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RELATORIO DESCRITIVO DA PATENTE DE INVENCAO PARA “Monitoramento e
controle comportamental com feromdnio sexual da praga desfolhadora,
Opsiphanes invirae Hubner, 1808 (Lepidoptera: Nymphalidae)”

[001] A presente invencédo diz respeito a composicdo de feromonio sexual para o
monitoramento e controle comportamental das populacfes de adultos de Opsiphanes
invirae. O feroménio esta composto por: B-farneseno, (E)-nerolidol e (2)-7-
heptadeceno, variando na proporcao 1:1:1 a 1:10:20., respectivamente.
PROBLEMA QUE A INVENC}AO SE PROPOE A RESOLVER

[002] A lagarta desfolhadora O. invirae é considerada uma das principais pragas de
plantas da familia Arecaceae de relevante interesse socioecondmico como 0 coqueiro
(Cocos nucifera L.) e a palma-de-6leo ou dendezeiro (Elaeis guineenses Jacq.), tendo
sua ocorréncia em toda extensdao da América do Sul (FERREIRA et al., 2015;
FERREIRA, 2008; LEMOS; BOARI, 2010).

[003] No Brasil, apresenta registros em diferentes hospedeiros, além do coco e
dendé, ha relatos em outras arecaceas, como acaizeiro (Euterpe oleracea), carnauba
(Copernicia cerifera), jeriva (Syagrus romanzoffiana), butiazeiro (Butia eriospatha),
palmeira imperial (Roystonea oleracea), palmeira-de-leque (Licuala rotundifolia),
palmeira-de-leque-da-Australia (Livistona australis) e musaceas, como a bananeira
(Musa spp.) (RIBEIRO et al., 2010; FERREIRA et al., 1998; FERREIRA et al., 2015;
SILVA et al., 1968; NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005). Essa diversidade de
plantas hospedeiras, que ndo apresentam importancia comercial podem influenciar
no aumento da infestacdo das espécies cultivadas.

[004] Estes cultivos enfrentam elevadas perdas na producéo e qualidade do produto,
em virtude de pragas como as lagartas desfolhadoras, bastante comuns nas
palmeiras. Durante o estagio de lagarta causa a destruicdo dos foliolos, reduzindo a
area foliar, o que prejudica a transpiragdo e a fotossintese das plantas (FERREIRA;
LINS, 2006). Estes fatores atrasam o desenvolvimento das culturas cultivadas,
refletindo negativamente em seus custos.

[005] Até entdo, a metodologia mais utilizada para reducéo da populacdo de adultos
de O. invirae ocorre com o uso de armadilhas contendo melaco de cana-de-agucar

como atrativo alimentar e em alguns casos adicionada de solucao inseticida (LEMOS;
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BOARI, 2010; FERREIRA et al., 2015). Estas armadilhas confeccionadas com sacos
plasticos ou recipientes plasticos (carotes), contendo uma abertura para entrada dos
insetos adultos, sdo distribuidas em todo o plantio.

[006] Das espécies vegetais relatadas como hospedeiras de O. invirae apenas para
as culturas do coqueiro, dendezeiro e bananeira é recomendado o produto Dipel® a
base de ingredientes ativos de Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, para o controle da
referida praga (AGROFIT, 2003; BRASIL, 2010). Entretanto, para Brassolis
sophorae, outra praga desfolhadora de arecaceas, ha registro de oito produtos para
0 cogueiro e trés para dedenzeiro. Essa caréncia de produtos registrados para O.
invirae em relacédo a B. sophorae, juntamente com a expansao dos cultivos de dendé
nos ultimos anos (CORLEY, 2009), favorece a busca de outras medidas de controle
de forma segura e seletiva para culturas agricolas com ocorréncia de O. invirae.
[007] No manejo integrado de pragas, o0 uso de semioquimicos como o feroménio
sexual de insetos representa um dos maiores avancos em estratégias de controle de
insetos-pragas. Esta ferramenta além de aumentar a eficiéncia dos métodos de
controle existentes, tem contribuido para a preservacdo do meio ambiente (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009).

[008] Nieberding e colaboradores (2008) apds determinar a composicdo quimica do
feromoOnio sexual masculino na borboleta africana Bicyclu sanynana (Lepidoptera:
Nymphalidae), comprovaram em condi¢des de semi-campo, a influéncia da taxa de
liberacdo do feromoénio no sucesso do acasalamento de B. anynana. Demostraram
gue em quantidades artificialmente reduzidas de feromdnio, era observado
diminuicdo no acasalamento, e em doses maiores, 0 processo de coOpula era
restabelecido. Concluindo que a presenca do feroménio nas quantidades adequadas
€ indispensavel no processo de comunicacédo intraespecifica do inseto.

