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DESCRIPCION

Uso de un extracto o de una fraccién de extracto de alga roja agarofita como elicitor/estimulador de defensa
vegetal y aplicacién de dicho extracto o de dicha fraccion de extracto

[0001] La presente invencién se refiere al uso de extractos, en particular de extractos naturales, o de fracciones
de extractos de algas rojas agarofitas como estimuladores de defensa natural en las plantas terrestres. Se refiere
también a los procedimientos de obtencién de estos extractos o fracciones de extractos.

[0002] La presente invencidn consiste en la recuperacién de extractos de algas rojas agarofitas y su uso como
elicitores o estimuladores de defensas naturales que tienen la capacidad de provocar que la planta exprese
resistencia de cara al estrés biotico.

[0003] El uso de productos quimicos, tales como los pesticidas, en el sector agricola esta sujeto a una limitacién
impuesta en Francia por el plan Ecophyto 2. El objetivo es reducir a la mitad el uso de productos quimicos
fitofarmacéuticos como los pesticidas de aqui a 2025, manteniendo al mismo tiempo los rendimientos agricolas,
lo que sugiere la elaboracion y la aplicacion de métodos alternativos como el uso de elicitores que permitiran
alcanzar las ambiciones del plan Ecophyto y reducir los riesgos e impactos vinculados al uso de los pesticidas.

[0004] Los elicitores son moléculas de sefializacion que inician el reconocimiento de un microorganismo
patégeno en la planta. Son capaces de ligarse de manera especifica a los receptores de membranas. Después
de la interaccién entre el elicitor y el receptor especifico, se observa, a nivel celular, una cascada de eventos de
sefializacién. Existe una gran variedad de receptores de membranas y cada uno puede acoger un elicitor bien
definido (Benhamou, N., y Rey, P. (2012). Stimulateurs des défenses naturelles des plantes : une nouvelle
stratégie phytosanitaire dans un contexte d’écoproduction durable.: |. Principes de la résistance induite. Phyto-
protection 92, 1).

[0005] En este sentido, segun la interaccion, se observara:

— una despolarizacion de membranas, la activacion de proteinas G, proteinas quinasas, la liberacion
intracelular de iones de calcio;

— la expresion de genes de defensa que participa en la via de biosintesis de fitohormonas, enzimas, proteinas
del estrés, inhibidores de proteasas, metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano, incluidas las
fitoalexinas;

— la acumulacién de formas activas del oxigeno o FAO, moléculas muy activas que presentan una actividad
antimicrobiana directa, implicadas también en las reacciones de hipersensibilidad y en el refuerzo de la
pared celular.

[00086] La acumulacion de FAO es un evento que pone en marcha la produccion de radicales libres normalmente
presentes en la planta en bajas cantidades. En el momento de una agresion, este equilibrio se rompe y la
sobreproduccion de radicales libres es toxica para el patdgeno, pero también para la planta porque pueden dafiar
moléculas como el ADN, proteinas, ciertas enzimas y los lipidos de membranas. Esto puede provocar la necrosis
de la zona atacada por el patégeno (reaccion hipersensible). Con el fin de minimizar este efecto negativo de las
FAO, la planta posee enzimas que canalizan su perimetro de accion incluida la peroxidasa. El estallido oxidativo
se acompafia por lo tanto habitualmente de una produccion de peroxidasas, enzimas que desactivan las FAO,
como el H202, lo que constituye por lo tanto potencialmente un marcador de defensa de la planta.

[0007] Los eventos de sefializacién varian de una planta a otra en términos de intensidad y de orden de aparicién
y desempefian un papel importante en la transduccion de la sefial de estrés. Segun la naturaleza del elicitor, se
ponen en marcha diferentes respuestas con el fin de resistir al patdgeno. Entre estas respuestas, se puede
observar un refuerzo parietal. Una papila se sintetiza en el lugar donde entran los organismos patégenos.

[0008] La aposicion rapida y localizada de compuestos fendlicos, de silice, de callosa, de proteinas, de
glicoproteinas (HRGP), de suberina o de lignina permite espesar la pared celular (Garcia-Brugger, A., Lamotte,
0., Vandelle, E., Bourque, S., Le-courieux, D., Poinssot, B., Wendehenne, D., y Pugin, A. (20086). Early Signaling
Events Induced by Elicitors of Plant Defenses. Molecular Plant-Microbe Interactions 79, 711-724; Senthil-Kumar,
M., y Mysore, K. S. (2013). Nonhost Resistance Against Bacterial Pathogens: Retrospectives and Prospects.
Annual Review of Phytopathology 51, 407-427).

[0009] La produccion de lignina en la zona agredida se efectlia con ayuda de enzimas cataliticas como la
fenilalanina amonio liasa (PAL) que es indispensable para la biosintesis de fenilpropanoides.

[0010] La planta posee un arsenal variado que le permite defenderse y adaptarse al tipo de estrés al cual es
sometida. El tipo de resistencia inducida por los elicitores es la resistencia sistémica adquirida. Es una
resistencia generalizada al conjunto de la planta. Permite una defensa optimizada contra el patdgeno y contra
nuevos ataques potenciales. Permite particularmente que la planta esté en estado de espera constante mientras
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el efecto del estimulador de defensas naturales esté activo. Es un método preventivo que induce resistencia en la
planta y reduce considerablemente el tiempo de respuesta ante el ataque de un patégeno. La estrategia
adoptada es proporcionar a la planta un elicitor en una baja concentracién, con el fin de reducir
considerablemente el tiempo de respuesta ante una agresion. (Levine, A., Tenhaken, R., Dixon, R., y Lamb, C.
(1994). H202 from the oxidative burst orchestrates the plant hypersensitive disease resistance response. Cell 79,
583-593; Bolwell, G. P. (1999). Role of active oxygen species and NO in plant defence responses. Current
Opinion in Plant Biology 2, 287-294).

