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DESCRIPCION
Uso de un extracto natural de bagazo de uva para estimular las defensas naturales de las plantas
Estado de la técnica

El aumento de los rendimientos constituye el centro de las preocupaciones de los agricultores. Sin embargo, el
rendimiento depende enormemente del buen desarrollo de la planta y, por tanto, de su crecimiento, asi como de su
buena salud.

El crecimiento de las plantas esta directamente unido a la absorcion y a la asimilacion de los elementos minerales,
asi como a los flujos hormonales que regulan la elongacién y la diferenciacién de los tejidos vegetales. Por
consiguiente, los nutrientes y las hormonas desempefian un papel esencial en el crecimiento de las plantas. Debido
a su incapacidad para moverse, las plantas han desarrollado mecanismos activos, y mecanismos que se pueden
activar, que les permiten utilizar lo mejor posible los recursos presentes para favorecer su crecimiento. A fin de
aumentar este crecimiento, se usan fertilizantes También es posible usar otras moléculas, con frecuencia,
glucidicas, extraidas de algas para favorecer el crecimiento.

La integridad de las plantas es igualmente una condicion indispensable para asegurar el rendimiento. No obstante,
las plantas estan sometidas continuamente al ataque de microorganismos patégenos. Establecer defensas es, por
tanto, un elemento determinante en la eficacia de la resistencia.

De modo convencional, se usan a gran escala productos fitofarmacéuticos potencialmente téxicos para luchar contra
el ataque de los patégenos.

Los productos que proceden de la industria agro-farmacéutica (fungicidas, insecticidas) comercializados por las
empresas agroquimicas presentan un impacto importante para el medio ambiente con toxicidades potenciales para
el hombre.

La induccioén artificial de los mecanismos de defensa de las plantas contra los parasitos constituye el centro de
numerosas investigaciones. La primera via de investigacién ha consistido en encontrar moléculas que imiten la
accion del acido salicilico capaz de inducir por si mismo una inmunidad si bien es tolerado insuficientemente por
determinadas plantas. Se ha desarrollado un analogo quimico del acido salicilico, el INA (o acido 2,6-
dicloroisonicotinico) y otros inductores de la sintesis: el benzotiadiazol (BTH comercializado por la empresa
SYNGENTA con el nombre comercial BION®) y el acido B-aminobutirico (BABA®-Sigma Aldrich) mejor tolerados por
las plantas de cultivo.

La segunda via ha consistido en buscar moléculas naturales (oligosacaridos, proteinas enzimaticas, polipéptidos)
capaces de inducir por si mismas los mecanismos de defensa de las plantas.

Extractos fungicos obtenidos de Fusarium (WO/2002/24869) y de Trichoderma (WO/2006/129998) han mostrado
propiedades de estimulacion de las defensas naturales de las plantas.

Los extractos de microorganismos obtenidos de Erwinia (WO/1998/37752, WO/1999/07206), de Xanthomonas
(WO/2000/20616), de Agrobacterium (WO/2000/28056), de Cladosporium (WO/2002/02787), de bacterias Gram+
(WO/1999/11133), de Pseudomonas (WO/1999/07207, WO/2003/068912) presentan la capacidad de inducir las
defensas naturales de las plantas (Varnier 2009). Los extractos de insectos y de crustaceos que contienen (3-1,3-
glucanos (quitosano) han mostrado propiedades de estimulaciéon de las defensas naturales de las plantas
(Klarzynski 2000). La formulacion ELEXA® (SAFE SCIENCE), cuyo principio activo es el quitosano, se comercializa
como inductor (Sharathchandra 2004).

Los extractos de levadura presentan propiedades de estimulacion de las defensas naturales de las plantas
(A1/2009/0010905).

Los extractos de algas pardas que contienen un oligosacarido denominado laminarina inducen las reacciones de
defensa de las plantas (Aziz 2003, EP 1338200 y WO/2005/082150). La empresa GOEMAR comercializa las
formulaciones "lodus® 2 cereales" y "lodus® 2 cultivos especializados" cuyo principio activo es la laminarina.

