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L'abrége

La présente invention fourni un nouveau milieu nutritif, développé pour la premiére fois pour Ia
micropropagation in vitro de caroubier. Le milieu nutritif développé contient les éléments essentiels
pour la croissance des vitroplants de caroubier a des concentrations appropriées a cette espéce.

La présente invention fourni également un procédé simple, rapide et économique pour la
micropropagation de caroubier en utilisant le milieu de culture liquide et la technique
d’enracinement ex vitro.

Ce procédé constitue un outil important qui pourra faciliter la multiplication en masse de vitroplants
de qualité chez le caroubier afin de répondre a la demande mondiale croissante en matiére de cette
espece.
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Titre : Formulaire d'un nouveau milieu nutritif de base et protocole efficace, rapide et
économique pour la micropropagation in vitro de caroubier

La Description
1. Domaine technique auquel se rapporte l'invention :

La présente invention concerne des procédés et des matériaux pour améliorer la culture in vitro de
caroubier (Ceratonia siliqua L.).

Cette invention concerne spécifiguement un nouveau milieu nutritif de base qui favorise une
croissance et un développement optimale des microboutures de caroubier.

Elle concerne aussi un procédé de micropropagation rapide et économique utilisant un milieu de
culture liquide, sans agents gélifiants et un enracinement ex vitro combiné & 'acclimatation des
microboutures.

2. Contexte générale et état de la technique antérieur

Le caroubier est considéré actuellement parmi les arbres les plus importants du basin
méditerranéen. Toutes les parties de la plante sont utiles et ont de valeur dans plusieurs domaines.
Son importance s'est considérablement accrue ces derniéres années en raison non seulement de son
adaptation aux contraintes hydriques et de son indifférence vis-a-vis de la nature du sol, mais surtout
pour ses graines qui font l'objet de transactions commerciales et dont la valeur dépasse de loin celle
de la production ligneuse. La gomme extraite de 'endosperme de la graine, blanc et translucide,
possede des caractéristiques trés intéressantes en tant que multi-additif (E 410) dans la fabrication
d’un grand nombre de denrées alimentaires. Elle est aussi utilisée dans I'extraction des liants, des
stabilisants et des émulsions pour la fabrication de plusieurs produits pharmaceutique et
cosmétique. Le Maroc occupe, derriere le Portugal, I'ltalie et 'Espagne, le quatriéme rang en matiére
de production de gousses avec 22.032 tonnes par an, soit 13.89% de la production mondiale (Tableau
1) (FAOSTAT, 2016). Tandis qu’il occupe premiere place mondiale en matiere de rendement en
graines qui est estimé de 17,4 a 29,4% (Lozzi et al. 2015).

Au Maroc, des programmes ambitieux d’intensification et d’extension de la culture de caroubier
sont prévus dans le cadre du Plan Maroc Vert. La réussite de ces programmes d’envergure est
certainement conditionnée par un approvisionnement important en plants de qualité.