[0011] Se puede distinguir los elicitores de origen bidtico, de los estreses abidticos como los metales pesados,
ciertos detergentes, ciertos antibiéticos, las radiaciones UV. Es frecuente encontrar elicitores bidticos en las
algas. De hecho, las algas rojas, verdes y pardas poseen polisacaridos parietales variados y especificos capaces
de actuar como elicitores bidticos como tales o de una forma despolimerizada (Vera, Marine Drugs, 2011, 9,
2514-2525). En particular, las algas rojas ricas en carragenanos (es decir carragenofitas) poseen carragenanos
cuyos derivados de oligosacaridos tienen propiedades elicitoras (US 20100173779 A1 y US 20110099898 A1).
Hay que destacar que los carragenanos se diferencian de los agares por la ausencia de L-galactosa y 3,6
anhidro-L-galactosa exclusiva a los agares. Ciertas algas verdes poseen ulvanes que, una vez despolimerizados,
actuan como elicitores (W02005094588 A1). En cuanto a las algas pardas, estas Ultimas son ricas en laminarina
que es un glucano de reserva que actua como elicitor (WO 1994000993 A1). Existen oligoagares de grado de
polimerizacion (DP)4 obtenidos por despolimerizacién enzimatica y capaces de elicitar el alga roja Gracilaria
(Weinberger, F., Friedlander, M. y Hoppe, H.-G. (1999). Oligoagars elicit a physiological response in Gracilaria
conferta (Rhodophyta). Journal of Phycology 35, 747-755).

[0012] La empresa solicitante ahora ha descubierto los glicidos y fragmentos de glicidos de algas rojas
agarofitas como las de los géneros Gelidium y Gracilaria que presentan una actividad elicitora. La recuperacion
de estas sustancias de origen natural se efectia para realizar una aplicacién biologica respetuosa con el medio
ambiente. Estas sustancias naturales no necesitan una despolimerizacidn previa para activar su caracter elicitor;
son activas como tales. Ademas, estas sustancias elicitoras son hidrosolubles, lo que refuerza su caracter
natural.

[0013] La invencion se refiere asi particularmente a los extractos de moléculas naturalmente presentes en
Gelidium sesquipedale y capaces de provocar un aumento de ciertos marcadores de elicitacion, tales como la
callosa, los compuestos fendlicos, las actividades enzimaticas de la peroxidasa y de la fenilalanina amonio liasa
(PAL). La invencion permite mejorar la resistencia sistémica adquirida y/o la resistencia sistémica inducida
acelerando su establecimiento y asegurando una defensa generalizada en la planta.

[0014] La solicitud de patente japonesa JP 2014091709 describe agentes que favorecen el crecimiento de las
plantas que consisten en agua tratada con un alcalino obtenido después del tratamiento alcalino de un alga roja y
del lavado del agua de tratamiento obtenida en el momento de un proceso de fabricacion de agar. Se trata de
una aplicacion diferente a la de la presente invencion, estos agentes que se presentan contienen minerales
procedentes del agua de mar de una manera bien equilibrada, y tales minerales participan en el crecimiento de la
planta.

[0015] Antonio Ramkissoon, Adesh Ramsubhag y Jayaray Jayaraman, J. Appl. Phycol (2017) 29:3235-3244
describen la actividad fitoelicitora de extractos de tres especies de algas del Caribe que provoca la disminucion
de los sintomas de infecciones patdgenas en las plantas de tomate. Los extractos obtenidos son las mezclas
complejas de moléculas. Por el contrario, la presente invencion se refiere a extractos o fracciones de extractos
que contienen oligosacaridos bien definidos, nunca mencionados en el articulo citado. Ademas, segun este
articulo, el extracto se pulveriza a una concentracién de 0,5 %, o de 5 g/L. Segun la presente invencién, los
extractos/fracciones de extractos se aplicaban en concentraciones mucho mas favorables para las plantas, que
estan entre 1 y 10 mg/l, o aproximadamente 1000 veces mas bajas. Esto viene a corroborar la novedad y el
interés de los extractos/las fracciones de extractos segun la presente invencion. La patente FR 2605185 A1
describe un procedimiento para cultivar una planta que comprende el uso de un oligosacarido que acelera el
crecimiento de una planta. La patente US 2015/0351408 A1 describe un procedimiento para elaborar un
bioestimulante segun el cual se tritura el alga fresca, se lava, se trata con un acido, luego con KOH, se separa y
se recupera la fase liquida, luego se le agrega leonardita americana hidrolizada, y se seca para obtener un polvo.
Weinberger et al., Journal of Phycology, vol. 37, n® 3, junio de 2001, 418-4286, describen la preparacion, por
hidrolisis enzimatica parcial de agarosa, de fracciones de neoagarosacaridos con un grado de repeticién de
disacarido que oscila entre 1 (neoagarobiosa) y mas de 8 (neoagarohexadecaosa). XIUJUAN WANG et al.,
Journal of Applied Phycology, vol. 25, n° 6, 12 de marzo de 2003, 1895-1902, describen la mejora de la salud de
un alga no terrestre, el alga roja marina Pyropia haitanensis mediante agarooligosacaridos. La patente WO
03/041679 A2 describe el uso de un extracto hidroalcohdlico de alga roja para la preparacién de una
composicion alimentaria o cosmeética, destinada a inducir la sintesis de proteinas del estrés en el momento que
se producen restricciones fisicas sobre las células. La patente CN105732734 A se refiere al alga roja Palmaria
palmerte, especie no agarofita, la cual se somete a una extraccién con fluido supercritico (CO2) para la
obtencion de floridosida.
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[00186] El objeto de la presente invencién es en primer lugar el uso como elicitor/estimulador de defensa en las
plantas terrestres de un extracto o de una fraccién de extracto de por lo menos un alga roja agarofita, dicho
extracto o dicha fraccion de extracto contiene al menos un oligosacarido que tiene de 2 a 50 unidades de osa
ligadas entre si de manera covalente, y polisacaridos que tienen mas de 50 unidades de osa ligadas entre si de
manera covalente pudiendo ser contenidos que no superen el 0,01 % en peso respecto a los
oligosacaridos/polisacaridos totales.

[0017] Se ha definido aqui un oligosacarido como un compuesto que contiene de 2 a 50 unidades de osa y un
polisacarido como un compuesto que contiene mas de 50 unidades de osa.

[0018] Se utiliza también a continuacion la expresion "grado de polimerizacion" (DP) para expresar este numero
de unidades de osa.