Numerosos extractos de plantas presentan propiedades de estimulacion de las defensas. Los extractos de semilla
de alholva (Trigonella foenum greacum) permiten activar las reacciones de defensa (W002102162 y WO0410786).
La formulaciéon STIFENIA (SOFT) se comercializa como inductor natural.

Los extractos acuosos de hojas de neem (Azadirachta indica Juss) que contienen tetranortriterpenoides (Paul 2002),
extractos etandlicos de hojas de sanguinaria mayor (Reynoutria sachalinensis) (Daayf 1997; Randoux 2006),
extractos de hojas de buganvilla (Narwal 2000), de ruibarbo y de espinaca (Doubrava 1988) han mostrado un efecto
inductor de las reacciones de defensa de la planta. La formulacion MILSANA (SCHAETTE) que contiene extractos
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de sanguinaria mayor se comercializa como inductor natural. El documento WO/2003/086079 describe el uso de un
extracto etandlico de hojas de vid.

Los extractos de raiz de ruibarbo (Rheum palmatum) y de corteza de avellanillo (Frangula alnus) presentan un
potencial de induccion de los mecanismos de defensa de la vid (Godard 2009).

Otras formulaciones a base de extractos de plantas estan a la espera de una autorizacion de comercializacién como
inductores: Pireco (mezcla de 11 extractos de plantas, entre ellas la soja y algas marinas) de la empresa TEAM
GREEN; Echo Protect (mezcla de extractos naturales de plantas, entre ellas la ortiga y el ajo). Kavroulakis et al. en
"Physiological and molecular plant pathology", Academic Press Ltd, GB, vol. 66 n° 5, pag. 163-174 y Spyridon
Ntougias et al. en "Biology and fertility of soils"; Cooperating Journal of International Society of Soil Science,
Springer, Berlin, vol. 44, n°. 8, pag. 1081-1090, han trabajado en el uso como inductores de composts, es decir, de
desechos vegetales biodegradados.

La eficacia de estas formulaciones con frecuencia es parcial, especifica para ciertas variedades de plantas, o en
estado de desarrollo. Muy a menudo se deben combinar con tratamientos quimicos. Ademas, ciertos compuestos no
provocan una resistencia varias veces en sucesion (extractos de plantas de alholva); sélo es posible una unica
pulverizaciéon. Su accidn preventiva o curativa puede estar limitada en el tiempo.

Objeto de la invencidn

Existe, por tanto, la necesidad de una composicion respetuosa con el medio ambiente y respetuosa con las plantas a
las que va destinada, que estimule su sistema de defensa contra los patégenos. Los presentes inventores han
descubierto que un extracto natural de bagazo de uva presentaba tal actividad. El extracto propuesto, por tanto,
tiene la capacidad de estimular los mecanismos de defensa de las plantas tratadas. Asi, la invencion se refiere al
uso de un extracto de bagazo de uva para estimular las defensas naturales de las plantas. El bagazo de uva esta
constituido por la parte sélida resultante del prensado de los granos de uva, es decir, por los hollejos, las pepitas vy,
opcionalmente, el escobajo. El bagazo de uva proviene, por tanto, de la transformacion fisica de los granos de uva.
El bagazo de uva no ha sufrido compostaje.

El extracto de bagazo de uva, cuyo uso se propone, permite inducir la expresion de los genes de defensa, es decir,
de estimular las defensas naturales de las plantas. Debido a esto presenta propiedades como inductor.

De acuerdo con una realizacién, el extracto de bagazo de uva, cuyo uso es el objeto de la presente invencion,
comprende compuestos naturales sintetizados por la uva misma, cuyo cultivo esta ampliamente extendido, y que se
obtienen mediante un procedimiento tradicional (no industrial). Estos compuestos, por consiguiente, tienen mayor
probabilidad de ser bien tolerados y de presentar efectos no téxicos. Finalmente, estos compuestos naturales se
pueden usar en la agricultura bioldgica.

