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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
DE INICIALIZAGAO E DE AUMENTO DE RESISTENCIA A UM PATOGE-
NO DE PLANTA".

O presente pedido reivindica prioridade do pedido de patente provisério U.S.
N° de Série 60/956.301 depositado em 16 de agosto de 2007, cujos teores
sao aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.

O Governo dos Estados Unidos tem direitos na presente inven-
¢ao com relagao ao Contrato Niumero DE-AC05-000R22725 entre o Depar-
tamento de Energia dos Estados Unidos e UT-Battelle, LLC e também com
relagdo ao Contrato Numero 10B-0450207 concedido pela U.S. National Sci-
ence Foundation.

ANTECEDENTES

Acido azelaico, derivados e analogos do mesmo aumentam a

resisténcia a patégenos de planta e preparam as plantas para resistirem a
infecgao por patégeno.

As plantas ativam ambas as defesas local e sistémica contra
muitos patdégenos (virulentos, avirulentos e nao-hospedeiros) em resposta
que envolvem a indugéo de centenas de genes. Entdo, as plantas fazem um
investimento substancial em respostas de defesa que ajudam a limitar o
crescimento de patégenos. Respostas de planta a muitos patégenos séao
frequentemente categorizadas ou como compativeis ou incompativeis, com
base no grau de doenca. Nesses dois extremos, o patégeno tipicamente ou
cresce e causa sintomas de doenga extensivos (0 caso compativel) ou é re-
lativamente restrito em sua replicacdo (o caso incompativel). No caso de
respostas incompativeis (também chamadas "respostas de resisténcia"),
sinalizacéo ¢ iniciada pela percepc¢éo de proteinas de Aviruléncia derivadas
de patégeno (Avr) que interagem diretamente ou indiretamente com proteinas
R e planta cognata. Mesmo em interagbes compativeis, € agora claro que a
planta pode frequentemente montar uma resposta de defesa que é parcial-
mente eficaz em limitar o patégeno. Perfil de expresséao global apds infecgéo
por patégeno sugere que as respostas compativeis e incompativeis afetam

muito os mesmos conjuntos de genes-alvos, embora a velocidade e o grau
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ao qual eles séo induzidos sejam menores no caso compativel. Um subcon-
junto desses genes-alvos é provavelmente induzido porque ele codifica pro-
teinas reguladoras importantes que participam diretamente em cascatas de
tradugéo de sinal ou geram intermediarios de transducao de sinal. Compre-
ensdo de como esses genes reguladores sédo ativados sob condigdes dife-
rentes pode dar insight significante sobre fluxo de sinal através de circuitos
reguladores.

A indugdo de sintese de acido salicilico (SA) é requerida para
conferir resisténcia a uma variedade de patégenos compativeis e incompati-
veis. Varios mutantes com acumulo ou transdugado de sinal de SA reduzido
também mostram susceptibilidade aumentada a patégenos tal como Pseu-
domonas syringae, um patégeno extracelular gram-negativo.

Em adi¢do a ser importante para respostas de defesa local, SA
tem estado implicado em uma resposta adaptativa de planta inteira a paté-
genos chamada resisténcia adquirida sistémica (SAR). Apds infeccdo com
um patdgeno avirulento, SA acumula no tecido ndo-infectado sistémico. Este
tecido sistémico mostra resisténcia aumentada a muitos patégenos que de
outro modo seriam altamente virulentos. Plantas que ndao podem acumular
ou perceber niveis aumentados de SA em tecidos sistémicos nao desenvol-
vem SAR. No entanto, SA € imaginado ndo ser o sinal de defesa moévei-
chave em SAR e como ainda sinais nao identificados gerados durante a res-
posta de defesa podem também desempenhar um papel no estabelecimento
de SAR. Encontro da identidade e propriedades dessas moléculas de sinal
ndo-identificadas é importante, uma vez que essas sdo sinais ou intermedia-
rios de sinal de defesa potenciais.

SUMARIO

Acido azelaico e seus derivados ou analogos preparam as plan-
tas para ativarem sua resposta de resisténcia contra um ataque de patége-
no. O acido azelaico e seus derivados induzem uma resposta de defesa de
planta antes do ataque de patégeno na auséncia de expresséo de ativagao
da maioria dos genes relacionados a defesa.

Um método de aumento da resisténcia a um patégeno em uma
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planta inclui:

(a) obtengdo de uma composigdo incluindo uma quantidade efi-
caz de acido azelaico ou um analogo ou derivado do mesmo; e

(b) contato de um componente de planta com a composigéo para
aumentar a resisténcia ao patégeno na planta.

Um componente de planta adequado é selecionado de um grupo
que inclui folhas, raizes, caules, frutas, flores e sementes.

Um derivado de acido azelaico adequado é geralmente solGvel
em agua. Exemplos de derivados de acido azelaico incluem azelato de so6-
dio, azelato de potassio e ésteres de acido azelaico.

Um método para iniciar uma planta para induzir seu mecanismo
de defesa contra um patégeno inclui:

(a) obtengdo de uma composicao incluindo acido azelaico ou um
analogo ou um derivado do mesmo; e

(b) contato da planta com a composigao para iniciar uma planta
para induzir seu mecanismo de defesa em resposta a um ataque de patoge-
no.

Um método de protegdo de uma planta contra uma infecgéo por
patégeno inclui:

(a) provisao de uma composi¢ao incluindo acido azeiaico ou um
analogo ou derivado do mesmo; e

(b) exposigdo da planta a composigdo para proteger a planta
contra a infecgdo por patdégeno.

Alguns exemplos de patégenos de planta incluem patégenos de
planta bacterianos, fungicos, oomiceto e virais. Plantas adequadas para tra-
tamento conforme aqui descrito incluem monocotiledoneas e dicotiledéneas.
Por exemplo, uma planta monocotiledénea € uma planta de cultura. Uma
planta adequada é também uma planta ornamental.

A concentragdo de acido azelaico em uma composigdo pode
incluir uma faixa de cerca de 0,01 mM a 10 mM e quaisquer concentragées
intervenientes tais como 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 5 mM. Se acido

azelaico for misturado com um ou mais de outros componentes de indugéo
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de defesa, a concentragdo de acido azelaico pode ser menor. O acido aze-
laico ou seu derivado, incluindo analogos, € pulverizado sobre uma folhagem
de planta. A composicao pode também ser absorvida atraves das raizes da
planta. A composigéo é geralmente administrada na presenga de luz.

As composicdes reveladas aqui podem ser também administra-
das como uma combinag¢do com um nutriente de planta. A composi¢ao pode
ser administrada antes do ataque de um patégeno ou durante o ataque de
um patdgeno.