[009] Os ferombnios tem sido as substancias modificadoras de comportamento
utilizadas com maior frequéncia no manejo de populacdes de insetos (BENTO, 2001).
Nosso estudo tem implicagdes praticas na entomologia aplicada, pois a formulacao
feromonal aqui estabelecida com B-farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno,
pode ser usada no monitoramento, para deteccdo e diagnostico precoce da

ocorréncia da praga, e no controle massal deste inseto.
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[010] Diante do exposto, a presente invencao busca resolver o problema enfrentado
por produtores rurais, com a inser¢cdo do uso do feroménio sexual no manejo
integrado de O. invirae, a fim de monitorar e controlar a populacdo desta praga em
campo, como uma alternativa racional e sustentavel. CAMPO DE ATUACAO

[011] A patente desenvolve um método de controle efetivo para a espécie-praga O.
invirae em cultivos de plantas das familias Arecaceae e Musaceae, como 0 coqueiro,
dendezeiro e bananeira, tendo como principio o uso do feroménio sexual macho
especifico, que manipula o comportamento natural do inseto e permite o
monitoramento e a captura massal do mesmo. Com isto, avanca-se na identificacao
dos compostos que mediam a comunicacao do inseto na area da ecologia quimica e
0 uso destes como uma alternativa de controle no Manejo Integrado de Pragas (MIP).
[012] Um dos objetivos do trabalho aqui descrito € a identificacdo dos compostos
responsaveis pela atratividade dos insetos da espécie O. invirae, visando
potencializar o controle desta espécie-praga em culturas de arecaceas de importancia
socioecondmica. O uso desta tecnologia pode refletir no incremento da produtividade,
gue esta relacionada principalmente ao aumento das taxas de crescimento e
desenvolvimento dos cultivos, impactando diretamente na oferta e na qualidade das
palmeiras.

[013] Embora com o intuito de beneficiar as culturas das arecaceas e musaceas, a
tecnologia desenvolvida por este trabalho tem o potencial de aplicabilidade em outros
nichos locais também afetados por esta espécie-praga.

ESTADO DA TECNICA

[014] Os feroménios s&do produtos naturais ndo poluentes e comumente sem
toxicidade (BENTO et al., 2016). Seu uso para o controle de pragas tem sido
registrado em diversas culturas e paises, nao havendo evidéncias de efeitos adversos
sobre a saude humana, organismos nao-alvo ou meio ambiente (WITZGALL;
KIRSCH; CORK, 2010), destacando-se como uma importante ferramenta nos
programas de Manejo Integrado de Pragas.

[015] O controle comportamental jA vem sendo adotado com excelentes resultados
no controle massal da broca do olho coqueiro Rhynchophorus palmarum (Coleoptera:

Curculionidae) nas regides da América Central e do Sul, com uso estimado em 25.000
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iscas por ano (WITZGALL; KIRSCH; CORK, 2010), sendo hoje, o Rincoforol®, o
ferom6nio mais difundido no Brasil para o controle da referida praga. Os resultados
de Navarro e colaboradores (2002) mostraram a eficiéncia e qualidade do Rincoforol®
em campo, com uso de apenas uma capsula de feroménio, para uma area de 3
hectares no controle de R. palmarum. Demonstrando assim, sua eficiéncia e
economia no manejo integrado desta praga.

[016] Ainda se tratando de culturas das arecaceas, principal hospedeiro de O.
invirae, recentemente foi descoberto no Brasil, o feroménio de agregacéo da broca
do pedunculo floral do coqueiro Homalinotus coriaceus (Coleoptera: Curculionidae)
(depdsito de patente sob o numero BR 10 2012 017317 4 A2). Esta composicao
feromonal se mostrou eficiente para a atracdo de individuos machos e fémeas as
armadilhas contendo feromonio, viabilizando assim, o seu monitoramento e controle
nos plantios de palmeiras.

[017] Outro lepidoptero importante é a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae), considerada uma das principais pragas na agricultura
brasileira. Em funcéo do impacto causado por esta praga no agronegdcio brasileiro,
esta entre as 10 espécies mais importantes do pais, causando danos expressivos a
diversas culturas (ZARBIN; RODRIGUES;LIMA, 2009), dentre elas, o milho, um dos
cereais mais cultivados no mundo (LANA et al., 2012). Seu principal controle se da
com o uso de inseticidas, e por este motivo, estudos com feroménio de S. frugiperda,
tem se destacado na Ameérica do Norte, Central e do Sul, com resultados satisfatorios
ao monitoramento e controle massal desta espécie-praga. (MITCHELL; TUMLINSON,;
MCNEIL, 1985; TUMLINSON et al., 1986; ANDRADE; RODRIGUEZ;
OEHLSCHLAGER, 2000; BATISTA-PEREIRA et al., 2006).

