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@ Utilisation d’un extrait de marc de raisin pour stimuler
les défenses naturelles de plantes.
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UTILISATION D'UN EXTRAIT NATUREL DE MARC DE RAISIN POUR
STIMULER LES DEFENSES NATURELLES DE PLANTES.

L’augmentation des rendements est au ceeur des
préoccupations des agriculteurs. Or, le rendement dépend
grandement du bon développement de la plante et par
conséquent de sa croissance, ainsi que de sa bonne santé.

La croissance des plantes est directement 1liée a
l’absorption et a l’assimilation d’éléments minéraux ainsi
qu’aux flux hormonaux régissant 1’allongement et 1la
différenciation des tissus végétaux. Par conséquent, les
nutriments et hormones Jjouent un rbéle essentiel dans 1la
croissance des plantes. Du fait de leur incapacité a se
déplacer, les plantes ont mis en place des mécanismes
actifs et activables leur permettant d’utiliser au mieux
les ressources présentes pour favoriser leur croissance.
Afin d'augmenter cette croissance, des engrais sont
utilisés. Il est également possible d'utiliser d’autres
molécules, souvent glucidiques, extraites d’algues pour
favoriser la croissance.

L'intégrité des plantes est également wune condition
indispensable pour assurer le rendement. Or, les plantes
sont perpétuellement soumises a 1’agression par des
microorganismes pathogenes. La mise en place des défenses
est donc un élément déterminant dans 1l’efficacité de la
résistance.

Conventionnellement, il est utilisé de facon massive
des produits phytopharmaceutiques potentiellement toxigues
pour lutter contre 1l'attaque des pathogéenes.

Les produits issus de 1'industrie agro-pharmaceutiques
(fongicide, insecticides) commercialisés par 1les firmes

d'Agrochimie présentent un impact important pour
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1l'environnement avec de potentielles toxicités pour
1"homme.

L’induction artificielle des mécanismes de défense des
plantes vis-a-vis des parasites est au centre de nombreuses
recherches. La premiére voie de recherche a consisté a
trouver des molécules mimant l7action de 17acide
salicylique capable d’induire & 1lui seul une immunité mais
insuffisamment toléré par certaines plantes. Un analogue
chimique de 1’acide salicylique, 1’INA (ou acide 2,6-
dichloroisonicotinique) ou d’autres éliciteurs de synthése
ont été mis au point : le benzothiadiazole (BTH
commercialisé par la société SYNGENTA sous la marque BION®)
et 1l'acide p-aminobutyrigue (BABA®-Sigma Aldrich) mieux
tolérés par les plantes de cultures.

La deuxiéme voie a consisté a rechercher des molécules
naturelles (oligosaccharides, protéines enzymatiques,
polypeptides) capables d’induire a elles seules les
mécanismes de défense des plantes.

Des extraits fongiques issus de Fusarium
(WO0/2002/24869) et de Trichoderma (WO/2006/129998) ont
montré des propriétés de stimulateur de défenses naturelles
des plantes.

Des extraits de microorganismes issus d’Erwinia
(WO/1998/37752, WO/1999/07206), de Xanthomonas
(WO/2000/20616), d’Agrobacterium (WO/2000/28056), de
Cladosporium (WO/2002/02787), de bactéries Gram+
(WO/1999/11133), de Pseudomoneas (WO0/1999/07207,
W0/2003/068912) présentent la capacité d’induire les

défenses naturelles des plantes (Varnier 2009). Des
extrailts d’insectes, de crustacés contenant des
B-1,3-glucans (chitosan) ont montré des propriétés de

stimulateur de défenses naturelles des plantes (Klarzynski

2000). La formulation ELEXA® (SAFE SCIENCE), dont le
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principe actif est le chitosane, est commercialisée comme
éliciteur (Sharathchandra 2004).

Des extraits de levure présentent des propriétés de

stimulateur de défenses naturelles des plantes
(A1/2009/0010905)
Des extraits d’algues brunes contenant un

ocligosaccharide nommé laminarine induisent les réactions de
défense des plantes (Aziz 2003, EP 1338200 et
WO0/2005/082150) . La société GOEMAR commercialise les
formulations « Iodus® 2 céréales » et « Iodus 2 Cultures
spécialisées » dont le principe actif est la laminarine.

De nombreux extraits de plantes ©présentent des
propriétés de stimulateur de défenses. Des extraits de
graines de fenugrec (Trigonella foenum greacum) permettent
d’activer les réactions de défense (WO002102162 et
W00410786) . La formulation STIFENIA (SOFT) est
commercialisée comme éliciteur naturel.