As composi¢gdes podem também incluir um componente para
induzir mecanismos de defesa que dependem de etileno ou acido jasménico.

Um meétodo de indugao de resisténcia a doenga em uma planta
inclui:

(a) pré-tratamento da planta com uma concentragdo eficaz de
uma composi¢cdo consistindo essencialmente em acido azelaico e qualquer
outro componente que ndo afete materialmente o funcionamento do acido
azelaico;

(b) indugao de resisténcia a doenga em plantas ao iniciar a res-
posta de defesa da planta contra um patégeno.

Um método de indugao de resposta de resisténcia adquirida sis-
témica em uma planta inclui:

(a) aplicagdo de uma composigéo incluindo acido azelaico ou um
analogo ou um derivado do mesmo a uma ou mais partes da planta; e

(b) indugdo de uma resposta de resisténcia sistémica na planta
toda contra um patdgeno.

Um método de iniciar planta contra uma infecgao por patdégeno
inclui:

(a) contato da planta com uma composigdo incluindo um compo-
nente de um exsudato de planta, onde a composigéo néo induz significante-
mente proteina relacionada a patogénese 1 (PR-1); e

(b) inicializagdo da planta contra a infecgé@o por patdgeno.

Um método de indugéo de resisténcia a patégeno em uma plan-

ta inclui:
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(a) contato da planta com uma composigao incluindo acido aze-
laico ou um derivado do mesmo;

(b) contato da planta com um agente que ativa uma ou mais res-
postas de defesa de planta; e

(c) indugao de resisténcia a patdégeno na planta.

Um agente adequado que pode ser usado junto com acido aze-
laico ou seu derivado inclui, por exemplo, agonistas de acido salicilico, espé-
cies oxigénio reativas, benzotiazol, acido jasmdnico e etileno.

Uma composicdo de indugdo de defesa de planta inclui uma
quantidade eficaz de acido azelaico ou um derivado do mesmo e um nutrien-
te de planta.

Uma composi¢cdo de promogdo de crescimento de planta inclui
uma quantidade eficaz de acido azelaico ou um derivado do mesmo € um
nutriente de planta.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
A FIGURA 1 demonstra que exsudatos de petiolo de plantas in-

fectadas por patdégeno tém compostos de sinalizagao que induzem resistén-
cia a doenga e marcadores de defesa em plantas de Col Arabidopsis. (A)
Niveis de expressdo de PR7 em folhas de Col do tipo selvagem em 2 dias
apods tratamentos com 0,25 m! de EDTA e exsudatos de petiolo de Col trata-
das com simulagdo (Col-Mex) e de Pseudomonas syringae pv. maculicola
carregando Col inoculada com awrRpt2 (Col-Pex). AtEF1-a foi usada como
um controle interno para a quantidade de mRNA. (B) Crescimento bacteriano
reduzido em folhas de Col pré-tratadas com inoculagdo com seringa com
exsudatos de petiolo induzidos por patogeno (Col-Pex). Letras diferentes
indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,001, teste t, n=6). (C)
Expressdo de gene relativa em folhas de Col em 2 dias ap6s infiltragdo de
exsudatos diferentes que foram coletados em varios momentos apés inocu-
lacdo de patdégeno. O numero de asteriscos indica amostras que eram dife-
rentes umas das outras no nivel dado de significancia estatistica (**p<0,01).
EDTA 0,25 mM foi aplicado como um controle (M).

A FIGURA 2 ilustra que alguns mutantes de defesa mostram in-
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ducao de gene relacionado a defesa atenuada e/ou resisténcia a patégeno
induzida por exsudatos de Col-Pex. (A) Expressdo de gene relacionado a
defesa relativa em folhas de (Col) do tipo selvagem (WT) e plantas mutantes
em 2 dias apos tratamento de exsudatos ativos. (B) Crescimento de
PmaDG3 linhagem Pseudomonas syringae pv maculicola em folhas de Col
do tipo selvagem e plantas mutantes tratadas com Col-Mex (barras brancas)
e Col-Pex (barras com linha). PmaDG3 (OD600=0,0001) foi infiltrada em fo-
Ihas em 2 dias apos pré-tratamento de exsudatos. O crescimento de bacté-
rias foi medida no dia 3 apds inoculagdo. O numero de asteriscos indica a-
mostras que eram diferentes umas das outras em um dado nivel de signifi-
cancia estatistica (* p<0,05, ** p<0,005).

A FIGURA 3 demonstra que o componente do exsudato petiolo
acido azelaico induz resisténcia da planta contra infec¢do por PmaDG3. (A)
Resposta de resisténcias local e sistémica pelo tratamento com acido azelai-
co contra infecgdes por PmaDG3 virulenta. Folhas locais ou sistémicas de
plantas de 21~23 dias de vida fora tratadas com MES 5 mM (pH 5,6) (barras
pretas) ou acido azelaico 1 mM em MES 5 mM (pH 5,6, barras brancas) 2
dias antes da provocagdo com a linhagem de PmaDG3 virulenta
(OD600=0,0001). MES e acido azelaico foram introduzidos em folhas atra-
vés de infiltragdio por seringa. Acido azelaico induziu uma redugéo significan-
te nos sintomas da doenga de folhas locais e sistémicas e uma redugdo em
crescimento de patéogeno. (B) Crescimento de linhagens avirulentas de
PmaDG6 (pmaDG3 carregando avrRPt2) e PmaDG34 (PmaDG3 carregando
avrRpm1) em folhas de Col pré-tratadas com MES 5 mM (barras pretas) ou
acido azelaico 1mM em MES 5 mM (pH 5,6, barras brancas). (C) Plantas de
vinte e trés dias de vida foram pré-tratadas com 1, 10, 100 e 1000 pM de
acido azelaico em MES 5 mM ou MES 5 mM por 2 dias e entdo submetidas
a infecgdo com PmaDG3 virulenta a OD600=0,0001. Os tratamentos com
acido azelaico 100 e 1000 pM resultaram em redugdo significante do cres-
cimento de bactérias sob as condigdes testadas. (D) As plantas foram trata-
das com MES 5 mM ou acido azelaico 1 mM durantes os tempos indicados

antes da inoculagdo com PmaDG3 virulenta. Inoculagées com PmaDG3 fo-
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ram realizadas entre o meio-dia e uma da tarde. Acido azelaico (Aza) em
MES 5 mM foi aplicado a plantas usando um pulverizador de méo. O cresci-
mento de bactérias foi medido no dia 3 apds inoculagdo. O numero de aste-
riscos indica amostras que eram significantemente diferentes umas das ou-
tras em um dado nivel (* p<0,05, ** p<0,01). Protecéo significante aconteceu
quando as inoculag6es foram realizadas 48 h ap6s pulverizagao das plantas.
(E) As plantas foram tratadas e infectadas como em (D), exceto que infec-
¢oes foram realizadas entre 8 e 9 da noite. (* p<0,04). Esses experimentos
foram repetidos duas a quatro vezes para confirmar a reprodutibilidade.