Le semis est la méthode classique la plus utilisée pour la multiplication du caroubier. En effet la
germination des graines est facilement réalisable, mais elle engendre une grande hétérogénéité
génétique des plants obtenus. De plus, elle est entravée par la difficulté d’identification du sexe de la
plante avant la maturation et Ientrée en production tardive, qui peut prendre plus de 7 ans. La
multiplication du caroubier par greffage s'est développée ces derniéres années pour reproduire les
sélections d’intérét commercial, mais le recours a des porte-greffes issus de semis affecte bien la
conformité et la gestion technique des plantations ainsi que le rendement et la qualité de la
production. En plus, cette technique ne permet de produire qu’un nombre réduit de plants et
pendant une courte période de I'année et ne pourra pas ainsi satisfaire les besoins importants en
plants.
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Le recours a d’autres moyens plus performants de multiplication de plants, notamment le Ia
micropropagation in vitro, permettrait une production rapide de génotypes élites sélectionnés
indépendamment des saisons et de satisfaire les besoins trés importants en plants s’avere
nécessaire. La micropropagation in vitro est une méthode moderne qui s’utilise & I'échelle mondiale
pour la multiplication de plusieurs espéces comme le bananier, le palmier dattier, les portes greffes
des espéces fruitiers et bien d’autres plants horticoles et forestiers. La prolifération de bourgeons
axillaires par microbouturage est la technique la plus utilisée dans la micropropagation commerciale
des especes ligneuses (Gamborg and Phillips, 2013). Au cours des dernieres années, certaines
tentatives ont été faites pour multiplier le caroubier par microbouturage (Romano and Barros 2002;
Saidi et al. 2007; Naghmouchi et al. 2008; Radi et al. 2013). Cependant, un certains nombre de
limitation ont été notés: des taux de multiplication faibles, une production de pousses a taille
réduite, des problémes d’enracinement et d’acclimatation des pousses obtenues et I'apparition de
certains désordres physiologiques comme la nécrose apicale des pousses. La composition minérale
du milieu de culture considéré comme étant le facteur principal qui affecte la croissance in vitro des
plantes (George et al. 2008). Le milieu nutritif de Murashige et Skoog (MS) (1962), qui a été formulé
pour une croissance optimale des cals de tabac, est généralement le plus utilisé pour la
micropropagation de caroubier comme dans le cas de plusieurs espéces. Ce milieu n’est, cependant,
pas nécessairement optimal pour la multiplication in vitro de cette espéce. D’autres milieux nutritifs
ont également testés pour la propagation de caroubier comme le milieu de Gresshoff et Doy (1972;
GD) et le « Woody Plant Medium » (Lloyd et al. 1980) sans amélioration considérable (Romano and
Barros 2002; Saidi et al. 2007). Plusieurs chercheurs ont souligné I'importance d’optimiser la
composition minérale du milieu de culture selon les exigences spécifiques de chaque espece afin
d’obtenir une croissance optimale (George et al. 2008b; Aranda-Peres et al. 2009). Il n’existe a ce
Jour aucun travail portant sur la formulation d’un milieu nutritif spécifique a Ia micropropagation in
vitro de caroubier. (Gongalves et al. 2005) ont formulé un milieu nutritif pour I'enracinement in vitro
des micropousses de caroubier, cependant, la multiplication a été réalisée sur le milieu de culture de
MS.

D’autre part, "application des techniques de la micropropagation in vitro pour la multiplication
en masse des plantules est souvent limiter par le colt élevé de la production de plants lié entre autre
aux constituants de milieu de culture, au procédés de production et au faible taux de viabilité des
plantules ex vitro. L’utilisation d’un agent gélifiant comme I'agar dans le milieu de culture augmente
significativement le co(it de la micropropagation in vitro. Jusqu’a ce jour, tous les travaux publiés sur
la micropropagation in vitro de caroubier se sont portés sur un milieu nutritif solide, essentiellement
en milieu de culture de MS, contenant un agent gélifianf comme l'agar (0.7 %). L’agar reste le
constituant le plus cher du milieu de culture. Elle représente a elle seule entre 70 et 80% du co(t
(Rathore et al. 2015).

La micropropagation in vitro ne sera compétitive & grande échelle qu’avec un co(t plus réduit.
D’ol la nécessité de'développer des procédés efficaces destinés aux applications industrielles pour
une production a grande échelle de vitroplants de qualité.

L'élimination compléte de Iagar et Iutilisation d’un milieu nutritif liquide permettra une
réduction considérable du codt de la micropropagation. Le milieu nutritif liquide offre de nombreux
avantages par rapport au milieu solidifié avec I"agar: (1) une réduction tres importante du coft du
milieu de culture, (2) une meilleur croissance des microboutures grace 3 une meilleur disponibilité
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des nutriments et de ’eau, (3) la dilution des exsudats des plantes et la réduction de |'effet délétére
des toxines présent dans certains métabolites, (4) 'absence des impuretés de Vagar qui peuvent
entraver la croissance des microboutures, (5) la possibilité de renouveler le milieu de culture sans
changer le récipient, (6) la possibilité de stérilisation du milieu de culture avec microfiltration sans
utilisation de l'autoclave, (7) un nettoyage plus facile des récipients, (8) des conditions de culture
uniformes, (9) les vitroplants sont plus adapté a l'acclimatation et ala photoautotrophie.

