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Conidies aériennes et résistantes de souches de champignons

filamenteux et leur procédé d’obtention

Objet de l'invention

[0001] La présente invention se rapporte au domaine
de la lutte biologigque ou a la bio-fertilisation, et a trait
en particulier a des conidies ou des spores, aériennes et
résistantes, de souches de champignons filamenteux, en
particulier des conidies ou des spores de Pseudozyma, de
Trichoderma ou de Penicillium sous forme de poudre, ainsi
qu’a leur procédé d’obtention et leurs applications, en tant

qu’ agent de lutte biologique ou dans 1l’agroalimentaire.

Arriére-plan technologique a la base de l’invention

[0002] La lutte Dbiologigue, encore appelée Dbio-
contrdle, est une méthode connue pour la protection des
végétaux contre par exemple des nuisibles, ravageurs de
culture, comme les insectes, les acariens ou les nématodes,
la protection ou le traitement contre des maladies, en
particulier les maladies fongigues, bactériennes ou virales,
ou une méthode de lutte contre les mauvaises herbes, plantes
adventices, par 1l’utilisation, soit d'organismes vivants
antagonistes, soit de produits biodégradables constitutifs
de ces organismes, ou bien de métabolites produits par ces
organismes, appelés agents de lutte biologique.

[0003] Comme cette lutte met en jeu des organismes
vivants, comme des prédateurs tels les nématodes,

arthropodes, vertébrés, ou mollusques, ou a des agents
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pathogénes, tels des bactéries ou champignons, ou
phytophages, ou a des constituants ou métabolites produits
par ces organismes vivants, elle présente 1’avantage de se
faire sans recours a des pesticides chimiques.

[0004] En ce qui concerne la bio-fertilisation, les
mémes types d’organismes sont utilisés, non pas pour leur
effet sur les ennemis d’une plante, mais pour leur effet
bénéfique sur la croissance d’une plante ou de certaines des

parties d’une plante (ex. racines), voire sur la santé

écologique de la plante (santé écologique = reproduction x
survie).
[0005] En effet, avec toute la problématique

provoquée par les pesticides chimiques sur 1’environnement,
il y a un 1intérét croissant a exploiter des nouvelles
matieres biologiques, ou des nouveaux organismes vivants,
tels que par exemple des champignons filamenteux, ou leurs
métabolites primaires ou secondaires, pour le contrdle des
parasites, des mauvaises herbes et/ou des maladies.

[0006] De plus, 11 est a noter gue, pour ce qui
concerne en particulier la lutte biologique fongique, cette
derniére g’articule autour de multiples disciplines, telle
que la pathologie de la souche utilisée, 1'écologie, 1la
physiologie, la production de masse, la formulation et les
stratégies d'application. Cette précision s’applique aussi
a la bio-fertilisation.

[0007] Il existe un grand nombre de souches de
champignons, en particulier des champignons filamenteux, qui
ont un grand 1intérét agroalimentaire et agronomique, en
particulier comme agents de bio-contrbdle, notamment comme
fongicides, mais qui ne sont pas encore pleinement exploitées
en raison de la difficulté a les faire sporuler en culture
liquide.

[0008] Par exemple, Pseudozyma flocculosa est une

souche connue de champignon phyllosphere épiphyte, faisant
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1’ ordre des Ustilaginale.

[0009] Sa classification définitive a été établie en
1995 par Boekhout sur la base d’analyses approfondies sur le
plan génétique. Actuellement, ce champignon est classé dans
le genre Pseudozyma apparenté aux Ustilaginales du phylum
des Basidiomycetes (Boekhout 1995). La taxonomie compleéete de

ce champignon est consignée dans le tableau 1.

Tableau 1. Description taxonomique de Pseudozyma flocculosa

(Taxonomy ID: 84751).