Des extraits aqueux de feuilles de neem (Azadirachta
indiga Juss) contenant des tetranortriterpenoides (Paul
2002), des extraits éthanoliques de feuilles de renouée
(Reynoutria sachalinensis) (Daayf 1997 ; Randoux 2006), des
extraits de feuilles de bougainvilliers (Narwal 2000), de
rhubarbe et d’épinard (Doubrava 1988) ont montré un effet
éliciteur des réactions de défenses de 1la plante. La
formulation MILSANA (SCHAETTE) contenant des extraits de
Renouée est commercialisée comme éliciteur naturel.

Des extraits de racine de rhubarbe (Rheum palmatum) et
d’écorces de bourdaine (Frangula alnus) présentent un
potentiel d’élicitation des mécanismes de défense de 1la
vigne (Godard 2009).

D’autres formulations a base d’extrait de plantes sont
en attente d'une autorisation de vente en tant
gu'éliciteurs : Pireco (mélange de 11 extraits de plantes

dont soja et d’algues marines) de la société TEAM GREEN ;
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Echo Protect (mélange d’extraits naturels de plantes dont
ortie, ail).

L’efficacité de ces formulations est souvent
partielle, spécifique a certaines variétés de plantes, ou
au stade de développement. Elles doivent étre associées le
plus souvent a des traitements chimiques. De plus, certains
composés ne provoquent pas une résistance plusieurs fois de
suite (extraits de ©plantes de fénugrec) ; une seule
pulvérisation est possible. Leur action préventive et/ou
curative peut étre limitée dans le temps.

Il existe donc  un besoin en une composition
respectueuse de 1l'environnement et respectueuse des plantes
auxquelles elle est destinée, qui stimule leur systeme de
défense contre les pathogénes. Les présents inventeurs ont
trouvé qu'un extrait naturel de marc de raisin présentait
une telle activité. L'extrait proposé a donc la capacité de
stimuler les mécanismes de défenses de plantes traitées.

Ainsi, l'invention ©porte sur 1'utilisation d'un
extrait de marc de raisin pour stimuler les défenses
naturelles de plantes.

L’extrait de marc de raisin dont 1'utilisation est
proposée permet d'induire 1'expression des genes de
défense, c'est-a-dire de stimuler les défenses naturelles
des plantes. De <ce fait, 11 ©présente des propriétés
d'élicitation.

Selon un mode de réalisation, 1l'extrait de marc de
raisin, dont 1'utilisation fait 1'objet de la présente
invention, comprend des composés naturels synthétisés par
le raisin lui-méme dont la culture est largement répandue
et obtenus par un procédé traditionnel (non industriel).
Ces composés ont donc beaucoup plus de chance d'étre bien
tolérés et de présenter des effets non toxiques. Ces
composés naturels peuvent enfin étre utilisés en

agriculture biologique.
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Ces composés naturels sont notamment des polyphénols
et des anthocyanes. L'extrait utilisé selon 1'invention
peut contenir plus de 70% en poids par rapport a son poids
sec de polyphénols. L'extrait peut également comprendre
plus de 8% en poids d'anthocyanes par rapport au poids sec
de 1l'extrait.

L'extrait de marc de raisin utilisé selon 1l'invention
peut étre préparé a partir de marc rouge auquel on ajoute
de 1l'eau et on fait subir une centrifugation, le produit de
la centrifugation est ensuite soumis a une extraction dans
un mélange eau-é€thanol comprenant moins de 30% v/v
d'éthanol, puils est concentré sous vide et atomisé sans
support de séchage, de fagcon a obtenir une poudre. Le
procédé est conduit en présence de S0,, sans ajout d'aucun
additif. Le sulfite ajouté dans 1l’eau de diffusion, a
hauteur d’environ 1g/1 a pour réle de solubiliser les
anthocyanes et limiter leur oxydation.

Les composés naturels présents dans l'extrait de marc
de raisin sont des composés faciles a extraire, peu
couteux, hydrosolubles donc faciles d'emploi (dilution
aisée. Ils peuvent améliorer les propriétés des formulants
accompagnant les matiéres actives de par leur rble
photoprotecteur.

L'utilisation selon 1'invention est tout a fait
appropriée pour les plantes choisies dans le groupe
comprenant les ©plantes agronomiquement utiles et les
plantes ornementales.

Les plantes agronomomiquement wutiles sont choisies
dans le groupe des Angiospermes comprenant les Apiacées,
les Astéracées, les Brassicacées, les Chénopodiacées, les
Convolvulacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les
Liliacées, les Polygonacées, les Rosacées, les Solanacées,

les Poacées, les Vitacées.
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L'invention porte également sur un procédé pour
stimuler les défenses naturelles de plantes, qui comprend
1'application d'une composition comprenant un extrait de
marc de raisin sur lesdites plantes.