La micropropagation in vitro dans un milieu nutritif liquide commence a étre utilisée dans le cas
d’un certains nombre d’espéces ligneuses comme V'Acacia nilotica (Rathore et al. 2014) et le
chataignier (Cuenca et al. 2017).

Uenracinement et lacclimatation sont deux phases cruciales qui présentent toujours des
difficultés chez les especes ligneuses. ’enracinement in vitro constitue I'étape la plus codteuse et la
plus délicate dans le procédé de micropropagation. Elle revient & 30% voire 75% du co(it total des
vitroplants (Ranaweera et al. 2013). Dans tous procédés de micropropagation de caroubier, les
vitroplants sont enracinés in vitro. Au Maroc, des niveaux limités d’enracinement in vitro (44.5 et
60,3 %) et d'acclimatation (5 et 60%) ont été rapportés (Saidi et al. 2007; Radi et al. 2013).
Lutilisation de la technique d’enracinement ex vitro offre de nombreux avantages par rapport a
Ienracinement in vitro notamment, (1) une réduction important du codt des vitroplants, (2) la
réduction du temps de production des vitroplants, (3) une manipulation plus simple suite a
Iélimination de la phase d’enracinement in vitro sous des conditions stériles, (4) la production d’un
meilleur systéme racinaire ressemblant aux racines développées dans le systéme naturel, (5) une
acclimatation plus facile avec une meilleur tolérance aux conditions de stresse environnementales. il
n’existe a ce jour aucun travail portant sur Ienracinement ex vitro de vitroplants de caroubier.

" 3. Exposé de I'invention, avantages par rapport a I'état antérieur :

La présente invention constitue un excellent moyen pour obtenir, en temps réduit,et d’une
maniere plus économique un grand nombre de vitroplants de caroubier de bonne qualité.

La présente invention fourni dans un premier temps.un nouveau milieu nutritif, développé pour
la premiére fois pour la micropropagation in vitro de caroubier. Le milieu nutritif développé contient
les éléments essentiels pour la croissance des vitroplants de caroubier a des concentrations
appropriées a cette espéce. Cependant, le milieu peut aussi étre supplémenté avec tout autre
additifs communément utilisé dans les milieux de culture in vitro comme les hydrates de carbones,
les régulateurs de croissance, les acides aminés, les vitamines, le charbon actif, les tampons de pH,
etc. Le milieu nutritif développé peut aussi étre utilisé dans les autres techniques de la culture in
vitro de caroubier comme la micropropgation par culture d’apex ou de bourgeons cotylédonnaires,
I'organogenése et 'embryogenése somatique. Ainsi, le milieu nutritif peut &tre supplémenté avec
des régulateurs de croissance spécifiques au type de réponse morphologique souhaité.

La présente invention décrit également un procédé de multiplication rapide et économique en
utilisant un milieu nutritif liquide sans utilisation d’agent gélifiant. La méthode repose sur la mise en
culture de la partie basale des microboutures de caroubier dans le milieu nutritif formulé sans agent
gélifiant et contenant des régulateurs de croissance.
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Les inventeurs ont également montré dans un deuxiéme temps qu’il était possible d’enraciner les
microboutures multipliés par microbouturage in vitro d’une maniére rapide et économique, en
utilisant la technique d’enracinement ex vitro combiné & I'acclimatation des microboutures. La
méthode repose sur un traitement des microboutures avec les auxines, dont la nature méme et la
concentration sont déterminantes, suivi de leur culture directe dans le substrat de culture.

Le procédé décrit dans la présente invention a été préparé pour une microproagation optimale
des micropousses de caroubier, cependant, il n’est plus exclusive a cette espéce. Ainsi, la présente
invention peut étre également utilisée chez d’autres especes, essentiellement les Leguminosae.