[0019] Las algas rojas agarofitas se pueden seleccionar entre las de los géneros Gelidium y Gracilaria, y pueden
particularmente ser Gelidium sesquipedale.

[0020] En particular, el extracto o la fraccion de extracto puede contener, como oligosacarido(s), al menos un
oligosacarido nativo o sustituido elegido entre:

— un (Gal)n-glicerol con Gal = unidad de galactosay 2 <n < 4;
— un disacarido constituido por dos unidades de hexosa;
— un disacarido constituido por dos unidades de acido galacturénico.

[0021] El extracto o la fraccion de extracto puede también contener al menos un monosacarido, nativo o
sustituido por glicerol o un metilo, el o los monosacaridos pudiendo ser elegidos entre floridosida/isofloridosida
(Gal-glicerol), 3,6-anhidrogalactosa, acido galacturénico, hexosas o pentosas.

[0022] Dicho extracto puede consistir en un extracto:

— por una solucién acuosa alcalina con pH basico, particularmente por sosa a 0,1-10 % en peso,
preferiblemente 2-5 % en peso, seguido de una neutralizacion con un acido y con una eliminacion al menos
parcial de los polisacaridos que tengan mas de 20 unidades de osa conectadas entre si de manera
covalente, por ejemplo mediante precipitacion del filtrado con etanol; o

—  por una solucién hidroalcohdlica, el alcohol habiéndose eliminado posteriormente; o

—  por un alcohol como el etanol, el alcohol habiéndose eliminado posteriormente,

un extracto que puede también ser: una de las fases acuosas obtenidas por las filtraciones efectuadas en el
momento del procedimiento de extraccion del agar a partir de un alga roja agarofita respectivamente
después del tratamiento alcalino de las algas, después del aclarado con agua del residuo asi obtenido,
después de la neutralizacion con acido del residuo obtenido en el momento de este aclarado, después del
aclarado con agua del residuo obtenido en el momento de esta neutralizacion; o el extracto obtenido
mediante la extraccién en caliente del residuo obtenido en mismo tiempo que el gel de agar en el momento
de una extraccién en calienteffiltracion del residuo obtenido después de este Ultimo aclarado con agua; vy el
jugo de sinéresis obtenido después de la congelacion-descongelacion y/o por prensado mecanico de este
gel de agar,

y una fraccion de extracto resulta del fraccionamiento de un extracto por ultrafiltracion o por cromatografia
de exclusion estérica,

dicho extracto o dicha fraccion de extracto puede entonces haber sido concentrado, deshidratado o
liofilizado.

[0023] El extracto o la fraccién de extracto puede haberse preparado mediante un procedimiento segun el cual se
ha realizado una extraccion acuosa, alcohdlica o hidroalcohdlica, en caliente, de dicha o dichas algas rojas
agarofitas, con una eliminacion ulterior del alcohol en el caso de una extraccion alcohdlica o hidroalcohdlica,

dicha extraccion pudiendo ser una extraccion acuosa alcalina, en particular una extraccion acuosa alcalina,
segun la cual se obtiene, después de dicho tratamiento alcalino y por filtracién, por una parte, una fase
acuosa (A1) y por ofra parte un residuo (R1);

luego se puede efectuar un aclarado con agua destilada de dicho residuo (R1) para obtener después de la
filtracion por una parte una fase acuosa (A2) y por otra parte un residuo (R2);

luego se puede efectuar una neutralizacion con acido de dicho residuo (R2) para obtener, después de la
filtracion, por una parte una fase acuosa (A3) y por otra parte un residuo (R3);

luego se puede efectuar un aclarado con agua destilada de dicho residuo (R3) para obtener, después de la
filtracion, por una parte, una fase acuosa (A4) y, por otra parte, un residuo (R4);

luego se puede efectuar una extraccion en caliente y una filtracion de dicho residuo (R4) para obtener por
una parte un residuo (R5) y, por otra parte, un gel de agar;
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luego se puede realizar una extraccion con agua caliente de dicho residuo (R5) para obtener una fase acuosa
(AS);

luego se puede realizar una congelacién-descongelacion y/o prensado mecanico de dicho gel de agar para
obtener, por una parte, un jugo de sinéresis (JS) y un gel de agar puro;

dichas fases acuosas (A1) a (A5) y dicho jugo de sinéresis (JS) representan cada una también un extracto
deseado,

dicho extracto puede ser sometido a un tratamiento con etanol para obtener por una parte, un extracto
etandlico (EE) y por ofra parte un precipitado, dicho extracto etandlico siendo sometido a un fraccionamiento
por ultrafiltracion o por exclusion estérica que permite aislar una fraccion de extracto que contiene al menos
un oligosacarido que tiene de 2 a 50 unidades de osa conectadas entre ellas de manera covalente, y los
polisacaridos que tienen mas de 50 unidades de osa ligadas entre si de manera covalente pudiendo ser
contenidos que no superen 0,01 % en peso respecto a los oligosacaridos/polisacaridos totales,

dicho extracto o dicha fraccion de extracto puede entonces haber sido concentrado, deshidratado o liofilizado.

[0024] El extracto o la fraccion de extracto segun la invencion puede encontrarse en un medio acuoso, o puede
presentarse en forma de polvo.

[0025] La invencion también se refiere a un procedimiento para estimular la defensa natural en una planta
terrestre, caracterizado por el hecho de que consiste en aplicar sobre el conjunto de la planta o sobre una parte
de ésta, comprendiendo el aparato vegetativo, el sistema radicular, los frutos, las semillas y las simientes de
dicha planta, o incluso sobre el suelo o el substrato de cultivo de la planta, una cantidad eficaz para estimular las
defensas naturales, de dicha planta, del extracto o de la fraccion de extracto tal como se define segun la
presente invencion, en estado liquido o en forma de polvo o de granulos.

[0026] Se puede tratar las plantas de utilidad agronémica, de grandes cultivos, incluidas las oleaginosas como el
girasol o la soja, las proteaginosas como el garbanzo, los cereales como el maiz o el trigo, los arboles frutales
como los perales, los manzanos, los nectarinos, las plantas horticolas como los rosales, las plantas de pradera, y
las plantas de horticultura como el tomate, el meldn, la lechuga o las espinacas.