[018] O. invirae € uma praga desfolhadora que acaba influenciando diretamente na
producéo de fotossintese, reduzindo drasticamente a produtividade (FERREIRA et
al., 2015). Assim, o registro de um produto para o controle dessa lagarta desfolhadora,
€ um passo importante na sua reducéao populacional. Até o presente momento, nao
h& registros de patentes para a composi¢cdo feromonal desta espécie, objeto desta

patente. Todavia, pesquisas com borboletas da familia Nymphalidae, tem sido
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registrada na area da ecologia quimica (SCHULZ et al., 2008; DARRAGH et al., 2017,
BORGES et al., 2017).

[019] O conhecimento do comportamento reprodutivo de lepidopteros para o controle
de insetos-praga no campo tem entusiasmado cientistas de todo o mundo, e levado
a identificacdo de varios semioquimicos produzidos por borboletas. Existem uma
diversidade de estruturas morfologicas presentes que liberam esses compostos,
desde estruturas modificadas localizadas nas asas e “tufo de pelos”, a regibes como,
abdémen, pernas e térax (ROELOFS; CARDE, 1977; GANAI; KHAN; DAR, 2017).
Brower et al., (1965) relataram a influéncia do “tufo de pelos” (hair-pencil) do macho
de Danaus gilippus (Lepidoptera: Nymphalidae) para fémeas co-especificas durante
seu comportamento reprodutivo. Para Opsiphanes invirae isagoras, assim como na
espécie objeto deste estudo, glandulas odoriferas para producdo de substancias
atraentes masculinas, estdo presentes em mais de um o0Orgado. Estas glandulas
localizam-se nas laterais do abddomem e asas posteriores, e seu “pincel distribuidor”,
se encontra ao lado da area glandular de suas asas posteriores. No periodo de
cortejo, os volateis emitidos ganham maior concentra¢cdo, no intuito de aumentar o
efeito excitante sobre as fémeas para fim de acasalamento (RUDOLF BARTH, 1980).
Além destes, varios tem sido os trabalhos que evidenciam a influéncia de um ou mais
compostos no comportamento de aceitacdo da fémea para o acasalamento em
borboletas como: Danaus gilippus (PLISKE; EISNER, 1969), Idea leucone (NISHIDA
et al.,, 1996), Bicyclus anynana (NIEBERDING et al., 2008), Ithominae (TRIGO;
BARATA; BROWN, 1994), Danainae (Lepidoptera: Nymphalidae) (HONDA et al.,
2016), Pieris napi (ANDERSSON et al.,, 2007)e Colias eurytheme (Lepidoptera:
Pieridae) (GRULA; MCCHESNEY; TAYLOR, 1980). Nestes trabalhos se confirmam
gue o ferombnio destas borboletas é liberado pelos machos coespecificos, e ndo por
fémeas, como geralmente ocorre na producdo de feromdnios sexuais liberados por
mariposas.

[020] No processo evolutivo, borboletas e mariposas desenvolveram
comportamentos reprodutivos distintos. Em geral, as mariposas fémeas liberam
ferombnios sexuais de longo alcance para atracdo do sexo oposto, dos machos
coespecificos (SARTO | MONTEYS et al.,, 2012; ANDERSSON et al., 2007). No
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estudo do comportamento reprodutivo de borboletas, sugere-se que os machos sejam
0s responsaveis pela liberacdo do feromdnio afrodisiaco (YILDIZHAN et al., 2009).
Estes aproximam-se inicialmente das fémeas de forma visual, para em seguida
ocorrer a liberacdo do feromodnio (LI; MATHEWS, 2016). Estas substancias
aromaticas especificas dos machos atuariam como feromoénios sexuais da espécie,
pelo reconhecimento de seu papel na aceitacdo da fémea durante o comportamento
de corte e acasalamento (ANDERSSON et al., 2007; RUTOWSKI, 1980).

[021] Na prética, os ferombnios sexuais seguem dois modos de acgdo, 0 primeiro
consiste na saturacdo do ar com o feromonio, para interrup¢cdo da comunicagao e
acasalamento, e o segundo fazendo uso do composto feromonal em armadilhas
pontuais, para 0 monitoramento e captura massal da populagcdo da praga-alvo
(WITZGALL et al., 2008). O principal uso do feroménio é na atracdo de insetos para
armadilhas, visando a detec¢ao e o monitoramento de insetos-pragas. Estima-se que
20 milhdes de iscas de feromdnios sdo produzidas no mundo para monitoramento ou
captura massal todos os anos (WITZGALL et al., 2008). Com o monitoramento, €
possivel antecipar e estimar se um inseto especifico esta presente, informar quando
se inicia seu periodo sazonal, além de orientar o produtor na tomada de deciséo,
permitindo assim, o uso mais racional de inseticidas (BENTO, 2001). Em paises do
ocidente esta tecnologia tem sido amplamente utilizada nos setores da agricultura,
silvicultura e saude publica (CUI; ZHU, 2016) destacando-se como uma ferramenta
promissora para o controle de insetos-pragas.