A FIGURA 4 mostra crescimento de Pseudomonas syringae (li-
nhagem PmaDG3) em folhas de plantas defeituosas para resisténcia adqui-
rida sistémica (SAR) e mutantes deficientes em acido salicilico (SA). Acido
azelaico 1 mM em MES 5 mM foi aplicado a mutantes de Col do tipo selva-
gem, defeituosos em SAR e deficientes em SA (A) e mutantes insensiveis a
acido jasmonicoletileno (B) 2 dias antes da provocagao-inoculagdo de
PmaDG3 virulenta (OD600=0,0001). Acido azelaico ndo induziu resisténcia
da planta nos mutantes defeituosos em SAR e deficientes em SAR testados
aqui. Isto sugere que esses componentes celulares eram requeridos para
resposta de resisténcia induzida por acido azelaico em Arabidopsis. Em con-
traste, mutacdo de jar?1 e etr! nac afetou a resisténcia induzida por acido
azelaico em Arabidopsis. Os experimentos foram repetidos um minimo de
trés vezes. O numero de asteriscos indica amostras que eram diferentes
uma das outras em dados niveis de significancia estatistica (* p<0,05, **
p<0,01).

A FIGURA 5 mostra que o acido azelaico ndo afeta os niveis de
acido salicilico e camalexina endégenos, mas induz expressdo de um gene
de proteina de transferéncia de lipideo (LTP) em Arabidopsis Col do tipo sel-
vagem. (A) Um curso de tempo de niveis de acido salicilico livre e total em
folhas de Col apds tratamentos com pulverizagdo com MES 5 mM (barras
pretas) e acido azelaico 1 mM em MES 5 mM (barras brancas). (C) Os niveis
de camalexina em folhas de Col apés tratamento com acido azelaico atraves

de pulverizagdo. Cada experimento em (A) e (B) foi realizado com trés a-
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mostras diferentes e os experimentos foram repetidos trés vezes. (C) Ex-
pressdo de um gene de LTP (At2g38530) foi elevada apds tratamento com
acido azelaico realizado como em (A), no entanto, expressao de PR1 e mui-
tos outros genes relacionados a defesa foi ineficaz. RT-PCR (23 ciclos) foi
usada para avaliar expressao de gene, com EF1a servindo como um contro-
le de carga.

A FIGURA 6 demonstra que o acido azelaico inicia a sinalizagao
de defesa dependente de SA. (A) Niveis de SA livre e total endégenos em
plantas tratadas com acido azelaico foram significantemente maiores do que
aqueles em plantas tratadas por simulagao durante infecgbes por Pseudo-
monas syringae. MES cinco mM ou acido azelaico 1 mM em MES 5 mM fo-
ram aplicados a folhas de Arabidopsis Col do tipo selvagem 2 dias antes da
inoculagdo de MgSO4 10 mM (M), PmaDG3 virulenta (V) e PmaDG6 aviru-
lenta expressando avrRpt2 (Av). As folhas foram coletadas em momentos
diferentes apds inoculagdo e nivel de SA livre e endogeno total foi medido.
(B) Expressao de PR1 relativa em folhas de plantas tratadas com simulagao
e plantas tratadas com acido azelaico ap6s infecgao por PmaDG3 virulenta.
A expressao de PR1 ¢ posta em grafico em escala log. O numero de asteris-
cos indica amostras que eram diferentes umas das outras em dados niveis
de significancia estatistica (* p<0,075, ** p<0,05, ** p<0,01).

A FIGURA 7 demonstra que exsudatos de plantas infectadas
com patégeno contém significantemente mais acido azelaico do que exsuda-
tos de plantas tratadas por simulagdo. Amostras de exsudato de folhas tra-
tadas com PmaDG6 (Col-Pex) ou MgSO4 10 mM (Col-Mex) por 72 horas fo-
ram analisadas usando GC-MS. Os exsudatos ativos continham uma media
de niveis 6,2 vezes maiores de acido azelaico comparado com exsudato ina-
tivo (5,1 uM em exsudatos falso-induzidos, 31,6 uM em exsudatos induzidos
por patégeno, p=0,042, teste 1).

DESCRICAO DETALHADA
S3o revelados aqui métodos e composicdes que induzem resis-

téncia & doenga em plantas através da ativagdo de mecanismos de defesa

endodgenos. O acido azelaico, um componente de exsudato de planta, é
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mostrado iniciar as plantas contra ataques de patégeno. O acido azelaico
por si s aumenta a protegdo contra ataque de patégeno em plantas através
da ativagao do mecanismo de sinalizagdo de base de uma planta na ausén-
cia de indugdo substancial de 'genes de defesa' (por exemplo, genes rela-
cionados a patogénese (PR)). No entanto, quando do ataque patogénico as
plantas tratadas com &cido azelaico mostram protegdo aumentada contra
infecgdo por patégeno comparado com plantas ndo tratadas. Esta protecao é
acompanhada por uma ativagdo forte de respostas de defesa indicando que
o tratamento com acido azelaico inicia uma resposta de resisténcia da planta
contra ataque por patdgeno. Tratamento com acido azelaico ndo impde uma
queima metabdlica significante as plantas na auséncia de um ataque de pa-
togeno. Analogos estruturais e funcionais e derivados de acido azelaico sao
também adequados na ativagdo da resposta de resisténcia da planta contra
patégenos.

As composi¢des que incluem uma quantidade eficaz de acido
azelaico sdo aplicadas as plantas através de métodos de aplicagao apropri-
ados conhecidos daqueles de habilidade comum na técnica. Por exempilo,
formulagbes estaveis de acido azelaico ou seus derivados estdo incluidos
junto com mistura de nutriente de planta como parte de uma abordagem de
alimentagao de raiz. Agentes umectantes de planta tais como, por exempio,
um tensoativo, podem ser usados quando pulverizagdo aérea € usada para
contatar as plantas com acido azelaico ou seus derivados. As composigoes
podem ser aplicadas através de, por exemplo, pulverizacdo, atomizagao,
polvilhamento, dispersdo, revestimento ou derramamento, introduzindo-as
no ou sobre o solo, introduzindo-as em agua de irrigagdo, atraves de trata-
mento de semente, ou polvilhamento em um momento quando o patégeno
da planta comegou a aparecer ou antes do aparecimento de patégeno como
uma medida de prevencado. Quaisquer meios que tragam as composi¢oes
baseadas em acido azelaico em contato com as plantas podem ser usados
na pratica da modalidade. As composicdes podem ser formuladas com um
veiculo adequado em uma composigao(bes) que seja(m), por exemplo, uma

suspensdo, uma solugéo, uma emulsdo, um p6 de polvilhamento, um granu-
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lo dispersavel, um pd umectante, um concentrado emulsificavel, um aeros-
sol, um grénulo impregnado, um adjuvante, uma pasta que pode ser revesti-
da ou também encapsulagédo em, por exemplo, substancias de polimero.