Estos compuestos naturales son principalmente polifenoles y antocianinas. El extracto usado de acuerdo con la
invencion puede contener mas de un 70 % en peso, con relacion a su peso seco, de polifenoles. El extracto puede
comprender también mas de un 8 % en peso de antocianinas con relacion al peso seco del extracto.

El extracto de bagazo de uva usado de acuerdo con la invencién se puede preparar a partir de bagazo de uva roja al
que se afiade agua y se somete a una centrifugacion, el producto de la centrifugacién a continuacion se somete a
una extraccion en una mezcla de agua-etanol que comprende menos del 30 % v/v de etanol, y después se
concentra a vacio y se atomiza sin soporte de secado, a fin de obtener un polvo. El procedimiento se lleva a cabo en
presencia de SO, sin afiadir ningun aditivo. El sulfito afiadido en el agua de difusion, a una concentracion de 1 g/l
tiene como funcion solubilizar las antocianinas y limitar su oxidacion.

Los compuestos naturales presentes en el extracto de bagazo de uva son compuestos faciles de extraer, poco
costosos e hidrosolubles y, por tanto, son faciles de usar (facil dilucion). Pueden mejorar las propiedades de los
formulantes que acompanan a las materias activas debido a su efecto fotoprotector.

El uso de acuerdo con la invencién es totalmente apropiado para las plantas seleccionadas de entre el grupo que
comprende las plantas agronémicamente utiles y las plantas ornamentales.

Las plantas agronémicamente Utiles se seleccionan de entre el grupo de las angiospermas que comprenden las
Apiaceae, las Astereaceae, las Brassicaceae, las Chenopodiaceae, las Convolvulaceae, las Cucurbitaceae, las
Fabaceae, las Liliaceae, las Poligonaceae, las Rosaceae, las Solanaceae, las Poaceae, las Vitaceae.

La invencién se refiere igualmente a un procedimiento para estimular las defensas naturales de las plantas, que
comprende la aplicacién de una composicién que comprende un extracto de bagazo de uva sobre dichas plantas.

La composicidon usada en el procedimiento de acuerdo con la invencion comprende, como producto activo, un
extracto hidroalcohdlico de bagazo de uva. El extracto de bagazo de uva comprende mas de un 45 %,
preferentemente mas de un 70 %, en peso de polifenoles con relacion al peso seco del extracto.
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El extracto comprende mas de un 0,5 %, preferentemente mas de un 8 %, en peso de antocianinas con relacion al
peso seco del extracto. El extracto de bagazo de uva se obtiene ventajosamente de acuerdo con el procedimiento
descrito anteriormente.

La composicién usada en el procedimiento de acuerdo con la invencién se puede presentar en forma de polvo o en
forma liquida.

Cuando la composicién se presenta en forma de polvo, esta desprovista de cualquier otro agente activo.
Asimismo, puede estar desprovista de cualquier adyuvante no natural.

De acuerdo con una realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, la composicion es una
composicién que se aplica mediante pulverizacion foliar o mediante infiltracion.

La concentracién en extracto de bagazo de uva de la composicion usada en el procedimiento de acuerdo con la
invencion esta comprendida entre 0,10 g/l y 10 g/l, preferentemente entre 0,3 g/l y 2,5 g/l, mas preferentemente aun
entre 0,5 g/l y 1,25 g/l para una aplicacion mediante pulverizacion con el fin de estimular las defensas naturales de
las plantas. Una sola aplicacion antes del ataque de los agentes patdgenos puede ser suficiente. Sin embargo, a
veces puede resultar necesario realizar al menos una nueva aplicacién varios dias o varias semanas después de la
primera.

La composicion se aplica a una concentracion de 0,1 a 2,0 kg/ha, preferentemente de 0,3 a 1,5 kg/ha, de los cultivos
que se han de tratar para estimular las defensas naturales.

Las dosis de aplicacion y las modalidades de aplicacion dependen, por supuesto, de la especie de plantas que se
van a tratar y de su estado de desarrollo.