[022] O uso de pesticidas tem provocado a resisténcia de pragas, alteracdo do
equilibrio ecoldgico e danos significativos ao ambiente e economia (ZARBIN; VILLAR;
CORREA, 2007). Estes fatores tém levado a necessidade de um manejo integrado
de pragas, com técnicas de baixo ou nenhum impacto ambiental, proporcionando
vantagens para a toda a sociedade (EVALDO F. VILELA, 1992). A seletividade é um
dos principais beneficios no uso de feromonios. Essa caracteristica permite que
apenas a espécie-alvo responda ao feroménio, ndo afetando outros organismos Vvivos
do sistema de cultivo, como por exemplo os insetos benéficos e agentes de controle

biologico (WELTER et al., 2008). Este atributo atua em favor dos inimigos naturais,
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reduz o uso de inseticidas em campo, e caminha em consonancia com 0s principios
ecoldgicos, econémicos e sociais do Manejo Integrado de Pragas.

[023] Os compostos quimicos aqui utilizados para a formulagcéo do feromonio sexual
de O. invirae, sdo de acesso facil no mercado, ou séo facilmente sintetizados. Fato
gue os tornam viaveis para a producdo em larga escala do feromdnio aqui descrito. A
presente invencao € uma ferramenta ndo-toxica, que nao afeta outros organismos,
somente a espécie-alvo, nao oferecendo riscos a saude humana e nem ao cultivo.
Além disso, utiliza-se o feroménio em armazenadores e liberadores de simples
manipulacéo, o que faz desta invencao, um produto seguro e de facil aplicabilidade
em campo.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[024] Figura 1. Box plot com a representacdo da média e o desvio padréo das
respostas das antenas das fémeas de O.invirae ao ar, hexano, extrato masculino e
feminino. A andlise demonstra respostas significativas das antenas femininas aos
extratos masculinos, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

[025] Figura 2. Cromatograma (GC-FID) do extrato da asa posterior do macho de O.
invirae e a resposta eletroantenografica (GC-EAD) da antena da fémea coespecifica.
As setas indicam os compostos para os quais houve despolarizacdo da antena.
[026] Figura 3. Andlise multivariada por medida repetida no tempo para o numero de
adultos de O. invirae coletados ao longo de cinco avaliacbes em armadilhas com
diferentes formula¢des de ferombnios em campo.

[027] Figura 4. Representacdo grafica do numero de insetos adultos de O. invirae
capturados nas armadilhas iscadas com formulacdes de ferombénios em campo,
versus testemunha. As formulagdes de feromonio T1 e T2 diferiram significativamente
da testemunha. As diferencas entre as formulagdes no bioensaio em campo foram
analisados por ANOVA, utilizando o teste de média LSD, em nivel de 5% de
probabilidade.

[028] Figura 5. NUmero médio (£ EP) de O. invirae coletadas por monitoramento para
cada tratamento com diferentes formulacbes de feromonios e testemunha (apenas

melaco) em armadilhas em campo.
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[029] Figura 6. Numero médio de adultos de O. invirae coletados em armadilhas
iscadas com feromoénio no experimento em campo.

DESCRICAO DA TECNICA

[030] O estudo da presente invencgao foi realizado em 4 etapas:

[031] Extracdo dos compostos volateis de O. invirae através das técnicas de aeracao
(headspace) e extracdo com solvente de partes do inseto;

[032] Andlise dos extratos por Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de
lonizacdo de Chamas (GC-FID) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (GC-MS);

[033] Andlise dos extratos por Eletroantenografia (CG-EAG) para a identificacéo de
compostos ativos para o inseto;

[034] Bioensaios para a determinacdo da atividade biol6gica dos compostos em
condi¢cBes de campo.

[035] Serédo detalhados a seguir, 0s experimentos realizados em laboratorio e em
campo para identificagdo, caracterizagdo e determinagédo dos componentes ativos
aos insetos, na mistura feromonal do macho de O. invirae.

Extracdo dos compostos volateis a partir da aeracédo e do extrato com solvente
das partes do inseto.