Composigbes contendo acido azelaico ou seus derivados reve-
ladas aqui podem ser obtidas através da adigdo de um agente tensoativo,
um veiculo inerte, um conservante, um umectante, um estimulante de ali-
mentacao, um atraente, um agente de encapsulagao, um ligante, um emulisi-
ficante, um corante, um protetor de UV, um tampao, um agente de fluxo ou
fertilizantes, doadores de micronutrientes ou outras preparagées que influen-
ciam o crescimento da planta.

Veiculos agronomicamente aceitaveis sao conhecidos e incluem,
por exemplo, veiculos sélidos tais como pds finos ou granulos de argila cau-
lim, argila atapulgita, bentonita, argila acida, pirofilita, talco, terra diatomacea,
calcita, p6 de amido de milho, pé de casca de nozes, ureia, sulfato de amo-
nio, diéxido de silicio hidratado sintético e similar. Veiculos liquidos aceita-
veis incluem, por exemplo, hidrocarbonos aromaticos tais como xileno, mei-
tinaftaleno e similar, alcodis tais como isopropanol, etileno glicol, celosolve e
similar, cetonas tais como acetona, ciclo-hexanona, isoforona e similar, éleos
vegetais tais como 6leo de soja, 6leo de semente de algodao, 6leo de milho
e similar, sulféxido dimetila, acetonitrila, agua e simiiar.

Agentes umectantes adequados incluem, por exemplo, sulfona-
tos de alquil benzeno e alquil naftaleno, sulfonatos de alquila e alquil arila,
6xidos de alquil amina, ésteres de alquil e fosfato de alquil arila, organossili-
cones, agentes umectantes flior-organicos, etoxilatos de alcool, aminas al-
coxiladas, alcoodis graxos sulfatados, aminas ou amidas acidas, ésteres aci-
dos de cadeia longa de isotionato de sodio, ésteres de sulfossuccinato de
sédio, ésteres do acido graxo sulfatado ou sulfonato, sulfonatos de petrdleo,
6leos vegetais sulfonados, acetileno glicéis diterciarios, copolimeros em blo-
co, derivados de polioxialquileno de alquilfendis (particularmente iso-
octilfenol e nonilfenol) e derivados de polioxialquileno dos ésteres do acido
graxo mono-superior (por exemplo, sorbitano). Dispersantes incluem metila,

celulose, alcool de polivinila, lignino sulfonatos de sédio, alquil naftaleno sul-
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fonatos poliméricos, naftaleno sulfonato de sodio, polimetileno bisnaftaleno
sulfonato e derivados polioxietilados neutralizados ou fosfatos de alquil fenol
substituidos no anel. Estabilizadores podem ser também usados para produ-
zir emulsdes estaveis, tais como silicato de aluminio magnésio e goma de
xantano.

Concentragées adequadas de acido azelaico ou seus derivados
variam a partir de cerca de 0,1 mM a cerca de 1000 mM, incluindo quaisquer
concentragoes intervenientes tais como 1 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM, 100
mM e 500 mM. Dependendo da natureza das plantas, da idade das plantas,
do modo de administragdo e das condigdes ambientais, concentragoes me-
nores ou maiores de acido azelaico podem ser também aplicadas. Ainda,
dependendo da estabilidade, toxidez e eficacia de analogos ou derivados de
acido azelaico, concentragdo adequada pode variar a partir de cerca de 0,01
mM a cerca de 10 mM. Concentragdes 6timas de acido azelaico e seus deri-
vados ou analogos sao determinadas usando um ou mais dos métodos reve-
lados aqui através da medicao, por exemplo, crescimento de patégeno apos
infeccdo ou expressao de gene ou através da determinagdo de qualquer
marcador de resposta de resisténcia adequado. As composi¢des que consis-
tem essencialmente em acido azelaico ou seus derivados podem estar na
forma de uma suspensdc de estoque ou em um estado seco.

Algumas das consideragdes desejadas para andlogos e deriva-
dos de acido azelaico incluem estabilidade in vivo e ex vivo prolongada, efi-
cacia aumentada, toxidez de planta reduzida, capacidade de serem absorvi-
dos através das folhas e/ou raizes e efeitos colaterais reduzidos, se algum,
quando do consumo humano de quaisquer derivados ou analogos remanes-
centes através dos produtos de planta. Os analogos e derivados incluem
analogos estruturais de acido azelaico bem como formulagées que prolon-
gam a estabilidade ou eficacia ou ambas do acido azelaico.

O 4cido azelaico ou seus derivados podem ser também usados
em combinagdo com outras composicdes que aumentam a resposta de re-
sisténcia da planta contra patdgenos. Por exemplo, uma quantidade ade-

quada de acido azelaico ou seus derivados podem ser misturados com uma
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quantidade adequada de um composto, tal como, por exemplo, acido salicili-
co (SA) ou agonistas de SA tal como acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA),
acido 3-hidroxipiconilico e S-metii éster do acido benzo(1,2,3)tiadiazol-7-
carbotidnico (BTH ou benzotiadiazol) que ativa a resposta de acido salicilico
em plantas. Similarmente, uma quantidade adequada de acido azelaico ou
seus derivados podem ser misturados com uma quantidade adequada de
um composto que ativa cursos de sinalizagao de acido jasmonico e etileno.
Adicionalmente, uma quantidade adequada de acido azelaico ou seus deri-
vados pode ser misturados com uma quantidade adequada de uma espécie
oxigénio reativa, por exemplo, acido peracético ou um composto peroxido,
ou um composto que gera intermediarios de oxigénio reativo, tal como agen-
te de ciclizagdo redox. Similarmente, uma quantidade adequada de acido
azelaico ou seus derivados podem ser misturados com uma quantidade a-
dequada de um elicitador, tal como Harpin, que imita um ataque de patégeno
em uma planta. SA, agonistas de SA tal como BTH, espécies oxigénio reati-
vas, elicitadores ou qualquer outro composto de indugcédo de defesa pode ou
ser aplicado junto com acido azelaico ou apoés a aplicacao de acido azelaico.
Esses compostos de indugdo de defesa adicionais podem ser também apli-
cados antes da aplicagdo de acido azelaico. As concentragdes para esses
compostos de inducadc de defesa adicionais podem variar de a partir de cer-
ca de 0,1 uM a cerca de 100 uM ou 1 mM. Se esses compostos adicionais
forem aplicados apds a aplicagao de acido azelaico, um periodo de cerca de
4-24 horas é dado entre as aplicagbes seriais. Aplica¢des de reforgo ou de
acido azelaico ou esses compostos adicionais podem ser também pratica-
das.