Selon 'invention, le milieu nutritif contient les éléments suivants :

Concentration
(mM)
NOs 27.19-31.90
NH,* 12.13-17.00
PO 0.59-3.57
S04* 0.88-1.23
Cr 5.98-7.48
K* 15.92-20.39
Ca* 4.48-5.11
Na* 0.44-0.60
Mg 0.53-0.88
BOs* 0.1-0.2
Mn?* 0.10-0.13
Fe?* 0.10-0.20
Zn* 0.03-0.09
Cu? 0.0001-0.0002
I 0.002-0.005
MoO4 0.001-0.002
Co* 0.0001-0.0002
EDTA 0.11-0.22
Myo-inositol ~ 0.55-1.11
Acide 0-0.004
nicotinique
Pyridoxine 0.0010-003
HCl
0.0004-0.0019

Thiamine
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Selon la présente invention, il est donc fourni un procédé simple, rapide et économique
permettant la production de clones conformes au type du plant-mere de caroubier selon les étapes

suivants
(i) La multiplication in vitro de microboutres de caroubier dans un nouveau milieu nutritifs
liquide sans utilisation d’agent gélifiant.
(i) Uenracinement des microboutures produites 3 partir de Vétape (i) en utilisant la

technique de I'enracinement ex vitro combiné & acclimatation des microboutures.

Par micropropagation in vitro on entend la culture d’une partie de la plante a propager (cellules,
tissues, cals, organes, parties d’organes, graines, embryons et similaires), dénommés explants, dans
un milieu de culture nutritif artificiel et stérile. Ce milieu contient des éléments minéraux essentiels
pour la croissance et le maintien des explants en plus des régulateurs de croissance qui déterminent
I’expression et 'orientation morphogénétique. Les cultures sont maintenues dans des conditions de
température et d’éclairage controlées.

Par microbouturage on entend une technigue de micropropagation in vitro en utilisant comme
explant des entrenceuds renfermant un bourgeon axillaire a laisselle d’une feuille et/ou des
bourgeons et des méristemes. Cest la technique la plus généralement appliquée en
micropropagation des ligneux. Elle permet de régénérer dans de brefs delais, dans un espace réduit
et indépendamment des saisons, des milliers de plantes entiéres conformes génétiqguement a la
plante meére et donc la formation rapide d’une population d’individus tous semblables que 'on
appelle clone.

Par enracinement ex vitro on entend une induction et un développement racinaire combiné a
Facclimatation des plants issues de la phase de multiplication in vitro. Les microboutures sont
d’abord traitées avec des auxines avant de les implanter directement dans le suvstrat sous les
conditions d’humidité, de température et de lumiére contrdlées.

Par MS on entend le milieu nutritif de base de Murashige et Skoog.
Par BAP on entend le 6-benzylaminopurine
Par AIB on entend 'acide 4-(3-indolyl)-butyrique

Par ANA on entend I'acide 1-naphtaléne acétique

La présente invention, comparés aux autres procédés de multiplication de caroubier, permet ce
qui suit :

- Production 3 grande échelle de vitroplants uniformes conformes au type du plant-mére de
caroubier avec plus d’efficacité et de productivité en un temps et un co(it de production
nettement réduits.

- Absence de certains désordres physiologiques comme la nécrose apicale, la production de
cals dans la partie basale et I’hyperhydricité des microboutures.
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- La stimulation de I'échange gazeux en utilisant le coton pour la fermeture des récipients de
culture au lieu des couvercles et bouchons. Ceci permet d’obtenir les plantules, ayant des
feuilles nettement plus larges et avec plus de chlorophylles que les plantules obtenues par
les protocoles conventionnels.

- Production de microboutures plus adaptés & Vacclimatation gréce a Tutilisation du milieu
nutritif liquide.

- Production d’'un meilleur systéme racinaire saine et normal, ressemblant aux racines
développées dans le systéme naturel, grace a la technique de I'enracinement ex vitro.

- Une acclimatation plus facile avec une meilleur tolérance aux conditions de stresse
environnementales.

