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(57) Abrégé : Cette invention décrit I'obtention de souches d'actinobactéries comme

engraisbiologique complet(NPK). Ces actinobactéries sont solublisatrices des
rochespotassiques (ASRK) et la roche phosphatiére (ASRP) en conditions difficiles
asavoir (sols calcaires et pH alcalin ). En plus, leur association symbiotique avec
labactérie fixatrice d'azote atmosphérique(N2) Ochrobactérium anthropi (Ochro) lesrend
capables d'assurer la nutrition totale des plantes (Besoins en azote, phosphore
etpotassium). Elle décrit également une nouvelle formulation d'inoculum bactérienbasée
sur l'optimisation de certaines propriétés biologiques chez ces actinobactéries(ASRK &
ASRN et Ochrobactrium ) & savoir leur capacité a solubiliser et a mobiliserles formes
du potassium, du phosphore et I'azote biodisponibles pour la plante a partirde formes
inorganiques et organiques complexes qui ne sont pas accessibles a laplante sans son
partenaire microbien(ASKP+Ochro). En incluant ensemble des sporesd'actinobactéries et
une source de phosphate minérale ou/et du potassium sous formed'orthoclase en présence
d'azote N2 dans une matrice, la capacité des (ASRP etASRP) a solubiliser du phosphore
et du potassium et a fixer N2 les rendre accessiblesa la plante sera accrue. De ce fait, le
réle du partenariat (ASRKP+ Ochro- Plante) surle développement de la plante hote sera
optimisé en combinant intimement I'impactde ces actinobactéries (ASKP) sur la plante



directement (effet hormonal, minéral etetc.) et indirectement (altération du potassium, du
phosphate inorganique, fixationd'azote non combiné N2 et protection).
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ABREGE

Cette invention décrit obtention de souches  dactinobactéries comme  engrils
biologique complettNPRI. Ces actinobactéries sont ~olublisatrices des roches
potassiques  (ASRK) et la roche phosphatiere tASRP) en conditions ditticiles &
savoir (sols calcaires et pH alealin v bn plus, leur association ssmbiotigue avee s
bactérie lixatrice d azote atmosphérique(N2) Oclrohaciériom anthrops (Ochro) les

rend capables dassurer fa nutrition totale des plantes (Boesoins en avzote. phosphoere et

potassitnm). File décrit également  une nouvelle formulation d’inocutum hactérien
basde sur Poptimisation de certaines propridtés biologiques chez ves actinobacteries
TASRI & ASRN et Oclirobactring )i savoir feur capacité @ solubiliser ¢ta mobiliser
fes formes du potassion du phosphore et Fazote biodispontbles pour Ta plunte a partir
de formes inorganigues et organigques compleses qui ne sont pas accessibles & la
plante sans son partenaire microbienASKP=Ochro). En incluant ensemble des spores
d actinobactéries et une source de phosphate minérale ou/et du potassium sous fornie
drorthoclase en présence dlazote N2 dans une matrice. fa capacite des tASRE ot
ASRPy 4 solubiliser du phosphore et du potassium et & fixer N2 fes rendre acvessibles
A la plante sera acerue. De ce tait le roke du partenarial (ASRRP S Ochro- Plantes sur
le développement de la plante hote sera optimis¢ en combinant intinrement impact

de cos actinobactérios tASKPY sur la plante directentent cetfet hormonal. mineral ¢t

etesy el indirectement talieration du polassium. du phosphate inorzanigue. fixation

davote non combind N2 et protection s
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L' INVENTION

Nouvelles Souches d actinobactéries solubilisatrices des formes minérales du
potassium ¢t du phosphate capables de fixer IPazote N2 en association anvec
Cchrabacteron sp. . formulations d’inocula de ces bactéries comme bio fertilisants et
leur atilisation pour Ia nutrition et ka santé des plantes

| “azote. le phosphore of le potassium (NPR) sont une néeessite incontowmnable pouar fa
croissance ol le développement des plantes et par conségquence. des rendements agricoles. La
plupart des sols cultivables contient du phosphore et potassivm sous lormes compleses
insolubles. Alin de surmonter ce probieme. la tertifisation phosphatee ¢t polissique est
devente une obligation. Cependant. alors gue sealement 0.1% de T fertilisation ost utilisable
par les plantes le reste se converti rapidement en forme inseluble ou ultérieurement fessive
dans Ta nappe phreatique. Do plus, ce type de fertilisation chimigque estune Vo colletse et
plest pus utilisée en cuttures biologiques Annuelioment. plus de 161 mriflions de tomnes des
phosphiates sont extraites dos mines du monde, L consommation de cet elément Lertilisant est
e croissance annuelle de 2.3 a0 30, Cette utilisation acerue est justitide par b croissance de a
population mondiale qui necessitera la production alimentaire dau moins e double  dlic
3050, 51 eetie demande intensive se maintient. elle aboutira inéy itablement & Pepuisement des
réserves lotales de co mindral, La recherche d autres voics supplémentaires moins cheres,
écologique et efficiente est devenue une exigence, La mise au point d'un nouveau produit
fertilisant 4 base de microorganismes capables de mobiliser les roches potassiques {(Mica
¢t orthoclase), les roches phosphatées et fixateurs dazote atmospherigae N2 devient