O termo "derivados de acido azelaico" inclui qualquer(quaisquer)
agente(s) quimico(s) que é/sdo derivados de acido azelaico, por exemplo,
um sal particular de &cido azelaico. Derivados de acido azelaico incluem
também analogos estruturais. Derivados de acido azelaico incluem ésteres
de acido azelaico que incluem, por exemplo, dimetil-azelato, dietil-azelato,
dipropil-azelato, diexil-azelato, di-(t-butil)-azelato e similar. Derivados adicio-

nais incluem, por exemplo, azeloil glicina, sais de mono- ou dissddio, sais de
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mono- ou di-potassio de acido azelaico. Em geral, derivados de acido azelai-
co aumentam sua solubilidade em agua se necessario e/ou estabilidade.

As composig¢bes que incluem &cido azelaico ou seus derivados
podem conter cerca de 95% de acido azelaico puro ou 90% puro ou 85%
puro ou 85% puro ou mais do que cerca de 75% de acido azelaico puro. Ex-
sudatos de planta brutos ou parcialmente purificados que contém uma quan-
tidade eficaz de acido azelaico ou seus derivados sao também adequados
para serem usados como uma composic¢ao.

O termo "consistindo essencialmente em" refere-se a composi-
¢bes que contém acido azelaico ou seus derivados ou analogos como um
ingrediente ativo e podem conter opcionalmente qualquer outro componente
que ndo afete materialmente os atributos funcionais do acido azelaico, por
exemplo, em indugdo de resposta de resisténcia em plantas. Por exemplo,
uma composigao consistindo essencialmente em acido azelaico pode incluir
um agente umectante ou um veiculo.

Os termos "exposi¢do” e "contato” referem-se a um ou mais mé-
todos de tratamento de plantas com acido azelaico ou seus derivados atra-
vés de qualquer método adequado tal como, por exemplo, pulverizagao ou
infiltragdo ou alimentagao de raiz.

O termo "iniciagao" refere-se ao processo através do qual uma
planta é preparada para montar uma resposta de resisténcia eficaz contra
patégenos.

O termo "genes relacionados a defesa" refere-se a um ou mais
genes que sao induzidos pelo menos mais de 2 ou 3 ou 5 vezes dentro de
algumas horas apos ataque do patégeno. Esses genes relacionados a defe-
sa incluem os genes relacionados a patogénese (PR) (Pathogenesis Rela-
ted). Por exemplo, PR-1 é um gene relacionado a defesa adequado. Genes
relacionados a defesa podem ser também considerados marcadores relacio-
nados a defesa.

O termo "resisténcia adquirida sistémica” (SAR) (Systemic Ac-
quired Resistance) refere-se a uma resposta de resisténcia de planta inteira

quando do ataque de patdgeno (ou qualquer outro tratamento de indugéo de
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resisténcia) em uma parte da planta.

O termo "antimicrobiano" ou "atividade antimicrobiana" refere-se
a atividades antibacteriana, antiviral, antinematoide e antifingica contra pa-
togenos de planta. Deste modo, o acido azelaico e seus derivados podem
aumentar a resisténcia a insetos e nematoides que infestam plantas.

O termo "patdégeno de planta” ou "peste de planta” refere-se a
qualquer organismo que pode infectar e causar dano a uma planta. Uma
planta pode ser danificada por uma inibigao ou diminuigao do crescimento de
uma planta, através de dano aos tecidos de uma planta, através de um en-
fraquecimento do mecanismo de defesa de uma planta, através de uma re-
dugdo na resisténcia de uma planta a estresses abidticos, através de uma
morte prematura da planta e similar. Patégenos de planta e pestes de planta
incluem, mas ndo estdo limitados a, nematoides, e organismos tais como
fungos, oomicetos, virus e bactérias.

O termo "resisténcia a doenga" ou "resisténcia a patégeno" pre-
tende significar que os organismos evitam os sintomas da doenga que séo o
resultado de interag6es de organismo-patdégeno. Isto €, os patdogenos sao
prevenidos de causar doengas e os sintomas de doenga associados ou, al-
ternativamente, os sintomas de doenga causados pelo patdgeno sdo minimi-
zados ou diminuidos.

O termo "componente de planta" refere-se a qualquer material
de planta que é provavel de ser atacado por um patégeno. Componente de
planta adequado inclui, por exemplo, folhas, caules, raizes, flores, frutas,
sementes, mudas, calos, tubérculos e cultura de célula de planta.

Composicdes a base de acido azelaico podem reduzir os sinto-
mas da doenga resultantes de provocagédo por patégeno em pelo menos
cerca de 5% a cerca de 50%, pelo menos cerca de 10% a cerca de 60%,
pelo menos 30% a cerca de 70%, pelo menos cerca de 40% a cerca de 80%
ou pelo menos cerca de 50% a cerca de 90% ou mais.

Exemplos de plantas de interesse incluem, mas nao estdo limi-
tados a, milho (Zea mays), Brassica sp. (por exemplo, B. napus, B. rapa, B.

juncea), particularmente aquelas espécies Brassica Uteis como fontes de
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6leo de semente, alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeio (Se-
cale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare), paingo (por exem-
plo, paingo pérola (Pennisetum glaucum), paingo poroso (Panicum milia-
ceum), paingo rabo-de-raposa (Sefaria italica), paingo dedo (Eleusine cora-
cana), girassol (Helianthus annuus), agafrdo (Carthamus tinctonus), trigo
(Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana tabacum), batata
(Solanum tuberosum), arvores citricas (Citrus spp.), cacau (Theobroma ca-
cao), cha (Camellia sinensis), aveias, cevada, vegetais, ornamentais e coni-
feras.