De acuerdo con una realizacién particular, la infiltracion del extracto de bagazo de uva se efectia con una
concentracion inferior al 0,30 % (p/v), preferentemente del 0,05 al 0,30 % (p/v).

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede aplicar a las plantas agronémicamente utiles y a las plantas
ornamentales. Tales plantas son las que se han mencionado anteriormente en el presente documento en relacion al
uso.

La infiltracién de un extracto de bagazo de uva a una concentracién del 0,25 % sobre hojas de tabaco, induce una
respuesta de hipersensibilidad (local) acompafiada de una respuesta de resistencia sistémica (RSA: resistencia
sistémica adquirida), que se traduce en el efecto inductor del extracto, efecto caracteristico de la induccién de una
inmunidad frente a los patégenos. Este efecto inductor se ha demostrado a nivel molecular mediante el andlisis de la
expresion de los genes marcadores de la respuesta RSA (pr1y pr2).

El efecto inductor de un extracto de bagazo de uva se ha demostrado igualmente para otras plantas dicotiledéneas
(tomates) y para plantas monocotiledéneas (maiz).

El uso de este extracto permitira la disminucion de la cantidad de pesticidas utilizados para proteger a las plantas de
los agentes patdgenos. En cultivos bioldgicos, el uso de este extracto permitira una disminucién de los pesticidas.

La invencion se describira de forma mas detallada a continuacion con la ayuda de los ejemplos siguientes que se
dan a titulo meramente ilustrativo.

Los experimentos se han llevado a cabo sobre los transcriptos aislados a partir de plantas tratadas con el extracto
de bagazo de uva, de plantas tratadas con acido salicilico (SA) (control positivo, el SA es un inductor conocido de la
respuesta RSA) y de plantas pulverizadas sin inductor (control negativo, agua). La expresién de los genes PR se
analiza mediante PCR semicuantitativa en tiempo real que permite la amplificacion de los transcriptos de interés. Los
resultados demuestran una acumulacion de los transcriptos en las plantas tratadas con los extractos, lo que sugiere
una respuesta de tipo inductor de los extractos vegetales de los presentes inventores.

Descripcion detallada de la invencién
Ejemplos

En los ejemplos siguientes, se usa como extracto de bagazo de uva, el producto comercializado por la empresa
GRAP’SUD con la marca exGrape® Anthocyanins. Este producto presenta las caracteristicas siguientes:

- polvo ligeramente granulado rojo oscuro
- polifenoles totales
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(en equivalentes de catequina) DO 280 nm: 270 %
(en equivalentes de acido galico) FOLIN CIOCALTEU: = 60 %

- procianidinas:

(en equivalentes de catequina) método de la vainillina: 25 %
- antocianos:

Blanqueado al disulfito: =2 8 %
Este producto se denomina en los ejemplos "EXTRACTQO".
Se usa igualmente un potenciador de acido beta-aminobutirico, denominado BABA en los ejemplos.
Ejemplo 1 - Induccion sobre hojas de tabaco

En plantas de tabaco, en el estadio de 10-12 hojas (4-5 semanas), se infiltra sobre las hojas el EXTRACTO al
0,25 % (p/v).

Se toma una fotografia de la hojas justo después de la infiltracion (figura 1a), y 4 dias después de la infiltracion
(figura 1b). Cuatro dias después de la infiltracién, se observan las respuestas de hipersensibilidad sobre las hojas
que se han pinchado.

Se prepara un control de 4cido salicilico (2 mM) y se analiza la respuesta RSA mediante PCR en tiempo real.
Se obtienen los resultados presentados en las figuras 2, 3 y 4.

Estos resultados demuestran una acumulacién de los transcriptos en las plantas tratadas con los extractos, en las
hojas infiltradas o pulverizadas y las hojas no pulverizadas o no infiltradas de la misma planta tratada, lo que sugiere
una respuesta de tipo inductor del EXTRACTO.

