tipo de herbicida
precisam ser evitados ou minimizados, dentre eles a contaminagao
ambiental e a toxicidade a animais.

Assim, os herbicidas quimicos vém sendo substituidos
pelos herbicidas naturais, os quais compreendem em sua
formulacao substancias biologicamente ativas.

A presente invencgdo refere-se a composigéo herbicida
que compreende proteinas com agédo sinérgica Cerato-Plataninas
(CP), obtida do fungo Moniliophthora perniciosa, patégeno que
causa a doenca Vassoura-de-Bruxa no cacaueiro (Theobroma
cacau) e das indutoras de necrose e etileno (NEP) e referido uso

para acdo seletiva para plantas dicotiledoneas.
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