[036] Os insetos de O. invirae utilizados no experimento, foram coletados na fase de
pupa nas fazendas do Complexo Agropalma S/A (02° 31’ 31" S e 48° 45’ 77), no
municipio de Tailandia, e na fazenda Sococo S/A (02° 7”7 11” S e 48° 38’ 45” W), no
municipio de Mojld, ambas no estado do Para. Apos a coleta, o material biolégico foi
transportado para o Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgRN), da
Universidade Federal de Alagoas (9° 33’ 17” S e 35° 46’ 33”), no municipio de Maceio,
estado de Alagoas. Inicialmente, realizou-se a sexagem das pupas, € as mesmas
foram penduradas e mantidas em gaiola até a emergéncia. Grupos de 25-60 insetos
adultos (machos e fémeas) virgens de O. invirae de 24 a 72 horas de idade, foram
colocados em um sistema fechado que consiste numa camara de vidro (11 cm de
altura e 7 cm de didametro) na qual os insetos permaneceram durante um periodo de
16 horas sobre fluxo continuo de ar (1,5 L/min) previamente filtrado com carvéo

ativado. A coleta de volateis comec¢ou uma hora anterior ao inicio do comportamento
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reprodutivo desta espécie, que ocorre predominantemente no periodo crepuscular.
Os volateis liberados pelos insetos dentro da camara foram arrastados até a
extremidade oposta do sistema através de uma bomba de vacuo Platon®, e
adsorvidos em uma coluna contendo 50 mg do polimero adsorvente Porapack (50-80
mesh, Waters Corporation). Esta coluna com Porapack foi colocada na saida do
sistema. Para uso desta coluna, foi realizado uma limpeza com dois mL do solvente
hexano, e posteriormente aquecida a 120°C, durante o periodo de duas horas, antes
de inseri-la no sistema. Ao término do processo de aeracdo, a coluna com 0s
compostos adsorvidos foi desconectada, e os volateis do sistema foram dessorvidos
com 500 uL de hexano bidestilado grau HPLC (ZARBIN; FERREIRA; LEAL, 1999), e
armazenados em vial com capacidade de dois mL. As amostras foram conservadas
em baixa temperatura, em um freezer (-10° C), a fim de evitar perda de material, e
garantir posteriores analises. Foi coletada uma média de 10 repeticbes de amostras
de aeracéo.

[037] Para a realizagcdo dos extratos das partes do inseto, foram utilizados 20
machos e 20 fémeas virgens, de 24 a 72 horas de idade. As extragbes foram
realizadas no horario de comportamento reprodutivo desses insetos no intuito de
garantir a coleta dos compostos envolvidos na comunicacdo sexual. Os insetos
selecionados para o procedimento de extracdo das partes foram preparados com
antecedéncia, sendo anestesiados no congelador por 2-3 minutos. Foram realizados
extratos da asa anterior, asa posterior, perna anterior, perna meédia, perna posterior,
abdome, 6rgao sexual, androconia masculina (estrutura presente na asa posterior do
macho) e asa posterior do macho sem androcénia. Todas as partes foram removidas
com tesouras de disseccdo, e imersos em hexano (grau HPLC, bidestilado). As
extracdes foram realizadas por um periodo de 20 minutos, e o sobrenadante filtrado
em uma coluna de |a de vidro, preparada em uma pipeta de pasteur de vidro, e em
seguida, transferidos para um vial com capacidade de dois mL, e conservados em
refrigeracao (-10° C) para posterior analise. Foi obtido para cada extrato, um acumulo
de 20 partes do inseto, totalizando 4 repeticbes para cada parte.

Andlises dos extratos de O. invirae por (GC-FID) e (GC-MS);

Peticao 870180003366, de 15/01/2018, pag. 18/38



10/21

[038] Para identificar os compostos presentes nas amostras de aeracdo e dos
extratos das partes do inseto, as amostras foram analisadas em um cromatografo
gasoso (ShimadzuGC-2010), acoplado a um detector de ionizagdo em chama (FID).
A cromatografia foi realizada nas colunas capilares RTx-1 (30m x 0,25mm d.i. X
0,25um Restek®) e RTx-5 (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um Restek®). As condi¢des de
analise para a separacdo dos componentes foram de 50°C temperatura inicial,
durante cinco minutos, e em seguida elevada a uma taxa de 10°C/min até 300°C,
sendo mantida nessa temperatura por 10 min, nas duas colunas. O gas de arrastre
utilizado foi o nitrogénio, com fluxo de 1.79 mL/min. Cada extrato foi injetado no modo
splitless em aliquotas de 1 pL a 250 °C, e a deteccdo a 300°C.