Rangs taxonomiques

Domaine Eukaryota
Reégne Fungi
Embranchement ou Basidiomycota
phylum
Sous-embranchement Ustilaginomycotina
Classe Ustilaginomycetes
Ordre Ustilaginales
Famille Ustilaginaceae
Genre Pseudozyma
Espece Flocculosa

[0010] Ce champignon est reconnu comme agent de lutte

biologique tres efficace contre le blanc induit par Erysiphe
poligoni, de plusieurs plantes dont le rosier et Ile
concombre.

[0011] Par ailleurs, le genre Trichoderma est
également connu pour regrouper un ensemble de champignons
qui se retrouvent couramment dans le sol, sur le bois mort,
les débris végétaux et la partie aérienne des plantes.
[0012] De nombreuses espéces de Trichoderma se sont
avérés efficaces comme agents biologiques contre par exemple
Pythium, Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani,

Sclerotium rolfsiie et Cryphonectria parasitica. Ces
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champignons pathogenes causent d'importants dégats dans les
cultures fruitieres, légumieres, en serre et ornementales.
[0013] Les performances de Trichoderma atroviride
comme agent de lutte biologique est due en partie a la
production d’endochitinase et il a également été montré que
ce champignon intervient, selon divers mécanismes et a divers
niveaux, dans la stimulation de la croissance racinaire par
1’utilisation de minéraux fertilisants et la stimulation des
défenses naturelles des plantes.

[0014] Par ailleurs, i1l est connu que les champignons
des divisions de Zygomycétes, Ascomycetes et Basidiomycétes
produisent des spores asexuées appelées conidies, leur
permettant une propagation végétative rapide. Par contre,
chez les Deutéromycétes, dits aussi champignons imparfaits,
le cycle sexuel n'a jamais été observé et la reproduction se
fait uniquement par voie asexuée, via la production de
conidies.

[0015] Les conidies ou spores sont les principaux
moyens de protection, et de conservation, des génomes
fongiques, grdce a leur résistance aux traitements de
conditionnement et aux conditions environnementales
hostiles, telles que les températures extrémes, les rayons
ultraviolets et les faibles valeurs d'humidité relative. A
titre d’exemple, une partie des conidies ou spores
d'Aspergillus niger maintiennent leur capacité de
germination aprés passage dans un autoclave pendant une heure
a 120°C (Morozova et al 2001).

[0016] En outre, la production de ces spores asexuées,
ou conidies, est essentielle dans le cycle de vie de nombreux
champignons. Elle forme le principal moyen de dispersion
pour le génome fongique dans des conditions
environnementales défavorables.

[0017] De nombreux obstacles restent a surmonter afin

de pouvoir commercialiser des agents de lutte biologique
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fongique a base de champignons filamenteux, notamment du
fait de leur faible aptitude a étre stocké sur des longues
périodes, en particulier a cause de la faible viabilité des
conidies ou spores issues d’une fermentation liquide.

[0018] De nombreux champignons, y compris les
filamenteux, peuvent é&tre cultivés dans des milieux
liquides, c’est-a-dire au cours d’une phase de fermentation
dite liquide. Toutefois, la fermentation liquide est
particuliérement problématique.

[0019] Dans cet environnement liquide, selon les
especes, les Hyphomycetes peuvent étre amenés a se développer
sous des formes diverses, y compris, les organismes hyphes
unicellulaires a paroi mince, guelques formes dénommées
blastospores, et les conidies ou spores submergées. Ces
dernieres sont obtenues soit directement a partir de
blastospores microcycles, par conidiation, ou soit a partir
de cellules conidiogenes qui se forment sur les hyphes
submergées.

[0020] En général, la méthode préférée pour la
production de conidies ou spores a grande échelle est la
culture submergée en raison d’une part de sa bonne
rentabilité, sa courte durée de production, et la
disponibilité de tous les matériaux nécessaires pour une
fermentation liquide.