Vegetais incluem, por exemplo, tomates (Lycopersicon esculen-
tum), alface (por exemplo, Lafctuca sativa), feijdes verdes (Phaseolus vulga-
ris), feijdes-de-lima (Phaseolus limensis), ervilhas (Lathyrus spp., Pisum
spp.). Ornamentais incluem, por exemplo, azaleia (Rhododendron spp.), hi-
drangea (Hydrangea macrophylla), hibiscus (Hibiscus rosasanensis), rosas
(Rosa spp.), tulipas (Tulipa spp.), narcisos (Narcissus spp.) e crisantemo.

Os patégenos das modalidades incluem, mas nado estdo limita-
dos a, virus ou viroides, bactérias, nematoides, fungos e similar. Virus inclu-
em qualquer virus de planta, por exemplo, virus do mosaico do tabaco ou
pepino, virus da mancha anular, virus da necrose, virus do mosaico anao do
mitho e similar. Patdgenos fungicos, comiceto e virais especificos para as
culturas principais incluem, mas ndo estado limitados a, o que segue: Phyto-
phthora, Fusarim spp., Alternaria, Pythium spp., virus do mosaico da soja,
virus da mancha anular do tabaco, Virus da Necrose Branca do Tabaco, Vi-
rus do definhamento da mancha do tomate, Sclerotinia, Peronospora, Cla-
dosporium, Erysiphe, Aspergillus, Puccinnia sp. e Trichoderma. Patdgenos
de planta bacterianos especificos incluem qualquer espécie bacteriana que
infecte plantas e incluem, mas ndo estado limitados a, Xanthomonas (por e-
xemplo, Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii, Xanthomonas campestris
pv. Campestris, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), Pseudomonas
(Pseudomonas syringae pv. tomato, Pseudomonas syringae pv. phaseolico-
la, Pseudomonas syringae pv. Syringae), Erwinia (por exemplo, Erwinia ca-

rotovora subsp. atroseptica), Ralstonia (por exemplo, Ralstonia solanacea-
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rum), Clavibacter michiganensis e Xylella fastidiosa.
EXEMPLOS
Os exemplos que seguem sdo para propdsitos ilustrativos ape-
nas e ndo pretendem limitar o escopo da descrigao.
EXEMPLO 1

Exsudatos de petiolo induzem respostas de defesa contra infeccdo por

Pseudomonas syringae

Para induzir a produgdo de possiveis moléculas de sinal de in-
dugdo de defesa, folhas de Arabidopsis foram infiltradas com um derivado
avirulento de Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 carregando
avrRpt2 (linhagem PmaDG6) que induz resisténcia adquirida sistémica
(SAR). Infiltragdo com MgSO,4 10 mM serviu como um controle de inoculagdo
simulada. Apés 12-15 horas, as folhas foram excisadas e postas em EDTA 1
mM para a coleta de material exportado, presumidos serem componentes de
floema, dos petiolos. O EDTA bloqueia a produgéo de calos no lado ferido e
previne o fechamento da extremidade cortada, deste modo permitindo a co-
leta de moléculas de sinal de indugdo de defesa potenciais. Exsudatos de
petiolo livres de bactérias de resisténcia de um quarto foram infiltrados em
folhas para testar sua habilidade em ativar respostas de defesa. A Figura 1A
mostra os niveis de expressdo de PR1, um marcador de sinalizagdo de aci-
do salicilico (SA), em folhas em 2 dias apds tratamento com EDTA 0,25 mM,
exsudato induzido por simulagdo (Col-Mex) ou exsudato induzido por pato-
geno (Col-Pex). O Col-Pex disparou um nivel alto de expressao de PR1,
com relagdo aquele encontrado apds tratamento com Col-Mex. Esses dados
indicam que ha uma ou mais moléculas de sinal biologicamente ativas no
Col-Pex que sdo capazes de induzir expressao de PR1.

Para testar se o Col-Pex poderia também conferir resisténcia a
infecgdo por patégeno, um derivado virulento de P. syringae pv. maculicola
ES4326 carregando vetor vazio (linhagem PmaDG3) foi inoculado em folhas
de plantas de 25 dias 2 dias apos pré-tratamento com exsudatos. Cresci-
mento bacteriano apds trés dias foi significantemente reduzido em folhas

pré-tratadas com Col-Pex, comparado com aquele de plantas tratadas com
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simulagao e tratadas com Col-Mex (Figura 1B). Esses dados mostram uma
atividade biolégica de exsudatos de petiolo de folhas inoculadas com bacté-
rias avirulentas.

Molécula(s) de sinal encontrada(s) em exsudatos ativos seriam
induzidas em um momento distinto apds infecgdo com bactérias de indugao
de SAR. Deste modo, exsudatos de petiolo foram coletados em varios mo-
mentos apds infecgdo com PmaDG6 avirulenta e exsudatos de resisténcia
de um quarto foram infiltrados em folhas que foram analisadas quanto a ex-
pressado de PR1 2 dias ap6s tratamento (FIGURA 1C). Os niveis de expres-
sao foram normalizados para aqueles encontrados em plantas tratadas com
EDTA 0,25 mM. Exsudatos de petiolo coletados em 48 e 72 h apos inocula-
¢ao do patégeno induziram expressao de PR1. O nivel de expressdo de PR1
foi significantemente maior em folhas infiltradas com Col-Pex coletadas 48 h
apds inoculagao do patégeno.

Foi também testado se os exsudatos ativos poderiam induzir ex-
pressdo de ALD1 e PR1 em uma série de mutantes defeituosos em SAR e
deficientes em SA. O exsudato de Col-Pex ativo foi infiltrado em folhas de
plantas do tipo selvagem e mutantes antes da coleta de tecidos para isola-
mento de RNA total. A FIGURA 2A mostra niveis de expressdo de PRT rela-
tivos em mutantes diferentes normalizados para expressao em folhas do tipo
selvagem. Col-Pex apenas induziu fracamente expressdo de PR1 em folhas
de ndr1, pad4, npr1, sid1 e sid2. Esses dados indicam que esses componen-
tes celulares essenciais para SAR foram também requeridos para a resposta
a uma molécula(s) de sinal em exsudatos de petiol. Além disso, resisténcia
de planta induzida por Col-Pex foi completamente abolida nos mutantes de-
feituosos em SAR e deficientes em SA testados (FIGURA 2B). Col-Pex era
ainda ativo em plantas mutantes dth9 (p< 0,05, teste-t de student), que sao
conhecidas estar comprometidas para a manutencéo de SAR, e sdo incapa-
zes de induzir resisténcia em resposta a tratamento por SA.