[039] As obtencdes dos espectros de massa foram obtidas em um cromatégrafo
gasoso acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS) — QP 2010 Ultra (Shimadzu)
operando com modo de ionizacdo por impacto de elétrons a 70eV. As amostras foram
eluidas utilizando coluna Rtx — 5 (30m x 0.25mm d.i. x 0.25um, Restek®) sob um fluxo
de 1.79 mL/min e hélio como géas de arraste. O modo de injecéo e as condicdes de
andlise do forno foram as mesmas do GC-FID. Os compostos quimicos foram
identificados pela comparacao de seus indices de Kovats (IKs), usando uma solucéo
padrdo de alcanos de 7 a 30 atomos de carbono, por suas caracteristicas de
fragmentacdo no espectrometro de massas, comparacdo com 0S espectros da
biblioteca e com o padrdo analitico das substancias nas duas colunas. Na
identificacdo estrutural dos compostos foram utilizados os espectros de massas do
banco de dados do Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia, 2008 (NIST08 e
NISTO8s) e da biblioteca Wiley229, ou utilizando os indices de retencéo (publicados
nos sites Pherobase e NIST Chemistry Web Book) e confirmados pela coinjecdo de
padrbes. As solucdes de padrBes analiticos comerciais da marca Sigma-Aldrich e
AkScientific foram preparados na concentragéo de 50 mg/mL em hexano grau HPLC,
bidestilado. A posicdo da dupla ligacdo do composto (Z)-7-heptadeceno foi
determinada mediante derivatizacédo do extrato com dissulfeto de dimetila (DMDS) e
o composto foi confirmado através da sintese. Os compostos nas amostras foram
quantificados por normalizacéo de areas usando eicosano (50 mg/L) como padrao

interno.
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Andlise dos extratos por Eletroantenografia (GC-EAG) para a identificacdo de
compostos bioativos para o inseto;

[040] Para avaliagcdo dos efeitos das amostras sobre a antena dos adultos de O.
invirae, inicialmente, as antenas dos machos e fémeas dos insetos, receberam pulsos
de ar contendo os extratos do macho e da fémea. Como forma de controle, pulso do
ar e do hexano foram utilizados durante o teste. Adicionou-se 10 uL das amostras
testadas (extratos da aeragédo de machos e fémeas) sobre um papel de filtro (2,0 cm
x 1,0 cm), e em seguida foi inserido em uma pipeta de pasteur de vidro. Esta pipeta
foi conectada ao sistema gerador de pulsos (StimulusController, Type CS-55,
Syntech), o pulso foi mantido durante 0,3 s. Os estimulos de ar, hexano, e extratos
do macho e da fémea foram utilizados em antenas no sexo oposto de O.invirae. Cada
antena testada recebeu estimulo de todos os tratamentos sequencialmente por trés
vezes, e ao término de cada série (3x) trocava-se as antenas. Um total de 10 antenas
de cada sexo foram avaliadas (PENG et al., 2012). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

[041] Posteriormente, a eletroantenografia acoplada a cromatografia foi utilizada
para detectar os compostos ativos nas amostras dos machos de O. invirae. As
andlises eletroantenograficas foram realizadas com as antenas de fémeas virgens (2-
3 dias de idade, n=6) (PIRES et al., 2016), versus 0s extratos brutos da aeragéo, asas
posteriores e abdome dos machos. Nas analises utilizou-se 2 uL de cada amostra em
um cromatégrafo gasoso (Schimadzu, GC-2010) acoplado a um detector FID e a um
detector electroantenografico (EAD). A cromatografia foi realizada em coluna RTx-5
(30m x 0,25mm d.i. x 0.25um Restek®). As condi¢bes cromatograficas utilizadas
foram as mesmas do GC-FID e GC-MS. Os exemplares de O. invirae foram
anestesiados em baixa temperatura (-10° C) por 2-3 minutos, e em seguida, com uso
de pinca e tesoura entomoldgica, foi removida sua antena cuidadosamente desde a
base. A antena foi fixada no eletrodo de prata do sistema EAG com uma extremidade
da antena colocada no eletrodo de trabalho e a base da mesma fixada no eletrodo de
referéncia. Um gel condutor foi utilizado para cobrir as extremidades da antena no

eletrodo (MORAES et al., 2008). O programa utilizado para analise foi o Syntech GC-
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EAD32 versdo 4.6 e a amplificacdo dos sinais elétricos ocorreu em um amplificador
de alta impedéancia (IDA-4, SyntechHilversum, Holanda). Os compostos que eluiram
do cromatografo foi considerado EAG-ativo quando induziram despolarizagdo em
duas ou mais de seis repeticdes de cada amostra.

Bioensaios para a determinacdo da atividade biol6gica dos compostos em
condi¢cbes de campo.

[042] Para verificar a atratividade dos adultos de O. invirae para a formulacdo do
ferombnio do macho coespecifico, 0 experimento em campo foi realizado em uma
area de monocultura de dendé, na fazenda Agropalma S/A, localizada no municipio
de Tailandia, no estado do Para.