[0027] Se puede aplicar el extracto liquido o la fraccion de extracto liquido a la planta o parte de planta o semillas
o simientes o al suelo o substrato en una concentracion de oligosacarido(s) de 0,0001 a 100 g/L, preferiblemente
de 1 a 10 mg/L. Se puede igualmente aplicar el extracto o la fraccién de extracto en estado liquido o en forma de
polvo o de granulos en una proporcion de 1 a 1000 g de oligosacaridos por hectarea.

[0028] La aplicacién se puede efectuar de 1 a 20 veces, preferiblemente de 3 a 5 veces por afio de cultivo.

[0029] La invencion se refiere igualmente a una composicion para la implementacion del procedimiento segun la
invencion, caracterizada por el hecho de que consiste en un extracto o fraccion de extracto como se define
anteriormente obtenido a partir de Gelidium sesquipedale, en estado liquido o en forma de polvo o de granulos y
en su caso incorporado en un producto fitosanitario o fertilizante o con al menos un adyuvante elegido entre
tensioactivos, dispersantes, agentes conservantes, antiaglomerantes, oligoelementos, enmiendas, elementos
correctores de carencias, fungicidas, insecticidas, herbicidas, hormonas de crecimiento.

Ejemplo 1: Obtencion de un extracto alcalino v fraccionamiento

[0030] 100 g de algas secas Gelidium sesquipedale se mezclan a 1500 mL de una solucion de sosa a 2 % en
peso/volumen y se agitan durante 1 hora a 70-80 °C. Se neutraliza con ayuda de &acido sulfdrico a 1 % en
volumen.

[0031] A continuacion, la mezcla se filtra a través de una tela de Nylon con una porosidad de 53 pM. Las
particulas insolubles se retienen en el filtro y se eliminan.

[0032] La fraccion polisacaridica de grado de polimerizacion superior a aproximadamente 50 se elimina mediante
precipitacion con 3 volimenes de etanol.

[0033] La fraccion etandlica contiene particularmente los oligosacaridos y monosacaridos. A continuacion, el
etanol se elimina mediante evaporacién rotativa para obtener una solucion acuosa del extracto.

Ejemplo 2: Fraccionamiento del extracto del ejemplo 1 mediante ultrafiltracion

[0034] El filtrado (o solucidon acuosa del extracto) obtenido se fracciona por ultrafiltracién sobre una membrana
con una porosidad de 5 kDa en primer lugar con el fin de eliminar los compuestos con masas superiores o
iguales a 5000 Da (inlcuidos los polisacaridos) y contenidos en el retenido.

[0035] EI permeado se recupera y se somete a una ultrafiltracion sobre una membrana de 1000 Da, lo que
permite la obtencion de fracciones enriquecidas con oligosacaridos en el retenido-1000 Da.
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[0036] Las fracciones se caracterizaron mediante ensayos colorimétricos de las osas segun el método de Dubois
et al. (DuBois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J. K., Rebers, P.A., y Smith, F. (1956). Colorimetric Method for
Determination of Sugars and Related Substances. Analytical Chemistry 28, 350-356) los acidos urénicos
(Blumenkrantz, N., y Asboe-Hansen, G. (1973). New method for quantitative determination of uronic acids.
Analytical Biochemistry 54, 484-489), los compuestos fenodlicos (método de Singleton V L & Rossi J A Jr.
Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. Amer. J. Enol. Viticult.
16:144-58, 1965), las proteinas (Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 72, 248-254).
Luego, la composicion de monosacaridos se establece por CG después de la obtencion de los derivados de
acetatos de alditol segun Stevenson, T.T., y Furneaux, R.H. (1991). Chemical methods for the analysis of
sulphated galactans from red algae. Carbohydrate Research 210, 277-298. El contenido de materia seca del
extracto se determina mediante pesaje después de la liofilizacion.

Tabla 1

Composiciones determinadas por ensayos colorimétricos (% masico)
Fraccion | % Acidos % Osas % compuestos % mg SOs/mg | %

urénicos neutras fendlicos Proteinas osa inorganico
Re 5 kDa 1,6 51,4 3,2 1,3 1,8 39
Pe 5 kDa 0,4 38,6 0,4 0,8 1,6 40,7
Re 1 kDa 0,8 81,3 0,9 2,2 0,5 14,3
Pe 1 kDa 0,4 29,9 0,1 0,4 1 45,4
Re: retenido Pe: permeado

[0037] Los ensayos colorimétricos revelan un predominio de gldcidos. Las fracciones poseen también proteinas,
compuestos fendlicos y acidos urénicos pero en proporciones inferiores a esta en osas neutras. Los glucidos
presentes tienen funciones de sulfatos cuya proporcion difiere segun la fraccion.

Tabla 2

Composicion de monosacaridos (% molar)

Fraccion | 3.6 An-Gal | Gal Xyl Glc Man Fuc Hha GalA | Glc A | 6-O-Me-Gal
Re 5 kDa 43 12 18 ND 1 1 2 10 5 3

Pe 5 kDa 20 44 12 2 7 11 ND 2 1 1

Re 1 kDa 28 25 29 1 1 5 ND 4 7 ND

Pe 1 kDa 37 25 20 4 5 9 ND ND ND ND

3,6 An-Gal: 3,6 anhidrogalactosa; Gal: galactosa; Xyl: xilosa; Glc:
Glucosa; Man: manosa; Fuc: fucosa; Rha: ramnosa; Gal A: acido
galacturonico; Glc A: acido glucurdnico; 6-O-Me-Gal: 6-O-metil-galactosa
ND: no detectado

Re: retenido

Pe: permeado

[0038] Se observa en la composicién de monosacaridos deducida del analisis CG que la galactosa es mayoritaria
particularmente en su forma 3,6 anhidrogalactosa.