- Réduction des codts de la main d’ouvre et des produits chimiques utilisés dans le préparation
des milieux de cultures.

- Accélération des programmes de production de clones supérieurs, par une production a
grande échelle de plants de qualité en moins de temps et d’espace.

Selon une caractéristique importante de [Iinvention, les microboutures sont trempées
partiellement dans le milieu nutritif liquide développé. Le professionnel du métier pourra utiliser
divers matiéres pour maintenir les microboutures (comme le coton hydrophile, la vermiculite, le
papier filtre ou des graines de verre). Il pourra aussi utiliser le coton au lieu des couvercles et
bouchons pour la fermeture des récipients. Le milieu de multiplication contient bien étendu des
régulateurs de croissance favorisant le développement des pousses a partir des bourgeons. Une
cytokinine, le BAP par exemple, seul ou en combinaison avec une auxine peut étre utilisé en phase de
prolifération des pousses. Le milieu de culture, le support, le récipient et le coton sont stérilisés
pendant 20 min sous une température de 121°C. Les cultures sont maintenues dans une chambre de
culture sous une température de 26°C * 2 et une photopériode de 16h/jour.

Selon une autre caractéristique importante de l'invention, les micropousses multipliées sont
trempées dans une auxine pour stimuler I'induction des racines puis cultivées dans un substrat
préalablement stérilisé. Les cultures sont maintenues dans une chambre de culture a une
température de 26°C + 2 et une humidité optimale, qui sera progressivement réduite. Une fois les
racines sont induites, les jeunes plantules sont transférées sous serre. '

La présente invention permet de produire les microboutures de caroubier 5 fois plus rapidement
que la méthode conventionnelle, en plus de la réduction du colt de production en utilisant le milieu
non gélifié et la réduction de la main d’ceuvre suite a I'élimination du stade d’enracinement in vitro.

La présente invention permettra d’avoir une croissance rapide et efficace des pousses et des
racines et de produire des vitroplants sains avec un meilleur systéme racinaire et des taux de survie
élevés.
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Exemple1:
On donnera ci-aprés un exemple non limitatif de la préparation de milieu de multiplication:

A. le milieu nutritif contient les éléments suivants :

Concentration (mM)

NOs 31.90
NH,* 12.13
PO 3.57
S04* 1.23

Cr 5.98

K* 20.39
Ca** 4.48
Na* 0.44
Mg** 0.88
BOs* 0.1
Mn?* 0.13
Fe** 0.20
n* 0.03
Cu* 0.0001
I 0.005
Mo0,? 0.001
Co*? 0.0001
EDTA 0.22
Myo-inositol 0.55
Acide nicotinique 0.004
Pyridoxine HCI 0.0010
Thiamine 0.0004

B. Hydrates de carbone :
30 g/l de saccharose
C. Cytokinine
1 mg/! de 6-benzylaminopurine
- D. Autres additifs
1 g/l de charbon actif

Ce milieu a été comparé avec la méthode la plus communément utilisée pour le microboutufage
de caroubier en utilisant le milieu de solide MS additionné de 7g/! de 'agar, en plus du milieu MS
sans agar. Tous les milieux ont été supplémentés avec 30g/l de saccharose, 1mg/| de BAP et 1g/l
de charbon actif. Les cultures ont été maintenues dans une chambre de culture sous une
température de 26 £2 °Cet une photopériode de 16h/ jour.
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Taille des | Taux de | Taux de
micropousses multiplication nécrose apicale
(mm)

Systéeme 6.33 1.58 58.33

conventionnelle

avec MS solide

MS liquide 29.48 2.39 13.04

La présente | 54.79 5.60 0

formulation

Cet exemple montre que le milieu MS solide, qui est utilisé par défaut dans les protocoles de
micropropagation de caroubier, nest plus approprié a cette espéce. L'utilisation du milieu MS sans
agar a permis d’avoir une nette amélioration dans la taille et le taux de multiplication des
micropousses, cependant, le nouveau milieu formulé était le plus approprié au microbouturage de
caroubier. A

Dans cette exemple, le milieu formulé a permet d’obtenir des pousses avec une taille d’au moins
8,6 plus et un taux de production d’au moins 3,5 plus et que ceux obtenue avec la méthode
conventionnelle utilisée pour le microbouturage de caroubier.