EXEMPLO 2

Um nivel alto de acido azelaico se acumula em exsudatos de petiolo ativos

Metabolitos em exsudatos ativos foram comparados com aque-
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les em exsudatos induzidos por simulacdo para encontrar a(s) molécula(s)
responsavel(is) para indugdo de defesas de planta. Os niveis de cerca de
160 metabolitos em exsudatos foram analisados usando cromatografia de
gas (usando uma coluna de dimetil 95%/difenilpolissiloxana 5%) acoplada
com espectrometria de massa (GC-MS). Niveis altos de acido azelaico
(CoH160O4) foram detectados em preparagdes Col-Pex ativas, comparado
com aqueles em Col-Mex (Tabela 1). As diferengas das razdes de resposta
de cada experimento resultaram muito da variagdo em niveis basais de aci-
do azelaico em plantas cultivadas em momentos diferentes.

Conforme mostrado na FIGURA 7, exsudatos ativos continham
uma media de niveis 6,2 vezes maiores de acido azelaico do que exsudatos

inativos.

Tabela 1. Nivel relativo de acido azelaico em exsudatos de petiol de Arabi-
dopsis Col do tipo selvagem tratada por simulagdo ou inoculada com paté-

geno
Composto |Férmulamol.'| T.R(min)? | TIC (%) pcC*
Acido aze- CoH1504 17,14 317 Dimetil
laico 95%/difenil polis-
siloxana 5%
Teste Média de Col- Média de Col-Pex® Razao de respos-
Mex® ta de Pex/Mex
1 0,09 3,42 37,26
2 0,5 12,03 24,13
3 1,15 2,07 1,8
4 2,13 3,37 1,46
5 Nao- 10 >10
detectado

'Férmula molecular; 2Tempo de retencéo; *Corrente de fon Total; “Polimero
de Material de Revestimento; *Mex, exsudato tratado por simulago; Spex,

exsudato induzido por PmaES4326/avrRpt2 (OD600=0,01)

EXEMPLO 3
Acido azelaico confere respostas de resisténcia contra infeccdo por Pseu-

domonas syringae

Atividade biologica do acido azelaico em indugdo de resisténcia
a doengas. Acido azelaico 1 mM foi infiltrado em folhas de plantas de 3 e 4
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semanas de vida. Dois dias depois, as plantas foram inoculadas com
PmaDG3 virulenta em folhas 3 e 4 ou nas folhas superiores, que n&o foram
pré-tratadas com acido azelaico (folhas sistémicas). Acido azelaico (1 mM)
dissolvido em MES 5 mM (pH 5,6) nao era tdxico para a célula de planta. O
crescimento de PmaDG3 foi significantemente reduzido em ambas as folhas
locais e sistémicas de plantas tratadas com acido azelaico, comparado com
aquele de plantas tratadas por simulagdo (FIGURA 3A). Diferente das plan-
tas tratadas por simulagao, plantas tratadas com éacido azelaico mostraram
pouquissimo desenvolvimento de sintomas de doenga. Plantas tratadas por
simulagao e tratadas com acido azelaico foram também infiltradas com deri-
vados avirulentos de P. syringae pv. maculicola carregando avrRpt2
(PmaDG6) ou avrRPm1 (PmaDG34). O acido azelaico causou uma redugéo
no crescimento de PmaDG6 (carregando avrRpt2), mas ndo PmaDG34 (car-
regando avrRpm1; FIGURA 3B).

O crescimento de PmaDG3 foi medido apos tratamento por pul-
verizagdo de plantas com varias concentragdes de acido azelaico. A Figura
3C mostra que as plantas pré-tratadas com 100 e 1000 uM de acido azelaico
eram resistentes a PmaDG3. Esta resisténcia induzida resultou em uma su-
pressao de 10 vezes de crescimento bacteriano. Em contraste, ndo houve
nenhuma diferenga em crescimento bacteriano apds tratamentos com MES
5 mM e acido azelaico 1 ou 10 uM nas condigdes testadas. Foi também tes-
tado se acido azelaico requeria um certo periodo de indugao para a resposta
de resisténcia induzida. As plantas cultivadas na luz e pré-tratadas com aci-
do azelaico usando um pulverizador de méo 6 horas antes da infecgdo eram
ainda suscetiveis a P. syringae virulenta (FIGURA 3D), enquanto pre-
tratamento 12 horas antes da provocagédo com o patégeno conferiu um nivel
de resisténcia baixo (FIGURA 3D). No entanto, quando as plantas foram cui-
tivadas no escuro por 12 horas apos tratamento, acido azelaico era ineficaz
em conferir resisténcia & doenga (FIGURA 3E). A resisténcia induzida era
mais estavel e mais forte com tempos mais longos de exposi¢do a acido
azelaico. Entdo, o acido azelaico induz uma resposta de resisténcia a doen-

¢a dependente de luz contra infecgdo por P. syringae que é também depen-
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dente da concentragao e do tempo.
EXEMPLO 4

Resisténcia induzida por acido azelaico é atenuada em mutantes defeituosos

em SAR, insensiveis a SA e deficientes em SA, mas nao mutantes insensi-

veis a JA/etileno

Para caracterizar mais como plantas regulam resisténcia induzi-
da por acido azelaico, acido azelaico 1 mM foi pulverizado sobre varias plan-
tas do tipo selvagem e mutantes 2 dias antes da infeccdo com PmaDG3 viru-
lenta e crescimento bacteriano foi medido. Diferente de plantas do tipo sel-
vagem, os mutantes do curso de SA testados eram suscetiveis a infeccéo
por PmaDG3 virulenta sem importar o tratamento com acido azelaico (Fl-
GURA 4A). Esses dados demonstram que componentes de defesa mdiltiplos
(NDR1, PAD4, NPR1, SID1, SID2 e FMO1) conhecidos ser importantes para
regular, sintetizar e responder a SA podem desempenhar um papel para re-
sisténcia a planta induzida por acido azelaico nas plantas testadas neste
exemplo. Resisténcia a patégeno era também dependente de DTH9, que é
importante para resisténcia a doenga induzida por SA e manutengéo de SAR
em Arabidopsis. O crescimento de bactérias foi também monitorado em fo-
lhas de mutantes de JA e insensiveis a etileno, jar7 e etr1, seguindo trata-
mento com acido azelaico 1 mM. A FIGURA 4B mostra que tratamento com
acido azelaico era eficaz na restrigdo de crescimento bacteriano em mutan-
tes jar1 e etr1 sugerindo que sinalizagdo dependente de 4acido jasmonico e
etileno fosse dispensavel para resisténcia induzida por acido azelaico em
Arabidopsis.