[043] O teste em campo foi realizado com armadilhas produzidas com sacos
plasticos, contendo o atrativo alimentar (melagco) e o feroménio a ser testado. Na
preparacao das armadilhas iscadas, foram colocados um septo contendo o composto
feromonal, e separadamente, uma garrafa pet de 250 ml com pequenas aberturas
contendo 100 mL da solucédo de melaco (50% agua e 50% melaco), ambos fixados
as sacolas com um arame de aproximadamente 25cm. As armadilhas (80cm de altura
e 55cm de comprimento) possuiam uma abertura de aproximadamente 8cm, e foram
fixadas as plantas de dendé em média a 100cm do solo.

[044] Como testemunha no experimento, utilizamos as armadilhnas contendo
somente o atrativo alimentar (melago), nas mesmas condicdes das demais
armadilhas. Foram realizadas neste experimento trés repeticbes com trés
formulacdes do feromdénio T1, T2, T3 e testemunha, totalizando 12 armadilhas
distribuidas no plantio de dendé, das quais foram capturados um total de 19.941
insetos (Fig.5). As formulagbes e testemunha foram distribuidas nas esquinas e
corredores das parcelas com ocorréncia de insetos a uma distancia de 20-25m, e
suas repeticdes, a aproximadamente 160m de distancia. O experimento foi realizado
por um periodo de trés semanas, com um total de cinco monitoramentos, que
ocorriam duas vezes na semana. As armadilhas provenientes de cada monitoramento
foram transportadas ao laboratério de Fitossanidade do Grupo Agropalma S/A para
sexagem e contagem dos insetos capturados. Os bioensaios ocorreram nos meses

de setembro a outubro de 2017, com temperatura média de 27,0 £ 0,5°C, e umidade
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relativa de 80 + 3%. As analises estatisticas do bioensaio em campo para verificar as
diferencas entre as formulacdes do feromonio testados e a testemunha, ocorreram
pela andlise de variancia ANOVA, utilizando o teste de média LSD, em nivel de 5%
de probabilidade.

RESULTADOS OBTIDOS

[045] Os machos de O. invirae liberam naturalmente uma mixtura de monoterpenos,
sesquiterpenos e alcenos tais como (E)-B-ocimeno, linalol, B-farneseno, (E)-nerolidol,
(2)-7-hexadeceno e (Z2)-7-heptadeceno. Estes compostos também fazem parte da
composicdo quimica das asas posteriores, androconias e abdomes, com excecao do
(E)-B-ocimeno que foi encontrado somente na aeracdo dos adultos de O. invirae.
[046] O (2)-7-heptadeceno e o (E)-nerolidol sdo os componentes majoritarios nas
partes do inseto aqui estudadas, em contraste ao (Z)-7-hexadeceno e B-farneseno,
que se apresentaram em concentracdes menores.

[047] Bioensaios eletroantenograficos mostraram que as antenas das fémeas
apresentaram uma resposta aos extratos dos machos com diferenga significativa
(p<0,05) aos estimulos de ar e hexano, os quais foram usados como controle (Fig. 1).
Em contraste, as antenas de machos frente a seus extratos, ndo apresentaram
diferenca com os controles (p>0,05). Desta forma, os resultados indicaram a presenca
de compostos biologicamente ativos no macho que produziu respostas significativas
nas antenas das fémeas de O. invirae.

[048] A posterior separacdo dos compostos por CG-EAG, mostraram que trés
compostos provocaram a despolarizacdo nas antenas das fémeas de O. invirae,
sendo estes o [-farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno. Estes foram
destacados no cromatograma de acordo com a ordem de eluicéao (Fig.2). A resposta
mais expressiva se mostrou ao composto (E)-nerolidol, tanto nos volateis liberados
pelos machos como nas amostras de parte do inseto.

[049] O bioensaio realizado em campo para verificar a atratividade e a preferéncia
das formulacdes sintéticas do feromdnio, constituido pelos compostos ativos no EAG,
mostraram que as armadilhas iscadas com as formulagbes de feromonios,
capturaram mais insetos e os adultos chegavam antes nos tratamentos que nas

armadilhas testemunhas, que continham apenas o atrativo alimentar. A analise
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multivariada por medida repetida no tempo para o numero de adultos de O. invirae
coletados ao longo das avaliacGes revelou que existe diferenca estatistica entre os
monitoramentos e os feromoénios (Fig.3). As analises estatisticas mostraram diferenca
significativa entre as formulacdes de feromodnios dos tratamentos T1 e T2 e a
testemunha (Fig.4-5).

[050] A composicao da referida invencdo foi estabelecida. Concluindo-se que 0s
compostos B-farneseno, (E)-nerolidol e (Z)-7-heptadeceno presente nos machos
virgens de O. invirae, seriam os componentes do feromonio sexual deste inseto-
praga, variando na propor¢éo 1:1:1 a 1:10:20, respectivamente.