donc une nécessite,

Celte invention déorit Fobtention de treis Actinobactéries Solubliatrices de la
roche potassigae (RK) et la roche phosphaticre (RP) CASRKP ) en conditions ditficiles tsols
caleaires et pl basiguei. Ces wrois souches Jactinohactéries codées iBO3 BOTO ¢t BUTT
en association symbiotique avee le genre Oclrohacterinn: (Ochry désione par CASRKD
Ochri) sent capables de tiser Fazote N20 Tle dderit ¢galement ane nowelle formudation
Jinoculum hactérien hasée sur oplimisation de certaines propriéiés bivlogiques ches les
ces 3 actinobaciérion tASRIE = Ochrat d savoir leur capacité liser Mazote N2oasolubiliser
¢t @ mobiliser du phosphore et du potassinm sous lormes hiodisponibies pour o plante o
partit de formes phosphatdées ¢t potassigues inorganiques ct arganigues complexes qui ne
sont pas aceessibles & Ja plante suns son partenaire: microbien CASRKP- Okchra; In

incluant ensemble des spores dactinobactéries et une source de potassium mincrale o de
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phosphate mindrale imbibées dans un jus de mélasse, la capacité des tASRKP: Ochro o
solubiliser du potassium. du phosphore & tiner N2 et les rendre accessibles aux plantes. Do
ce fait, le role du partenariat (ASRKP = Ochra)- Plantey sur le développement de la plante
hote sera optimisé et total en combinant intimement Fimpact de cos actinobactéries sar b
plante directement (elfet hormonalo mindéral. cte ) et indirectement talieration du potassium

ctdu phosphate inorganique la fisation d'N2 et u protection).

Des (ASRRP= Ochra) sont cultivées sur milico nutritif ligoides obtenus 3 partir du
jus de mélasse apres filtration ¢ 5g/ dreauy, Apres une durde de culture dependant des
caractéristigues physiologigues des CASRRP = Ochran, Tes mvectia sont recuperes par
tiitration. lavés a eau courante pour ¢iminer toutes traces chimiyues issues du milicu
nutrilit utilise puis brovés au Waring Bleader et consenvés a 4700 Des wranules de
potassium {orthoclase) ctou phosphate naturel (RPou Tricaleique phosphaten s o
diameétre)  sont immerees dans une solution stérile composée (1) de melasse (5 ¢ 1),
préalablement stérilisée i) de mycdlium (1w poids see par litre deomelanee). Apres |
heure doimmersion sous agitation. fes granules imprégnds par fos actinebactiries ~ont
incubdes & 28°C pendant 2 Jours. Les granules ainsi colonisés par {ASRKP - Ochray on
formant des spores 4 lasurface sont ensuite sécheés a Pair ctmis des flacons pour vonserver
4 température ambiante ¢t i 4 CoUnaotre ayantage de cette invention est le Tt quon peul
ineculer directement les semences ou graines par les (ASRKEP 4 Ochray par le procéde de

bactérisation.

Pour la définition de invention, il s’ agit de :
P nowsean procede de Gbrtcation. Ene nouvelle biotechnatopie et dunun noaeved usage Jdun
produit existant

Pour le Probléme(s) technique(s) que 'invention permettrait de résoudre :

[y Optimisation de UetTer CcASRKE + Ochiragy sar fa nutrition minérale totale (NPR
azotée, phosphatee ot potassiae de ke plante hote el sasantd en contritions ditticiles
23 Evite le recours @ does engrais chimigues pour améliorer Tafertilite du substrat e des
sols,

3) Augmentation de T qualitd des plants produits (meilleure croissance et meilleure

résistance a la crise de transplantadon)