La composition mise en ceuvre dans le procédé selon
1'invention comprend, comme produit actif, un extrait
hydroalcoolique de marc de raisin. L'extrait de marc de
raisin comprend plus de 45%, de préférence plus de 70% en
poids de polyphénols par rapport au poids sec de 1l'extrait.

L'extrait comprend plus de 0,5%, de préférence plus de
8% en poids d'anthocyanes par rapport au poids sec de
l'extrait. L'extrait de marc de raisin est avantageusement
obtenu selon le procédé décrit précédemment.

La composition mise en ceuvre dans le procédé selon
l'invention peut se présenter sous forme de poudre ou sous
forme liquide.

Lorsque la composition se présente sous la forme de
poudre, elle est dépourvue de tout autre agent actif.

Elle peut également é&tre dépourvue de tout adjuvant
non naturel.

Selon un mode de réalisation particulier du procédé
selon 1l'invention, la composition est une composition
aqueuse gqui est appliguée par pulvérisation foliaire ou par
infiltration.

La concentration en extrait de marc de raisin dans 1la
composition mise en ceuvre dans le procédé selon 1'invention
est comprise entre 0,10 g/L et 10g/L, de préférence entre
0,3 g/L et 2,5 g/L, plus préférentiellement encore entre
0,5 g/L et 1,25 g/L, pour une application par pulvérisation
en vue de favoriser les défenses naturelles des plantes.
Une seule application avant l'attague des agents pathogenes
peut suffire. Cependant, il peut s'avérer parfois
nécessaire de faire au moins une nouvelle application

plusieurs jours ou plusieurs semaines aprés la premieére.
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La composition est appliquée & raison de 0,1 a
2,0 kg/ha, de préférence de 0,3 a 1,5 kg/ha de cultures a
traiter pour favoriser les défenses naturelles.

Les doses d'application et les modalités d'application
dépendent bien entendu de l'espeéce de plantes a traiter, et
de son stade de développement.

Le procédé selon l'invention peut étre mis en cuvre
sur des plantes agronomigquement utiles et les plantes
ornementales. De telles plantes sont celles mentionnées
ci-dessus en lien avec l'utilisation.

L'infiltration d'un extrait de marc de raisin a une
concentration de 0,25% sur les feuilles de tabac, induit
une réponse d'hypersensibilité (locale) accompagnée d'une
réponse de résistance systémique (SAR : Systemic Acquired
Resistance), traduisant 1l'effet éliciteur de 1'extrait,
effet caractéristique de 1'induction d'une immunité
vis—a-vis de pathogénes. Cet effet éliciteur a été démontré
au niveau moléculaire par 1'analyse de 1l'expression de
génes marqueurs de la réponse SAR (prl et pr2).

L’utilisation de cet extrait permettra la diminution
de la quantité de pesticides utilisés pour protéger les
plantes des agents pathogenes. En culture Dbiologique,
l'utilisation de cet extrait permettra une diminution des
pesticides.

L'invention va étre décrite de facon plus détaillée
ci-dessous a l'aide des exemples suivants qui sont donnés a
titre d'illustration uniquement.

Les expériences ont été conduites sur les transcrits
isolés a partir de plantes traitées par 1l'extrait de marc
de raisin, de plantes traitées par l'acide salicylique (SA)
(témoin positif, le SA est un éliciteur connu dans la
réponse SAR) et de plantes pulvérisées sans éliciteur
(témoin eau négatif). L'expression des geénes PR est

analysée par PCR semi-quantitative en temps réel permettant
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l'amplification des transcrits d'intérét. Les résultats
démontrent une accumulation, des transcrits chez les
plantes traitées avec les extraits, ce qui suggére une
réponse de type €liciteur de nos extraits végétaux.

EXEMPLES

Dans les exemples suivants, on utilise comme extrait
de marc de raisin, le produit commercialisé par la société
GRAP'SUD sous la marque exGrape® Anthocyanins. Ce produit
présente les caractéristiques suivantes
- poudre légérement granulée rouge foncé
- polyphénols totaux

(en équivalent catéchine) DO 280 nm : 2 70%

(en équivalent acide gallique) FOLIN CIOCALTEU : 2 60%

- procyanidines

(en équivalent catéchine) Méthode de la vanilline : 2 5%
- anthocyanes

Décoloration au disulfite : 2 8%

Ce produit est appelé dans les exemples "EXTRAIT".

Exemple 1 - Elicitation sur feuilles de tabac

Sur des plants de tabac, au stade 10-12 feuilles (4-5
semaines), on 1infiltre sur les feuilles de 1'EXTRAIT a
0,25% (p/v).