Este efecto inductor se ha demostrado a nivel molecular mediante el analisis de la expresién de los genes
marcadores de la respuesta RSA (pr1y pr2).

El analisis molecular consistié en extraer los ARN totales a partir de las hojas de tabaco tratadas usando el kit de
extraccion Tri-reagent (Euromedex). Se verificd la integridad de los ARN extraidos mediante electroforesis en gel de
agarosa. Se uso la transcriptasa inversa (Tl) Euroscript (Eurogentec) para la sintesis de los ADN complementarios.
Los cebadores (oligonucleotidos de 20 a 24-meros) especificos de los genes pr1 y pr2 permitieron la amplificacion
de los ADNc correspondientes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La amplificaciéon se siguio
en tiempo real (PCR en tiempo real) basada en la fluorescencia emitida por los productos de amplificacion en
presencia de SYBR Green. Los fragmentos de PCR-TI especificos de pr1 y pr2 se cuantifican usando el programa
iQv3 (BIO-RAD). La abundancia de transcriptos de pr1 y pr2 se normaliza (cantidad relativa) a los de un gen de
expresion constitutivo, que codifica a la actina o al factor de crecimiento alfa.

Ejemplo 2
Se reproducen los mismos ensayos con diferentes concentraciones del EXTRACTO: 2,5 g/l, 1,25 g/l, 0,625 g/,
0,312 g/l y 0,156 g/l y diferentes cantidades pulverizadas por hoja y por planta. Esto se efectia con el fin de

determinar la cantidad final que permite la induccion.

Las cantidades usadas se presentan en la tabla siguiente y los resultados se dan en la figura 5.

Dilucién a partir de la solucion madre de EXTRACTO al1% | x4 x 8 x 16 x 32 x 64

Concentracién de EXTRACTO 2,59/111,25¢/l| 0,625¢g/l | 0,312g/l | 0,156 g/|

Cantidad pulverizada/hoja 5mg |2,5mg| 1,25mg |0,625mg|0,312 mg

Cantidad pulverizada/planta 15mg|7,5mg| 3,75mg [1,875mg|0,936 mg
Ejemplo 3

Se llevaron a cabo diferentes ensayos de infiltracion de hojas de tabaco con 50 yl de las soluciones que se
mencionan a continuacion:

Ensayo 1: EXTRACTO al 0,25 % (p/v)
Ensayo 2: EXTRACTO al 0,125 % (p/v)
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Ensayo 3: EXTRACTO al 0,0625 % (p/v)
Ensayo 4: EXTRACTO al 0,03125 % (p/v)
Ensayo 5: EXTRACTO al 0,0156 % (p/v)
Ensayo 6: BABA 10 mM

Ensayo 7: (control positivo) acido salicilico 2 mM
Ensayo 8: (control negativo) agua

Ocho dias después de la infiltraciéon, se observaron los sintomas macroscoépicos bajo luz blanca y bajo luz UV
(longitud de onda a 312 nm). Las fotografias correspondientes se dan en las figuras 6 y 7. En las figuras, los
numeros se corresponden con el punto de infiltracidon del ensayo que tiene un nimero idéntico.

Se observa en estas fotografias que el extracto de bagazo de uva induce una clorosis (zona clara desprovista de
clorofila) de los tejidos infilirados (1 y 2 en la figura 6) con la aparicién de necrosis (zona parda desecada) cuando se
usa el extracto a alta concentracion (1 en la figura 6).

El BABA (10 mM) (6 en la figura 6) debido a su efecto potenciador asi como el agua (8 en la figura 6) no inducen
ninguna clorosis o necrosis en los sitios infiltrados. El acido salicilico (2 mM) (7 en la figura 6) provoca la necrosis de
los tejidos foliares infiltrados.

El extracto de bagazo de uva infiltrado a las concentraciones de 0,25 % (1), 0,125 % (2), 0,0625 % (3) en las hojas
de tabaco induce una acumulacién local de compuestos fluorescentes (1, 2 y 3 en la figura 7), caracteristica de la
RLA o "resistencia local adquirida", que interviene en las reacciones de defensa de los vegetales.