VANTAGENS DA PATENTE

[051] O uso de feromdnios e a consequente reducdo na aplicacdo de pesticidas no
cultivo de areciceas e musaceas sdo desejaveis para a obtencdo de produtos de
melhor qualidade e valor agregado, numa pratica agricola mais sustentavel. A
vantagem ecologica desta invencdo € proporcionada pelo uso especifico do
feroménio aplicado, uma vez que esta técnica somente ira interferir com a populacao
da praga-alvo, ndo atingindo os demais organismos presentes no local, seja estes,
benéficos ou maléficos (COPPING; MENN, 2000).

[052] Atualmente, o manejo dos adultos de O. invirae ocorre com uso de armadilhas
com atraente alimentar e em alguns casos com inseticida para captura destes insetos.
O presente produto é til na potencializacao da atratividade destes insetos, em funcao
da maximizacao da captura de machos e fémeas, para o controle de suas populacoes,
através da técnica de coleta massal. Uma das principais vantagens da formulacdo do
ferom6nio sexual de O. invirae, esta na eficiéncia da técnica em funcdo da sua
atuacao em sinergismo com outros métodos de controle. O uso de armadilhas iscadas
com feromdnio sintético e atraente alimentar permite a captura dos insetos-alvo logo
apos sua emergéncia, provocando a interrupcdo no acasalamento, impedindo a
oviposicdo, e consequente reducdo da préoxima geracdo do inseto-praga. As
armadilhas para controle de O. invirae contendo apenas atraente alimentar e em
alguns casos inseticida, demanda tempo para o inicio da atratividade dos insetos. A
presente invencéo tao logo exposta ao campo contribui de forma expressiva ao

meétodo ja aplicado, pela presenca de componentes ativos de acdo imediata e
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continua, sobre a atracao dos insetos em seu periodo de reproducéao, possibilitando,
assim, o seu controle.

[053] Outra vantagem desta invenc¢éo é o uso do feroménio sexual no monitoramento
de pragas, visto que esta ferramenta tem permitido o uso mais racional de inseticidas
em campo, trazendo reducdo destes produtos quimicos, e beneficios extraordinarios
ao produtor (BENTO et al., 2016). A facilidade do seu uso permite reduzir a populacao
para indices abaixo do nivel de dano econémico, e 0 consequente aumento da
produtividade agricola.

[054] Além disso, contribui para o desenvolvimento sustentavel, por se tratar de uma
fonte de recurso ecologicamente correto, com o desenvolvimento de uma composicao
feromonal que viabilize o controle desta praga de maneira menos agressiva ao meio
e a satude humana e animal.
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REIVINDICAGOES

1. Formulagdo de Feromdnio Sexual, eficaz no controle da lagarta desfolhadora,
Opsiphanes invirae  (Lepidoptera: Nymphalidae), caracterizada por
compreender uma combinacdo de: [B-farneseno, (E)-nerolidol e (2)-7-

heptadeceno.

2. Formulagéo de Feromodnio Sexual, eficaz no controle da lagarta desfolhadora,
Opsiphanes invirae (Lepidoptera: Nymphalidae), de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pela razdo entre os componentes (-farneseno, (E)-nerolidol e
(2)-7-heptadeceno variando na proporcao 1:1:1 a 1:10:20, respectivamente.

3. Formulagdo de Feromdnio Sexual, eficaz no controle da lagarta desfolhadora,
Opsiphanes invirae (Lepidoptera: Nymphalidae), de acordo com as
reivindicacbes 1 e 2, caracterizada por se apresentar na forma liquida, seja na
forma em suspenséo ou gel, ou, na forma sélida por se apresentar micronizada

em po ou em granulos.

4. Formulacdo de Feroménio Sexual, eficaz no controle da lagarta desfolhadora,
Opsiphanes invirae (Lepidoptera: Nymphalidae), de acordo com as
reivindicagbes 1 a 3, caracterizada por ser usada com fagos estimulantes
provenientes da cana-de-acucar, melaco da cana-de-acucar, garapa da cana-
de-acucar, produtos derivados da fermentacdo biologica, frutos em

fermentacédo, alcoois de plantas, extratos de plantas e suas combinacdes.
5. Uso da formulagdo de feromonio sexual, de acordo com as reivindicagdes 1 a

4, para monitoramento e controle da lagarta desfolhadora, Opsiphanes invirae

(Lepidoptera: Nymphalidae).
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Figura 03

Causas da variacéo GL F P

Monitoramento 4 11,21 <0,0001
Feromonio 3 416 0,0117

Feromo6nio * Monitoramento 12 1,71 0,1010

Valor de Wilks’ Lambda = 0,029

Petica0 870180003366, de 15/01/2018, pag. 34/38



3/5

Figura 04
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Figura 05
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Figura 06
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