Une photographie des feuilles est prise Jjuste apres
1'infiltration (figure la), puis 4 jours aprés
1'infiltration (figure 1b). Quatre jours aprés
1'infiltration, on observe les réponses d'hypersensibilité
sur les feuilles qui ont été piquées.

On réalise un témoin acide salicylique (2mM) et on
analyse la réponse SAR par PCR en temps réel.

On obtient les résultats présentés sur les figures 2,
3 et 4.

Ces résultats démontrent une accumulation de
transcrits chez les plants traités avec les extraits, dans

les feuilles infiltrées ou pulvérisées et les feuilles non
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pulvérisées ou non infiltrées du méme plant traité, ce qui
suggere une réponse de type éliciteur de 1'EXTRAIT.

Cet effet éliciteur a ¢été démontré au niveau
moléculaire par l'analyse de l'expression de  génes
margueurs de la réponse SAR (prl et pr2).

L’analyse moléculaire a consisté a extraire les ARN
totaux a partir de feuilles de tabac traitées en utilisant
le kit d’extraction Tri-reagent (Euromedex). L’intégrité
des ARN extraits est vérifiée par électrophorese en gel
d’agarose. La reverse transcriptase (RT) Euroscript
(Eurogentec) est utilisée pour la synthése des ADN
complémentaires. Des amorces (oligonucléotides de 20 a 24
mers) spécifiques des génes prl et prZ ont permis
l’amplification des ADNc correspondants par Polymérase
Chain Reaction (PCR). L’amplification est suivie en temps
réel (PCR en temps réel) basée sur la flucorescence émise
par les produits d’amplification en présence de SYBR Green.
Les fragments de RT-PCR spécifiques de prl et pr2 sont
guantifiés en utilisant le logiciel iQv3 (BIO-RAD) .
L’'abondance des transcrits prl et pr2 est normalisée
(Quantité Relative) a ceux d’un gene d’expression
constitutive, codant 1’actine ou le facteur d’élongation
alpha.

Exemple 2

Les mémes essals sont reproduits avec différentes
concentrations en EXTRAIT : 2,5 g/L, 1,25 g/L, 0,625 g/L,
0,312 g/L et 0,156 g/L et différentes quantités pulvérisées
par feuille et par plant. Ceci afin de déterminer la

guantité finale permettant 1'élicitation.
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Les quantités mises en ceuvre sont présentées dans le

tableau suivant et les résultats sont donnés sur la figure

5.

~

Dilution a partir de

la solution mére X4 X8 X16 X32 X64
d’EXTRAIT & 1%

Concentration 2,5g/L | 1,25qg/L | 0,625g/L | 0,312g/L | 0,156g/L
en EXTRAIT

Quantité 5mg 2,5mg 1,25mg | 0,625mg | 0,312mg
pulvérisée/feuille

Quantité 15mg | 7,5mg 3,75mg | 1,875mg | 0,936mg

pulvérisée/plant
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REVENDICATIONS
1. Utilisation d'un extrait de marc de raisin pour

stimuler les défenses naturelles de plantes.

2. Utilisation selon la revendication 1,
caractérisée par 1le fait que 1l'extrait comprend plus de
45%, de préférence plus de 70% en poids de polyphénols par
rapport au poids sec de 1l'extrait.

3. Utilisation selon 1la revendication 1 ou 2,
caractérisée par 1le fait que 1l'extrait comprend plus de
0,5%, de préférence plus de 8% en poids d'anthocyanes par
rapport au poids sec de 1l'extrait.

4, Utilisation selon la revendication 1, selon
laquelle 1l'extrait est un extrait hydroalcoolique de marc
de raisin ou un extrait obtenu par extraction a 1l'eau
sulfitée.

5. Utilisation selon 1'une quelcongue des
revendications 1 a 4, caractérisée par le fait que les
plantes sont choisies dans le groupe comprenant les plantes
agronomigquement utiles et les plantes ornementales.

6. Procédé pour stimuler les défenses naturelles des
plantes, qui comprend 1'application d'une composition
comprenant un extrait de marc de raisin sur lesdites
plantes.

7. Procédé selon la revendication 6, caractérisé par
le fait que 1l'extrait comprend plus de 45%, de préférence
plus de 70% en poids de polyphénols par rapport au poids
sec de l'extrait.

8. Procédé selon la revendication 6 ou 7,
caractérisé par 1le fait que 1'extrait comprend plus de
0,5%, de préférence plus de 8% en poids d'anthocyanes par
rapport au poids sec de 1l'extrait.

9. Procédé selon l'une quelconque des revendications

6 a 8, caractérisé par le fait que la composition est une
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composition aqueuse qui est appliquée par pulvérisation

foliaire ou infiltration.
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