EXEMPLO 5

Tratamento exdgeno de Acido azelaico ndo aumenta os_niveis de acido sali-

cilico e camalexina

Uma vez que resisténcia a P. syringae requer ativagéo de defe-
sas dependentes de SA acompanhadas por niveis de SA endogenos eleva-
dos, foi investigado se acido azelaico induz diretamente acumulo de SA. A-
pds tratamento por pulverizagédo de plantas com 4cido azelaico 1 mM, nao

havia diferenca significante em nivel de SA livre e total entre plantas tratadas
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com simulagdo e tratadas com &cido azelaico (FIGURA 5A). Adicionalmente,
os niveis da fitoalexina Camalexina, um metabdlito de defesa, eram similares
em plantas tratadas com acido azelaico e com simulagdo (FIGURA 5B). Es-
ses dados indicam que Aacido azelaico nao afeta diretamente os niveis ou de
SA ou camalexina. Para investigar se acido azelaico poderia afetar marcado-
res de defesa adicionais, expressado de genes relacionados a defesa foi mo-
nitorada usando uma minidisposi¢do. Surpreendentemente, a maioria dos
genes relacionados com defesa que foram testados ndo mostrou qualquer
diferenga em expressao entre plantas tratadas por simulagao e tratadas com
acido azelaico. Um gene codificando uma proteina de transferéncia de lipi-
deo potencial (LTP) (Lipid Transfer Protein), At2g38530, foi significantemen-
te induzido (3 vezes) por acido azelaico. RT-PCR confirmou que At2g38530
foi induzida por acido azelaico. No entanto, PR7, um marcador de sinaliza-
¢ao de SA, nao foi induzido por acido azelaico. Entdo, acido azelaico parece
nao induzir grandes mudangas em cursos de sinalizagdo conhecidos ativa-
dos por P. syringae, mas induz pelo menos um gene relacionado a defesa.
EXEMPLO 6

Acido Azelaico inicia respostas de defesa

Uma vez que mutantes de sinalizagdo de SA eram comprometi-
dos em responder a acido azelaico, foi investigado se acido azelaico poderia
iniciar a sintese de SA ou respostas de defesa dependentes de SA em plan-
tas. Para este teste, as plantas foram pulverizadas com &cido azelaico 1 mM
ou (MES 5 mM) e apds dois dias infectadas com PmaDG3 virulenta e
PmaDG6 avirulenta (carregando awrRpt2) (OD600=0,01). A FIGURA 6A
mostra que os niveis de SA livre em plantas tratadas com acido azelaico fo-
ram significantemente maiores do que aqueles em plantas tratadas com si-
mulacdo em 6 e 18 horas ap6s infecgdo por PmaDG3 (p< 0,05, teste t de
student). Uma tendéncia similar foi vista ap6s infecgéo por PmaDG6 (carre-
gando avrRpt2), mas os resultados ndo foram estatisticamente significantes.
Adicionalmente, pré-tratamento de acido azelaico resultou em um nivel mai-
or de acumulo de SA total em 18 horas ap6s inoculagdo com ambas as

PmaDG3 e PmaDG6, comparado com aqueles de plantas tratadas com si-
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mulagéo (p< 0,01, teste t de student). O efeito de inicializagdo pelo acido
azelaico foi também investigado através da andlise de expressdo de PR,
um marcador molecular para sinalizagdo de SA (FIGURA 6B). Plantas trata-
das com simulacao e acido azelaico foram infectadas com PmaDG3 virulen-
ta (OD600=0,01) 2 dias ap6s tratamentos por pulverizagdo. Expressao de
PR1 foi aumentada em ambas as plantas tratadas com acido azelaico e nao-
tratadas apds infecgdo com a linhagem virulenta. No entanto, a expressao
era maior em folhas pré-tratadas com acido azelaico apds infecgao por pato-
geno, comparado com expressao em plantas tratadas com simulagio se-
guindo infecgdo por patégeno (notar a escala log na FIGURA 6B). Esses
dados indicam que o0 modo de agao de acido azelaico € iniciar plantas para
induzir defesas mais fortemente e mais rapidamente do que plantas nao-
tratadas.
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REIVINDICAGOES

1. Método de aumento de resisténcia a um patégeno de planta
em uma planta, o0 método caracterizado pelo fato de que compreende conta-
tar um componente da planta com uma composi¢cao para aumentar a resis-
téncia ao patdbgeno na planta, em que a composi¢do compreende uma solu-
¢ao de acido azelaico ou um derivado do mesmo.

2. Método de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo
fato de que o patégeno é selecionado de patdgenos de planta bacterianos,
fungicos, oomiceto e virais.

3. Método de acordo com a reivindicagéao 1, caracterizado pelo
fato de que a planta é uma monocotiledénea.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a planta € uma planta de cultura.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a planta é uma planta ornamental.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o acido azelaico esta em uma faixa de concentragdo de 0,01 mM
a 10 mM.

7. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o acido azelaico esta em uma concentragéo de 1 mM.

8. Método de acordo com a reivindicagéao 1, caracterizado pelo
fato de que o componente da planta é selecionado do grupo consistindo em
folhas, raizes, caules, frutas, flores e sementes.

9. Método de acordo com a reivindicagéao 1, caracterizado pelo
fato de que a composi¢ao € administrada em combinag¢ao com um nutriente
de planta.

10. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a composigao é contatada na presenca de luz.

11. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o derivado de acido azelaico é soluvel em agua.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que o derivado de acido azelaico é selecionado do grupo consistindo
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em azelato de sédio, azelato de potassio e ésteres do acido azelaico.

13. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a composi¢gdo compreende um agente umectante.

14. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a composicdo compreende ainda um agente para induzir um
mecanismo de defesa que depende de acido salicilico ou etileno ou acido
jasménico ou uma combinag¢do dos mesmos.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado pe-
lo fato de que o agente é selecionado do grupo consistindo em agonistas de
acido salicilico, espécies oxigénio reativas, benzotiazol, acido jasménico e
etileno ou um derivado dos mesmos.

16. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que :

- a composicao é um exsudato de planta;

- 0 patdgeno é bacteriano;

- 0 acido azelaico é purificado; e/ou

- 0 componente de planta consiste em folhas.

17. Método de inicializacido de uma planta para induzir resposta
de resisténcia contra um patégeno, o método caracterizado pelo fato de que
compreende contatar um componente da planta com uma composi¢ao para
preparar a planta para induzir sua resposta de resisténcia contra um ataque
de patégeno, em que a composi¢ao compreende uma solugéo de acido aze-
laico ou um derivado do mesmo.

18. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado pe-
lo fato de que o componente de planta é folhagem de planta.

19. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado pe-
lo fato de que a resposta de resisténcia é resisténcia adquirida sistémica.

20. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado pe-
lo fato de que a composi¢do é administrada antes do ataque de um patége-

no.
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