Tabla 3

Rendimiento masico

Fraccion Porcentaje masico con respecto a la masa de algas inicial (% MS)

Re 5 kDa 52

Pe 5 kDa 32,8
Re 1 kDa 58
Pe 1 kDa 26.4

[0039] Los rendimientos masicos reflejan una distribucion de masa del retenido y del permeado resultantes de la
ultrafiltracion a 5 kDa desigual y se puede observar que los compuestos cuyo tamarfio es superior a 5 kDa
representan 5 % de la masa seca inicial en algas y que 33 % de la masa de la biomasa seca inicial se recuperan
en el permeado y contienen por lo tanto los compuestos de tamario inferior a 5 kDa.

[0040] La ultrafiltracion a 1 kDa efectuada sobre el permeado recuperado en el momento de la ultrafiltracion a 5
kDa permite la obtencién de un nuevo permeado y de un retenido con una distribucion proxima a la obtenida
para la ultrafiltracion a 5 kDa.
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[0041] La ultrafiltracién a 1 kDa permite también eliminar en el permeado los compuestos inorganicos y los mono
y disacaridos.

Ejemplo 3: Obtencion de un extracto acuoso o alcohdlico o hidroalcohélico

[0042] 100 g de algas secas se mezclan con 1 L de agua o etanol o una mezcla de agua-etanol (20/80 v/v) y se
agitan durante 1 hora a 50-60 °C. Luego la mezcla se filtra a través de tela de Nylon con una porosidad de 53
pm. Las particulas insolubles se retienen en el filtro y se eliminan.

Tabla 4
Porcentaje de osas neutras de la fraccion
Fraccién % ON
Extraccion H.O 15,2
Extraccion H,O / EtOH | 54
Extraccién EtOH 1,5

Tabla 5

Porcentaje masico de la fraccién con respecto a la masa de alga seca inicial

Fraccion Porcentaje masico (% materia seca)
Extraccion H.O 1,83
Extraccion H,O / EtOH 0,49

Extraccién EtOH 0,19

[0043] La extraccion con agua o con etanol permite recuperar fracciones que contienen glicidos que oscilan
entre 1y 15 % en masa de la fraccion.

[0044] La extraccién efectuada con una mezcla agua/etanol permite recuperar una fraccién que contiene 52-54
% en osas. Los rendimientos masicos de las extracciones efectuados con agua, con etanol o con ayuda de un
solvente agua-etanol no sobrepasan el 2 % con respecto a la masa de algas secas.

Ejemplo 4: Fraccionamiento del extracto del ejemplo 1 mediante cromatografia de exclusién estérica

[0045] La solucion acuosa del extracto obtenida en el ejemplo 1 se fracciona mediante cromatografia de
exclusion estérica en una columna que tiene, como fase estacionaria, un gel de poliacrilamida con un umbral de
exclusién de 100-1800 Da. La fase moévil es agua ultrapura desgasificada; el caudal es de 0,18 ml.min™'. Las
fracciones recogidas son de 1,8 ml. Se analizan por CCF y se retinen aquellas que contienen glicidos y que
presentan el mismo perfil: se obtienen tres fracciones F1, F2y F3.

[00486] Estas fracciones se caracterizaban mediante ensayo colorimétrico, CG y ESI-MS.

Tabla 6
La tabla 6 a continuacién proporciona el rendimiento masico.
Fraccion Porcentaje masico con respecto a la masa de algas inicial (% materia seca)
F1 3.4
F2 3,2
F3 1,8

[0047] Las fracciones F1 y F2 representan cada una un 3-4 % en peso de la masa de algas inicial y la fraccién
F3 representa un 1,8 %.

Tabla 7
La tabla 7 a continuacion, proporciona las composiciones determinadas mediante ensayos colorimétricos.
Fraccién | % Acidos urénicos | % Osas % % Proteinas | moles SO4/ molosa | % inorganico
neutras Fenoles
(% masico/fraccion)
F1 2,1 32,0 2,0 4,7 0,5 17
F2 0,9 15,4 0,7 0,6 0,1 0,3
F3 0,5 9,6 0,3 0,6 0,3 1




10

15

20

25

30

ES 2 958 668 T3

[0048] Los ensayos colorimétricos muestran una preponderancia de glicidos. Las fracciones contienen también
proteinas, compuestos fendlicos y acidos urénicos y las osas recuperadas son sulfatados en particular en las
fracciones F1y F3.

[0049] La tabla 8 a continuacion proporciona la composicion de monosacaridos (% molar) de las fracciones F1,
F2yF3.

Tabla 8
Fraccion 3,6 An-Gal Gal Xyl Glc Man Fuc Gal A
F1 40,2 18,6 8,2 2,0 18,1 7,9 5,0
F2 38,1 8,9 5,9 2,0 16,4 8,2 20,5
F3 3,2 86,3 3,5 3,1 3,8 ND ND

3,6 An-Gal: 3,6 anhidrogalactosa; Gal: galactosa; Xyl: xilosa; Glc: glucosa; Man: manosa; Fuc: fucosa; Gal A:
acido galacturonico
ND: no detectado

[0050] Se observa en la composicién de monosacaridos deducida del analisis CG que la galactosa es mayoritaria
particularmente en su forma 3,6 anhidrogalactosa. Se nota también la presencia de xilosa, de glucosa, de
manosa, de fucosa, de acido galacturénico. Composicion de las fracciones F1, F2 y F3 mediante espectrometria
de ionizacion por electrospray (ESI):

Espectro ESI de la fraccion F1:

Masa observada m/z Masa tedrica (MW) DP | Compuesto identificado

170,97 =M-H + 2Na 125,99 Acido isetiénico
161,05=M-H 162,05 1 3,6 anhidrogalactosa
179,06 = M-H 180,06 1 Hexosa

203,06 =M-H+ Na

277,17=M-H + Na 2541 1 Floridosidafisofloridosida
365,12=M-H + Na 342,12 2 (Hexosa)z
393,22=M-H + Na 370,22 (Acido galacturénico),

[0051] Se observa en el espectro en el modo negativo la presencia de 3,6 anhidrogalactosa y de hexosa
(galactosa, manosa o glucosa) de DP1.

[0052] Se observa en el espectro en el modo positivo la presencia de hexosa de DP1, de acido isetionico, de
floridosidalisofloridosida, de hexosa de DP2, de acido galacturénico DP2.