Le milieu utilisé a permis aussi de résoudre le probléeme de la nécrose apicale des micropousses.
Ce probléme a été déja rapporte dans plusieurs protocoles de micropropagation de caroubier sur le
milieu MS.
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Exemple 2:

On donnera ci-aprés un exemple non limitatif de préparation des microboutures pour
I’'enracinement ex-vitro et 'acclimatation :

Les microboutures multipliées in vitro sont excisées et ringées avec de I'eau distillée sterile. La
partie basale est trempée dans une solution de 3g/! de I'acide 4~(3-indolyl)-butyrique puis implantées
dans un mélangé de 50% de tourbe et 50 % de sable. Les cultures sont maintenues dans la chambre
de culture sous une température de 26 + 2 °C, une humidité de 90% et une photopériode de
16h/ jour. Les cultures sont arrosées deux fois par semaines avec une solution minérale riche
en azote, phosphore et potassium. Aprés 28 jours, les pousses enracinées sont transferés
Ssous serre.

Cette technique a été comparé avec la méthode conventionnelle de 'enracinement in
vitro des micropousses de caroubier.

Dans cette exemple, un taux élevé d’enracinement a été obtenue (91.67%). Ce taux est 2 fois
plus que celui obtenu avec la méthode conventionnelle de I'enracinement in vitro de caroubier.

La technique utilisée de I'enracinement ex vitro a aussi permis d’avoir un meilleur systeme
racinaire ressemblant aux racines développées a I’état naturel, contrairement aux racines obtenues
in vitro qui étaient épaisses et fragiles.

La technique utilisée a aussi permis de raccourcir la durée du processus de la micropropagation
en éliminant I'étape de I'enracinement in vitro.
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Revendications

1- Un milieu de culture nutritif de base pour la micropropagation in vitro de caroubier
contenant les éléments suivants :

Concentration

(mM)
105 27.19-31.90

NH4* 12.13-17.00
PO,* 0.59-3.57
S0,% 0.88-1.23
cr 5.98-7.48
K 15.92-20.39
Ca* 4.48-5.1
Na* 0.44-0.60
Mg 0.53-0.88
BOs> 0.1-0.2
Mn? 0.10-0.13
Fe 0.10-0.20
n* 0.03-0.09
Cu? 0.0001-

0.0002
I 0.002-0.005
MoO),'2 0.001-0.002
Co*? 0.0001-

0.0002
EDTA 0.11-0.22

Myo-inositol 0.55-1.1
Acide 0-0.004
nicotinique

Pyridoxine HCl 0.0010-003
Thjamine 0.0004-

0.0019

2. un milieu de culture selon la revendication 1 qui contient additionnellement environ 3% de
saccharose.

"
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3. Procédé pour la micropropagation in vitro de caroubier (Ceratonia siliqua L.) comprenant la
prolifération de bourgeons axillaires par microbouturage dans un nouveau milieu nutritifs liquide
préparé selon la revendication 1.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la multiplication in vitro des microboutures
est réalisée en milieu nutritif liquide sans agent gélifiant, avec un trempage partiel de la partie basale
des microboutures dans le milieu nutritifs contenant une cytokinine et /ou une auxine, sans ou avec
support pour le maintien des explants si nécessaire. Les cultures sont maintenues & une température
de 26°C + 2 et sous une photopériode de 16h/jour ; la durée entre les subcultures est d’environ 28
jours.

5. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la cytokinine appartient au groupe
constitué du BAP, Kinétine, la Zéatine et de leurs mélanges.

6. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que I"auxine appartient au groupe constitué de
I’ AIB, AIA, ANA et de leurs mélanges.

7. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le support utilisé consiste a un coton
hydrophile, la vermiculite, le papier filtre ou tout support naturel ou synthétique.