Pour micux décrire Iinvention cette exemple :
Obtention des (ASRKEP - Ochral
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L isolement Jd”Actinonn cétes solubilisateurs de la roche potassique el roche
phosphaticre a partir des wrricules des fourmies  des pisements de phosphates marovains,
Parmi les 130 isolats retenus, 40 se sonl révelés capables de pousser sar un milicu miimium
svathetique (SMAT et sur le milicu de Aleksandrov madilié) contenant le Porthoclase ¢t
FCP comme seule source de potassium et du phosphore. Parmi ces isolats, 3 souches ont cle
sélectionnées du fail de leur combativité nuturelle avee te genre Oclrobarerim: Rixateur
dazote atmosphérique. Tear activité antifongique contee plusieurs agent phyiopathogenes
COvihinm wliion . Fasaron oxvsporion Lsp abedens agent de Bayoud. ) et de Tewr
capacité a produire des phosphatase. des chitinases et de "Acide Indole Acétique. hormaones
capables stimuler la croissance des plantes. Par la suite. s capacite deces souches @
refarguer dans e midicu de culture (SMM liguide et Alehsandros Liguide) du polissium K
soluble 4 partir du orthoclase et du P soluble a partir du RP ¢roche phosphaticiey ¢ TCE
tivation de azote non combing N2 los rendant ainsi disponibles pour la plante, a ensuite
S1¢ déterminée. Les resultats montrent que les souches sélectionnées sont en elfet capables
de solubiliser 1o RK et RP et ceei araisemblablerent par escrction de substanees
chéfatrices ¢f sans changement sivnificatif du plL Ta fixation d7azote des $ASKP - Ochire
Jaote continmée par ki capacité de potsser suroun miticu sans avcune souree JTazole

combinee.

Dans la deusieme ctape. los souches solubilisatrices (ASRKP + Ochrod les plus
performantes ont 18 caractérisees sur fe plan physiclogigue feroissanee eacretion du K.
exerétion du 12 ¢ Hixation de Fazote N2 2 consommation du alucose, du phosphate, evolution
du pH et dosage du contenu cellutairey lors de lear croissanee en midicu SMM et
Alcksandrov modilicé en présence de Posoluble of K soluble ou insolable tRK et RPy L
sequencage de TARN 168 de ces 4 souches (Planche 1) arévelé quielies appartenaient au
senres Soeptomvees ot Norcadiapsis U Oclirabacteriim. Ce qui montie que ces buacterios
e sont pas pathogénes pour Fhonme et pour les végéruux. Sclon d'état de L technigue. ces

baciéries 0 ont pas eneore Gt déerites comme biotertilisant (NP

Dans la troisieme dlepe de cette invention, il a ¢ démontre que e processus de
solubilisation des souches BC 3, BOTO et BUTT est e & Pexerétion d'une ou plusicurs
moléeules chélatrices des ions constituant les RN et RP. Le processus de solubilisation
implique viaisemblablement la destruction des Tiaisons ionigues Tortes existant entre e
caleium o silice ou aatres 1ons constitutits des ¢ RP et RK ). Lacsouche BOS appareniée o
Strepromyees spoa moatrd fa meilleure capacite solubilisatrice du Rh (Ferthockase et du

1

Al
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RIP ot ou TCPY Les chélateurs qui exisient dans le jus de fermentation ont caalement une

aclivitd antifongigue.

L avant derniere partie de celte invention consiste en fa formulation du biolertilisant
NPR appelé (NPR-organismes © NPR-OR) iplanche 2). Pour produire (INPR-OR), BOTE
Ochro . BCTO= Ochro ou BCS & Ochro sont cultivées sur miliew nutritil liquides obtenus a

partir du jus de métasse (Sel dlcawy dans un - bieréacteur contenant fes vranudes

Jorthecliase ou RP brinvee, Apres une durce de culture de 2 jours 0 28 Cofos myectia et fos

aranules colonisés par les hyphes ou filaments sont réeupérés par liltation. fvés puis
brovds au Waring Blender. Les jus de fepmentions représentent un engrais liguide et @
activité antitongique. (Hhes eranules de potassium (orthoclase) ctou roche phosphatee
(RP ou Tricalcium phosphate)(s wm digmetrey  sont immerges dans une solution stérile
composde  Jde mélasse 13 g . préalublement stérifisée iy de myedlium ¢y pords sew par
litre de mélange). Apres 1 heure d'inmersion sous agitation. fes granules impréenes par les
actinobacteries  sont incubdes @ 28 C pendant 2 jours. Les granules ainsi colonises pay
(ASRKP ¢« Ochra) en tormant des spores & lasurtace sont ensuite séchés & air et nus des
flacons pour conserver & wempérature amhiante et 4 4°C. La mesare des shell lite ou duree