[0053] Espectros ESI de la fraccién F2

Masa observada m/z Masa tedrica (MW) DP Compuesto identificado
170,97 =M-H + 2Na 125,99 Acido isetiénico
161,05=M-H 162 1 3,6 anhidrogalactosa
253,06=M-H + Na 180 1 Hexosa
277,1=M-H + Na 254 1 Floridosida/isofloridosida
365,12=M - H + Na 342 2 (Hexosa)z
439,16=M-H + Na 418 2 Derivado de floridosida:
(Hexosa)»-glicerol
527,17=M -H + Na 504 3 (Hexosa)s
601,21=M-H + Na 578 3 Derivado de floridosida:
(Hexosa)s-glicerol
689,22=M-H + Na 666 4 (Hexosa)a
763,26=M-H + Na 140 4 Derivado de floridosida:
(hexosa)s-glicerol

[0054] Se observa en el espectro en el modo negativo la presencia de 3,6 anhidrogalactosa y de hexosa de DP1.
En el espectro en el modo positivo, se nota la presencia de hexosa de DP1 a 4, de acido isetionico, de
floridosidalisofloridosida, de derivados de floridosida de DP2 es decir 2 hexosas y una funcién de glicerol, DP3 es
decir 3 hexosas y una funcién de glicerol y DP4 es decir 4 hexosas y una funcién de glicerol.
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[0055] Espectro ESI modo positivo de la fraccion F3:

Masa observada m/z Masa tedrica (MW) DP Compuesto identificado
170,07 = M - H + 2Na (trazas) 125,99 Acido isetiénico
277,1=M-H + Na 254 1 Floridosida/isofloridosida
439,16=M-H + Na 416 2 Derivado de floridosida
(Hexosa),-glicerol
601,21=M-H + Na 578 3 Derivado de floridosida
(Hexosa)s-glicerol

[0056] Se observa en el espectro en el modo positivo la presencia de acido isetionico, de

floridosidalisofloridosida y de derivados de floridosida de DP2 y DP3.
[0057] Espectro MS/MS de la masa de 253 Da atribuda a Ila
floridosidal/isofloridosida (M-H):

los picos correspondientes a

m/z tedrico (Chen. et al. 2014) m/z experimental
59,51 59,01
71,37 71,01
87,38 89,02
101,21 101,02
119,27 119,03
125,23 125,02
161,22 161,04

[0058] Juanjuan Chen, Dandan Song, Qijun Luo, Tong Mou, Rui Yang, Haimin Chen, Shan He, y Xiaojun Yan
(2014). Determination of Floridoside and Isofloridoside in Red Algae by High-Performance Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry. Analytical Letters Volumen 47, paginas 2307-2316.

[0059] Se destaca que los picos del espectro tedrico de fragmentacion (MS/MS) del floridosida/isofloridosida
corresponden a los obtenidos de forma experimental. Esto muestra la presencia de floridosida/isofloridosida en
las fracciones F1 a F3.

[0060] Espectro MS/MS del pico correspondiente a la masa de 416 Da atribuida al derivado de la floridosida de
DP2 (M-H):

[0061] EI pico m/z en 416 correspondiente al derivado DP2 de la floridosida esta presente y después de la
fragmentacioén (pérdida de una hexosa), los picos del especitro de fragmentacién del pico m/z en 253
experimental aparecen. Esto revela la presencia de derivados de floridosida en DP2 (pico correspondiente a una
masa de 416 Da) en las fracciones F2 y F3. Después de la fragmentacion de una hexosa se encuentra el
espectro de fragmentacion de la floridosida/isofloridosida.

[0062] Los espectros MS/MS del pico correspondiente a la masa de 601 Da atribuida al derivado de la floridosida
de DP3 (M-H):

m/z experimental Masa observada (MW) DP Compuesto identificado
277,09=M-H+ Na 254 1 Floridosida/isofloridosida
439,15=M-H+ Na 416 Derivado de floridosida:

(Hexosa),-glicerol
601,19)=M-H + Na - 578 3 Derivado de floridosida:
glicerol (Hexosa)s-glicerol

[0063] La fragmentacion del pico en 601 revela la presencia de derivados de floridosida en DP3 en las fracciones

F2y F3.

[0064] Resumen de los analisis

de espectrometria ESI:

Familia DP MW F1 F2 F3
Acido isetiénico 125,99 (+) (+) (+)trazas
3,6-AnGal 1 162,05 H H
1 180,06 (+)/() (+)/()
2 342,12 (+) (+)
Hexosa Gal.Man.Glc 3 504,17 ()
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4 666,22 (+)
Acido galacturénico 2 370,22 (+)
1 254,10 (+) +) (+H)(-)
2 416,16 (+) (+Y(-)
Floridosida/isofloridosida 3 578,21 () (=)
y: derivados
4 740,26 (+)
Leyenda:

negrita Especies mayoritarias de la fraccion
(+) Especie observada en el modo positivo
(-) Especie observada en el modo negativo

Ejemplo 5: Efecto _de las fracciones del ejemplo 4 sobre la_activacion de los mecanismos de defensa en las
plantas después de un estrés bidtico

[00685] Se cultivan lotes de plantas de tomate (Solanum licopersicum variedad Marmande). Se constituye un lote
de plantas de 6 semanas, homogéneo (color, nimero de hojas). Las fracciones obtenidas segun el ejemplo 4 se
preparan en forma de solucion de 1, 2 y 10 mg/L en Tween a 0,05 % en volumen. Se aplican en forma de
pulverizacion foliar hasta que chorrean sobre las plantulas de tomates en T 0, T 2J y T 5J y se utilizan 4 plantulas
por experimento.

[0066] 100 uL de una suspension de esporas del hongo Botrytis cinerea a 105-10° esporas / mL de Tween a 0,05
% en volumen, se depositan en T 7J sobre las hojas. Las hojas se cosechan en T 14J, se congelan en el
nitrégeno liquido y luego se conservan a -20 °C hasta su analisis.

[0067] Este consiste en dosificar los marcadores de la elicitacion tales como el contenido de callosa, el contenido
de compuestos fendlicos, la actividad enzimatica de la peroxidasa y de la fenilalanina-amonio-liasa.

[0068] Los resultados representan la media de tres cosechas diferentes e independientes (cuatro plantas por
modalidad y por cosecha).