8. Procédé pour 'enracinement des micropousses obtenues de la culture in vitro, par la technique de
I’enracinement ex vitro combiné a I'acclimatation des micropousses.

v

9. Procédé selon la revendication 8, caractérisée en ce que les parties basales des micropousses
obtenues de la culture in vitro sont trempées dans une auxine avant d’étre implantées directement
dans un substrats de culture stérile. Les cultures sont maintenues dans une chambre de culture
pendant environ quatre semaines sous une température comprise entre 23 et 28 °C et une
photopériode de 16h/jour avant d’étre transféré sous une serre. Les cultures sont pulvérisés environ
deux fois par semaine avec une solution nutritive riche en azote, phosphore et potassium.

10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que I'auxine appartient au groupe constitué
de I'AIB, AIA, ANA et de leurs mélanges.
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Partie 1 : Considérations générales

Cadre 1 : base du présent rapport

Les pieces suivantes de la demande servent de base a I'établissement du présent rapport :
» Description
10 Pages
« Revendications
10

Partie 2 : Rapport de recherche

Classement de I'objet de la demande :
CIB : CO5F11/00, C12N 5/00, C12N 5/02

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 EP1404810; PARC GUY [FR]; 07/04/2004 1-10
A EP0829199 ; YAZAKI CORP [JP]. 18/031998 1-10

*Catégories spéciales de documents cités :

-« X » document particuliérement pertinent ; l'invention revendiquée ne peut &tre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

-«Y » document particuliérement pertinent ; Finvention revendiquée ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive lorsque le
document est associé & un ou plusieurs autres documents de méme nature, cette combinaison é&tant évidente pour une personne du métier

-« A » document définissant I'état général de la technique, non considéré comme particulierement 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 depdt ou de priorité antérieure a la date de
dépét de la demande faisant I'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

Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 4 : Remarques de clarté

La revendication 3 de la présente demande ne répond pas aux critéres de I'article 35 de Ia loi
17-97 modifiée et complétée par la loi 23-13, en effet, la dite revendication a pour objet un
procede pour la micro propagation in vitro de caroubier, de ce fait, cette revendication doit étre
rédigé en revendication indépendante.
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Cadre 5 : Declaration motivée quant a la Nouveauté, I'Activité Inventive et I'Application Industrielle

. Revendications 1-10 Oui
Nouveauté (N) Revendications aucune Non
Activité inventive (Al) Revendications 1-10 Oui

Revendications aucune Non
Possibilité d’application Industrielle Revendications 1-10 Oui
(PAI) Revendications aucune Non

Il est fait reférence aux documents suivants. Les numéros d'ordre qui leur sont attribués ci-apres seront
utilisés dans toute la suite de la procédure
D1: EP1404810
D2: EP0829199
1. Nouveauté (N) :

Aucun document de I'art antérieur ne décrit un milieu nutritif tel que décrit dans la revendication
1 de la présente demande.

Par conséquent, I'objet des revendications 1-10 est nouveau au sens de 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 est considéré comme I'état de la technique le plus proche de I'objet de la
revendication 1 de la présente demande, il a pour objet un milieu de culture pour végétaux et
cellules, tissus et organes végétaux renfermant une source d'azote organique et une source de
phosphore sous forme d'ester phosphorique acide ou salifié.

L'objet de la revendication 1 de la présente demande différe de D1 en ce que le milieu est
destiné a la micro propagation in vitro de caroubier ainsi qu'il contient des constituants et des
proportions différentes.

Le probléme que la présente demande se propose de résoudre peut étre considéré comme la
fourniture d’'un milieu alternatif pour la micro propagation in vitro de caroubier.

La solution proposée dans la revendication 1 de la présente demande implique une activité
inventive pour les raisons suivantes :

Aucune incitation pour 'homme de métier n'existe dans les documents de I'art antérieur pour
résoudre le probléme ci-dessus en proposant la solution de la revendication 1, les tests 1 et 2
des pages 7-9 montrent que le probléme a été résolu sur toute la portée revendiquée.

Par conséquent, I'objet des revendications 1-10 implique une activité inventive au sens de
larticle 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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