de stockage ont été détermindes ot Teurs vafeurs sont supéricures o THmais,

Dans la dernicre partie de cette invention, les dillérentes aptitudes des souches
séfectionnées ou produits formules NPROR (BC3 = Ochro. BOHE - Ochro ou BUT
Ochro)  ont ¢te festées. sots serres dans un moedeéle rhizosphérigue constitue drun sol
carence en azote. riche en RK ¢t RP 7 souche solubilisatrice © plante de grande culture
(Maisy en présence ou non de Pagent phytopathogene (Zvdaume v (1o de montre
que les 3 NPROR - Graient capables de solubiliser le RKC Ta RP satisfuire les besoins on
azote, En d autres termes, e promaotion of T bonne croissance des plantules du mais oot
atteinte aves des valeurs supérienre O la celles obtenues avec la fumure de réference pour e
produit NPKOR = BC3 + Ohro. Pour les produits. NPROR. BCTO + Ochro et BOTH
Ochro, ils ont montré L capacité de stimuler L eroissance du mars ¢ 13% moins par rapport
a 1addition de le fumure ou engrais de référence. Pour Iaspect sanitaire ot protection. les 3
NPKOR sont capables d'inhiber la eroissance de Pytfuune altinngn de fagon ausst elficace

que e Mycostopk. un biotongicide commercialisé. dans un sol paivre co potassium.

phosphate ot azote utilisable par le mats.
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REVENDICATIONS

Irols souches  doactinobactérie {BC3. BCHO o BCIT. une souche

d Ochrobactorivn caractérisées par les séguences Seg No 10202

Liilisation des soaches selon i revendication 1 ou des souches mutantes,
pour inoculer  les particules de la roche phosphatée etiou potassique ou

raines et "obtention des bio-fertilisants et bio-pesticides.

Utilisation des souches de la revendication T ou des particules de fa roche
phosphatée. petassique ou graines inoculées obtenues ~elon L revendication
2. pour la solubilisation du phosphate ou potassium mineraus et fa disation

dazote N2 pour fa nutrition des plantes.

Uitilisation des souches de la revendication 1 ou des souches mutantes. pour
obtention de composds actits par fermentation dans un midicn liguide des

lesdites seuches apres centrifugation. Ntraton et puriticativn.

Lititisation des souches de la revendication 1 ou des souches mutantes. vu
drun THrat des cudtures obtenues selon la revendication 4 ou d'un compuose

actil oblenu selon fa revendication 4.

Utilisation des seuches de o revendication Toou d un ihrat des cultures ou
composes actils vhtenus  selon la revendication 4 ou dun composé actil

obtenu sefon I revendication 3

Eilisation des souches de la revendication 1 ou des  souches mutantes, ou
Jrun fluat des cultures obtenues selon Ta revendication 4 ou d'an compose

actif obtenu selon la revendication 6. pouwr stimuler la croissance des plantes,

[“litisation des souches de la revendication 1 ou des souches mulantes, ou
drun Nhrar des cultures obtenues selon Ta revendication 4 ou d7un compuosd
actif obtenu selon la revendication 6. protéeer fes plantes vis-da-vis des agents

phytopathogenes
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Formulation du Biofertilisant
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Partie 1 : Considérations générales

Cadre 1: base du présent rapport

Les piéces suivantes de la demande servent de base a I'établissement du présent rapport :
« Description

4 Pages

+ Revendications
8

* Planches de dessin
4 Pages

Partie 2 : Rapport de recherche

Classement de I'objet de la demande :

CIB : CO5F11/08, C12N1/20, AO1N63/02
CPC :C05F11/08, C12N1/20, AO1N63/02

Bases de données électroniques consultées au cours de la recherche :
EPOQUE, Orbit

Documents cités avec, le cas échéant, I'indication des N° des
Catégorie* passages pertinents revendications
visées
A Gloria. Maria Foster Pingak et al “Effectivity of 1-8

Methanotrophic Bacteria and Ochrobactrum Anthropi as
Biofertilizer and Emission Reducer of CH4 and N20 in
Inorganic Paddy Fields”; Journal of Medical and
Bioengineering Vol. 3, No. 3, September 2014

A MA33389B1; UNIVERSITE CADI AYYAD [MA]; 03-07-2012 1-8
Document en entier

A U. Chakraborty et al “Evaluation of Ochrobactrum anthropi 1-8
TRS-2 and its talc based formulation for enhancement of
growth of tea plants and management of brown root rot
disease”; Journal of Applied Microbiology 107 (2009) page
625-634, ISSN 1364-5072

A Anuj Rana et al “Prospecting plant growth promoting bacteria 1-8
and cyanobacteria as options for enrichment of macro- and
micronutrients in grains in rice wheat cropping sequence”
Cogent Food & Agriculture (2015)