[0069] El contenido de callosa y el contenido de compuestos fendlicos se dosifican respectivamente segun
Hirano, Y., Pannatier, E. G., Zimmermann, S., y Brunner, I. (2004). Induction of callose in roots of Norway spruce
seedlings after short-term exposure to aluminum. Tree Physiology 24, 1279-1283) y Singleton V L y Rossi JA Jr.
Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. Amer. J. Enol. Viticult.
16:144-58, 1965.

[0070] La actividad enzimatica de la peroxidasa se determina segun el método descrito por Shindler JS, Childs
RE, Bradsley WG. (1978) Peroxidase from human cervical mucus, the isolation and characterisation. Eur J
Biochem.; 65(2) 325-331.; el de la PAL segun Francini, A., Nali, C., Pellegrini, E., y Lorenzini, G. (2008).
Characterization and isolation of some genes of the shikimate pathway in sensitive and résistant Centaurea jacea
plants after ozone exposure. Environmental Pollution 151, 272-279.

[0071] Los resultados se expresan en porcentaje del control, el Tween a 0,05 % en volumen.

[0072] La fraccion F3 aplicada sobre las plantas de tomate a una concentracion de 1 mg/L provoca un aumento
del contenido de callosa del doble que el control y para una concentracion de 2 mg/L, el contenido de callosa se
triplica. La fraccion F1 a 1 mg/L provoca un aumento del contenido de compuestos fendlicos que aumenta
alrededor de 50 % en comparacion con el control.

Tabla 9: contenido de callosa expresado en porcentaje del control

Fracciones Concentracion (mg/L)
1 2 10
F1 118 170 159
F2 141 114 123
F3 109 29 159

Tabla 10: contenido de compuestos fendlicos expresado en porcentaje del control

Fracciones

Concentracion (mg/L)

2

10

10
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[0073] Una concentracion de la fraccion F1 de 1 mg/L estimula la actividad de la peroxidasa en un 70 %. Una
concentracién de la fraccion F1 de 2 mg/L refuerza la actividad enzimatica de la fenilalanina-amonio-liasa en un

82 %.

ES 2 958 668 T3

F1 143 149 154
F2 103 65 109
F3 120 97 102

Tabla 11: actividad enzimatica de la peroxidasa expresada en porcentaje del control

Fraccion Concentracion (mg/L)
1 2 10
F1 154 169 157
F2 136 88 168
F3 135 114 81

Tabla 12: actividad enzimatica de la PAL expresada en porcentaje del control

Fraccion Concentracion (mg/L)
1 2 10
F1 182 134 37
F2 169 116 119
F3 86 100 108

[0074] Los resultados obtenidos permiten afirmar que las fracciones extraidas presentan efectivamente una
actividad elicitora.

[0075] Se demuestra que las fracciones obtenidas segun el ejemplo 2 tienen una actividad elicitora porque los
marcadores de elicitacion son mas elevados en las plantas tratadas que en las plantas de control. Ademas, la
respuesta de la planta es diferente segun la fraccion aplicada. Las tres fracciones provocan un aumento de la
actividad de la peroxidasa de manera variable seguin la concentracion aplicada a las plantas.

[00786] La enzima peroxidasa se sintetiza cuando la planta produce FAO para limitar el estrés oxidativo. Ademas,
la enzima fenilalanina-amonio-liasa, que participa en la via de biosintesis de los fenilpropanoides antimicrobianos
pero también en la sintesis de ligninas y por lo tanto en el refuerzo de la pared de las células, ve su actividad
estimulada.

[0077] El refuerzo de la pared comprende también la formacion de callosa y de compuestos fendlicos, el
contenido de estos ultimos aumentado gracias a la aplicacion de las fracciones aisladas de Gelidium. El estimulo
de estas defensas naturales puede permitir frenar el patégeno y constituye una de las primeras sefiales de
resistencia de la planta. La planta puede defenderse mejor en presencia de los extractos y fracciones segun la
invencion.

[0078] Las fracciones elicitoras dotan a la planta de una mayor resistencia activando y fortaleciendo los
marcadores de elicitacion.

11
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REIVINDICACIONES

1. - Uso como elicitor/estimulador de defensa en las plantas terrestres de un extracto o de una fraccion de
extracto de por lo menos un alga roja agarofita, dicho extracto o dicha fraccion de extracto contiene al menos un
oligosacarido que tiene de 2 a 50 unidades de osa ligadas entre si de manera covalente, y polisacaridos que
tienen mas de 50 unidades de osa ligadas entre si de manera covalente pudiendo ser contenidos que no
superen 0,01 % en peso respecto a los oligosacaridos/polisacaridos totales.

2. - Uso segun la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que las algas rojas agarofitas son
seleccionadas entre las de los géneros Gelidium y Gracilaria.

3. - Uso segun la reivindicacién 2, caracterizado por el hecho de que el alga roja agarofita es Gelidium
sesquipedale.

4. - Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por el hecho de que el extracto o la fraccion de
extracto contiene, como oligosacarido(s), al menos un oligosacarido nativo o sustituido elegido entre:

- un (Gal)n-glicerol con Gal = unidad de galactosay 2<n<4;
- un disacarido constituido por dos unidades de hexosa;
- un disacarido constituido por dos unidades de acido galacturénico.

5. - Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por el hecho de que el extracto o la fraccién de
extracto contiene ademas al menos un monosacarido nativo o sustituido por glicerol o por metilo.

6. - Uso segun la reivindicacion 5, caracterizado por el hecho de que el o los monosacaridos son elegidos
entre floridosida/isofloridosida (Gal-glicerol), 3,6-anhidrogalactosa, acido galacturénico, hexosas o pentosas.

7. - Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por el hecho de que dicho extracto consiste en
un extracto:

- por una solucién acuosa alcalina con pH basico, particularmente mediante sosa a 0,1-10 % en peso,
preferiblemente 2-5 % en peso, seguido de una neutralizacion con un acido y de una eliminacion al menos
parcial de polisacaridos que tienen mas de 50 unidades de osa conectadas entre si de manera covalente; o

- por una solucién hidroalcohdlica, habiéndose eliminado posteriormente el alcohol; o

- por un alcohol como el etanol, habiéndose eliminado posteriormente el alcohol,

un extracto que también puede ser: una de las fases acuosas obtenidas por las filtraciones efectuadas en el
momento del procedimiento de extraccion del agar a partir de un alga roja agarofita respectivamente después
del tratamiento alcalino del alga, después del aclarado con agua del residuo asi obtenido, después de la
neutralizacion con acido del residuo obtenido en el momento de este aclarado, después del aclarado con
agua del residuo obtenido en el momento de esta neutralizacion; o el extracto obtenido por la extraccion en
caliente del residuo obtenido en el mismo tiempo que el gel de agar en el momento de una extraccién en
calienteffiltracion del residuo obtenido después de este Ultimo aclarado con agua; y el jugo de sinéresis
obtenido después de la congelacion-descongelacién y/o por prensado mecanico de este gel de agar, y una
fraccion de extracto resulta del fraccionamiento de un extracto por ultrafiltracion o por cromatografia de
exclusioén estérica,

dicho extracto o dicha fraccion de extracto puede entonces haberse concentrado, deshidratado o liofilizado.

8. - Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por el hecho de que el extracto o la fraccién de
extracto se preparé mediante un procedimiento segun el cual se realizé6 una extraccién acuosa, alcohdlica o
hidroalcohdlica, en caliente, de dicha o dichas algas rojas agarofitas, con eliminacion ulterior del alcohol en el
caso de una extraccion alcohdlica o hidroalcohdlica, dicha extraccién pudiendo ser una extraccién acuosa
alcalina, en particular una extraccién acuosa alcalina, segun la cual se obtiene, después de dicho tratamiento
alcalino y por filtracién, por una parte, una fase acuosa (A1) y por otra parte un residuo (R1);

luego se puede efectuar un aclarado con agua destilada de dicho residuo (R1) para obtener después de la
filtracion por una parte una fase acuosa (A2) y por otra parte un residuo (R2);

luego se puede efectuar una neutralizacion con acido de dicho residuo (R2) para obtener, después de la
filtracion, por una parte una fase acuosa (A3) y por otra parte un residuo (R3);

luego se puede efectuar un aclarado con agua destilada de dicho residuo (R3) para obtener, después de la
filtracion, por una parte, una fase acuosa (A4) y, por otra parte, un residuo (R4);

luego se puede efectuar una extraccion en caliente y una filtracion de dicho residuo (R4) para obtener por
una parte un residuo (R5) y, por otra parte, un gel de agar;

luego se puede realizar una extraccion con agua caliente de dicho residuo (R5) para obtener una fase acuosa
(AS);

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 958 668 T3

luego se puede realizar una congelacién-descongelacion y/o prensado mecanico de dicho gel de agar para
obtener, por una parte, un jugo de sinéresis (JS) y un gel de agar puro; dichas fases acuosas (A1) a (A5) y
dicho jugo de sinéresis (JS) representan cada uno también un extracto deseado,

dicho extracto pudiendo ser sometido a un tratamiento con etanol para obtener por una parte, un extracto
etandlico (EE) y por ofra parte un precipitado, dicho extracto etandlico siendo sometido a un fraccionamiento
por ultrafiltracion o por exclusion estérica que permite aislar una fraccion de extracto que contiene al menos
un oligosacarido que tiene de 2 a 50 unidades de osa conectadas entre si de manera covalente, y
polisacaridos que tienen mas de 50 unidades de osa ligadas entre si de manera covalente pudiendo ser
contenidos que no superen 0,01 % en peso respecto a los oligosacaridos/polisacaridos totales,

dicho extracto o dicha fraccion de extracto puede entonces haber sido concentrado, deshidratado o liofilizado.

9. - Uso segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por el hecho de que el extracto o la fraccién de
extracto se encuentra en un medio acuoso, o se presenta en forma de polvo.

10. - Procedimiento para estimular la defensa natural en una planta terrestre, caracterizado por el hecho de
que consiste en aplicar sobre el conjunto de la planta o sobre una parte de ésta, incluido el aparato vegetativo, el
sistema radicular, los frutos, las semillas y las simientes de dicha planta, o incluso sobre el suelo o el substrato
de cultivo de la planta, una cantidad eficaz para estimular las defensas naturales, de dicha planta, del extracto o
de la fraccion de extracto tal y como se definen en una de las reivindicaciones 1 a 9, en estado liquido o en forma
de polvo o de granulos.

11. - Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado por el hecho de que se tratan plantas de utilidad
agronomica, de grandes cultivos, incluidas las oleaginosas como el girasol o la soja, las proteaginosas como el
garbanzo, los cereales como el maiz o el trigo, los arboles frutales como los perales, los manzanos, los
nectarinos, las plantas horticolas como los rosales, las plantas de pradera, y las plantas de horticultura como el
tomate, el meldn, la lechuga o las espinacas.

12. - Procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 y 11, caracterizado por el hecho de que se aplica el
extracto liquido o la fraccion de extracto liquido sobre la planta o parte de la planta o semillas o simientes o sobre
el suelo o substrato en una concentracién de oligosacaridos de 0,0001 a 100 g/L, preferiblemente de 1 a 10
mg/L.

13. - Procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 12, caracterizado por el hecho de que se aplica el
extracto o la fraccion de extracto en estado liquido o en forma de polvo o de granulos en una proporcion de 1 a
1000 g de oligosacaridos por hectarea.

14. - Procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 13, caracterizado por el hecho de que se efectia la
aplicacién de 1 a 20 veces, preferiblemente de 3 a 5 veces por afio de cultivo.

15. - Composicion para la implementacion del procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 14,
caracterizada por el hecho de que consiste en un extracto o fraccién de extracto como se define en una de las
reivindicaciones 3 a 8 y 9 en dependencia de las reivindicaciones 3 a 8, en estado liquido o en forma de polvo o
de granulos y en su caso incorporado en un producto fitosanitario o fertilizante o con al menos un adyuvante
elegido entre tensioactivos, dispersantes, agentes conservantes, antiaglomerantes, elementos correctores de
carencias, fungicidas, insecticidas, herbicidas, hormonas de crecimiento.
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