Ejemplo 4

Sobre las hojas infiltradas del ejemplo 3 se efectud una prueba del azul de EVANS. El azul de Evans es un colorante
vital que penetra facilmente en las células cuando la membrana plasmatica de las mismas esta dafada y es
permeable. Muestra, por tanto, la pérdida de integridad celular cuando hay muerte celular en la respuesta de
hipersensibilidad.

Discos (diametro de 1 cm) de hojas recortadas con un perforador alrededor del punto de infiltraciéon se incuban en
una soluciéon de Evans (0,25 %) a temperatura ambiente y con agitacion moderada durante 30 minutos para una
buena penetracion del colorante en las células. Los discos de hoja se lavan minuciosamente con agua destilada y
después se trituran en presencia de 1 ml de SDS al 0,1 % hasta una homogeneizacion completa. EI homogeneizado
se centrifuga durante 20 minutos a 20000 x g y el sobrenadante se diluye 8 veces con agua destilada. Se mide la
densidad éptica a 600 nm y se lleva al peso de materia fresca.

Los resultados se presentan en el grafico de la figura 8.

Los tejidos foliares infiltrados con el bagazo de uva de los ensayos 1, 2 y 3 presentan una absorcion del azul de
Evans superior a la del control de agua (ensayo 8), lo que sugiere el inicio de la muerte celular.

Esta reaccion es caracteristica de la respuesta hipersensible que interviene en las reacciones de defensa de los
vegetales.

Ejemplo 5

Se infiltraron hojas de tomate y hojas de maiz con 50 pyl de agua (control negativo) por un lado, y 50 pl de
EXTRACTO al 0,25 % (p/v), por otro lado.

Se tomaron fotografias bajo luz blanca 4 dias después de la infiltracion. Estas fotografias se presentan como la
figura 8 para el tomate y como la figura 9 para el maiz.

En estas figuras se observa que el extracto de bagazo de uva infiltrado al 0,25 % (50 pl) induce una respuesta
hipersensible (necrosis) en el tomate (planta dicotiledénea) y el maiz (planta monocotiledénea).
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un extracto natural de bagazo de uva para estimular las defensas naturales de las plantas.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el extracto comprende mas del 45 % en peso de
polifenoles con relacion al peso seco del extracto.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado por que el extracto comprende mas del 70 % en peso de
polifenoles con relacién al peso seco del extracto.

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado por que el extracto comprende
mas del 0,5 % en peso de antocianinas con relacién al peso seco del extracto.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que el extracto comprende mas del 8 % en peso de
antocianinas con relacion al peso seco del extracto.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, de acuerdo con el cual el extracto es un extracto hidroalcohdlico de
bagazo de uva o un extracto obtenido mediante extraccion con agua sulfitada.

7. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que las plantas se
seleccionan de entre el grupo que comprende las plantas agronémicamente Utiles y las plantas ornamentales,
aromaticas y medicinales.

8. Procedimiento para estimular las defensas naturales de las plantas, que comprende la aplicacion de una
composicion que comprende un extracto de bagazo de uva sobre dichas plantas.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que la composicion es una composicion
acuosa que se aplica mediante pulverizacion foliar o infiltracion.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, caracterizado por que el extracto comprende mas del
45 % en peso de polifenoles con relacién al peso seco del extracto.

11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizado por que el extracto
comprende mas del 70 % en peso de polifenoles con relacién al peso seco del extracto.

12. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, caracterizado por que el extracto
comprende mas del 0,5 % en peso de antocianinas con relacién al peso seco del extracto.

13. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, caracterizado por que el extracto
comprende mas del 8 % en peso de antocianinas con relacion al peso seco del extracto.

14. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que la composicion acuosa se
aplica mediante infiltracion a menos del 0,30 % (p/v) de extracto de bagazo de uva.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la cantidad del extracto de bagazo de uva es del
0,05 % al 0,30 % (p/v).
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