*Catégories spéciales de documents cités :

-« X » document particulierement pertinent ; I'invention revendiquée ne peut étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

-« Y » document particulirement pertinent ; l'nvention revendiquée ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive lorsque le
document est associé a un ou plusieurs autres documents de méme nature, cette combinaison étant évidente pour une personne du métier

-« A » document définissant 'état général de la technique, non considéré comme particuliérement pertinent

-« P » documents intercalaires ; Les documents dont la date de publication est située entre la date de dépét de la demande examinée et la date
de priorité revendiquée ou la priorité la plus ancienne s'il y en a plusieurs

-« E » Eventuelles demandes de brevet interférentes. Tout document de brevet ayant une date de dépét ou de priorité antérieure a la date de
dépdt de la demande faisant 'objet de la recherche (et non a la date de priorité), mais publié postérieurement a cette date et dont le contenu
constituerait un état de la technique pertinent pour la nouveauté

Page 2 sur 4
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Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 5 : Déclaration motivée quant & la Nouveauté, I'Activité Inventive et I'Application Industrielle

Nouveauté (N) Revendications 1-8 Oui
Revendications aucune Non
Activité inventive (Al) Revendications 1-8 Oui
Revendications aucune Non
Possibilité d'application Industrielle Revendications 1-8 Oui
(PAI) Revendications aucune Non

Il est fait référence aux documents suivants. Les numéros d'ordre qui leur sont attribués ci-aprés seront
utilisés dans toute la suite de la procédure

D1: Gloria. Maria Foster Pingak et al “Effectivity of Methanotrophic Bacteria and Ochrobactrum Anthropi
as Biofertilizer and Emission Reducer of CH4 and N20 in Inorganic Paddy Fields”
Journal of Medical and Bioengineering Vol. 3, No. 3, September 2014

D2: MA33389B1

D3: U. Chakraborty et al “Evaluation of Ochrobactrum anthropi TRS-2 and its talc based formulation for
enhancement of growth of tea plants and management of brown root rot disease”
Journal of Applied Microbiology 107 (2009) page 625-634, ISSN 1364-5072

1. Nouveauté (N) :

Aucun des documents susmentionnés ne divulgue les mémes caractéristiques techniques telles que
décrites dans les revendications 1-8, d’ou celles-ci sont nouvelles conformément a I'article 26 de la loi
17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

2. Activité inventive (Al) :

Le document D1 qui est considéré comme étant I'état de la technique le plus proche de l'objet de Ia
revendication 1 divulgue une étude d'efficacité suite a l'application d'une formulation de bio-fertilisant
comprenant des bactéries méthanotrophes, Ochrobactrum anthropi, Azotobacter et Azospirillum pour
ameéliorer la croissance du riz, augmenter la productivité des graines et réduire les émissions de méthane
(CHy) et d’oxyde nitreux (N,O).

L'objet de la revendication 1 difféere de D1 en ce que la formulation de bio-fertilisant comprend une
association d'une souche d’'actinobactérie avec de I'ochrobactrum anthropi.

Le probléme que la présente demande se propose de résoudre peut étre considéré comme étant la
fourniture d'une nouvelle formulation de bio-fertilisant.

La solution proposée par la présente demande n'est pas évidente pour les raisons suivantes :

Le document D2 divulgue un bio-fertilisant comprenant une souche d’actinobactérie pour linoculation des
particules de la roche de phosphatée et/ou potassique ou graines.

Le document D3 decrit une étude pour évaluer I'ochrobactrum anthropi TRS-2 isolé & partir de la
rhizosphere de thé pour la promotion de la croissance et 'amélioration de I'activité antifongique contre six
agents pathogénes pour la protection des racines brunes du thé.
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Aucun document de lart antérieur constitué par D1-D3 ne divuilgue ni suggére une formulation de
biofertilisant comprenant une association d'une souche d'actinobactérie avec ochrobactrum anthropi pour
favoriser la croissance, la nutrition et la santé des plantes.

Par conséquent, I'objet de la revendication 1 implique une activité inventive conformément a I'article 28 de la
loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

Les revendications 2-8 dépendent de la revendication 1 et satisfont donc en tant que telles aux exigences
concernant |'activité inventive conformément a I'article 28 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par
la loi 23-13.

3. Possibilité d’application industrielle (PAI) :

L’objet de la présente invention est susceptible d'application industrielle au sens de I'article 29 de la loi
17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13, parce qu'il présente une utilité déterminée,
probante et crédible.
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