[0021] Malgré tous ses avantages, les conidies ou
spores produites par cette technique ont une trop courte
durée de vie dans des conditions environnementales
défavorables. C’est pourgquoi, la plupart des agents de bio-
contrdle, a base de conidies ou spores submergées,
nécessitent une utilisation immédiate sur les plantes et les
terrains infestés par les ravageurs, qu’ils soient fongigues
ou d’insectes.

[0022] Il est également possible de produire des

conidies par fermentation sur un support ou un substrat
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solide, selon une production dénommée phase ou fermentation
solide.

[0023] Bien que la fermentation solide soit connue
depuis longtemps, elle n’a jamais connu un véritable essor
industriel et a souvent été délaissée pour la culture en
milieu liquide.

[0024] La fermentation solide présente plusieurs
difficultés pour ce qui concerne de nombreuses espéces de
champignons. Paecilomyces fumosoroseus, par exemple, a
besoin de lumiére pour une production optimale de conidies
aériennes (Wraight et al. 2001), et la production efficace
de conidies de cette souche de champignon nécessite donc une
culture en surface, ou une agitation périodique des supports
ou substrats solides particulaires, pour augmenter
l'exposition a la lumiére. Les conidies ou spores de
Verticillium se développent, quant a elles, en globules
collantes produites a des densités relativement faibles sur
une croissance d'hyphes, alors que celles d’aschersonia
doivent étre produites en circonvolutions, ou sous forme de
fosses dans un stroma dense.

[0025] Par ailleurs, l’augmentation de la température
et le changement de pH durant 1la phase de croissance
végétative est un probleme critique dans le domaine de
fermentation solide (Smits et al. 1998).

[0026] L"intérét pour la fermentation en milieu
solide n’est pas nouveau, pourtant ce mode de culture n’a
jamais été développé a cause des difficultés de contrdle des
parametres physico-chimiques de la culture. En effet, la
production massive de conidies ou spores doit étre initiée
a un stade de développement végétatif du mycélium, durant
lequel il faut non seulement maintenir les conditions
optimales de croissance (température, aération, humidité,
pH), mais également contrdler la différenciation du mycélium

et empécher un phénoméne de sporulation précoce gui peut



WO 2017/144500 PCT/EP2017/053994

10

15

20

25

30

réduire fortement le rendement de production (Raimbault &
Durand 1980).

[0027] De plus, le probléme d'évacuation de la
chaleur, produite lors de la fermentation solide, semble
particuliérement difficile a résoudre. En effet, la chaleur
dégagée par les réactions métaboliques, lors de la phase de
croissance végétative, peut étre délétere si la température
dépasse les seuils limites permis. Il en est de méme pour
1'évolution du pH qui est quasiment impossible a réguler en
1’ absence de circulation de liquide (Pandey 2003).

[0028] A ces difficultés, 1liées a la fermentation
s’ajoute un autre inconvénient, aussi important, 1lié au fait
gqu’en fin de culture on se trouve avec des conidies ou spores
mélangées a de grandes quantités de mycélium et de résidus
du support ou substrat solide, ce qui peut réduire la gualité
du produit final obtenu et les possibilités d’application de

celui-ci, notamment dans le domaine agroalimentaire.

Etat de la technique

[0029] La demande de brevet W02009/037399 décrit un
procédé de production de conidies ou spores, et de leurs
métabolites, sur un support, ou substrat, solide par une
fermentation classigque, la phase de croissance se faisant
également sur un tel support. Le milieu solide doit comporter
un support ou substrat solide adéquat, c’est-a-dire un
support ou substrat absorbant de faible densité et
pratigquement non fermentable, mais imprégné d’un milieu de
culture approprié a la croissance des conidies ou spores de
champignons. Le procédé consiste en 1'application d'un
stress hydrique durant la phase de production des spores.

[0030] La demande de brevet EP2390345 décrit 1la
production de métabolites et autres molécules d’intérét par
fermentation en milieu solide sur de multiples supports ou

substrats solides, tels que de la biomasse végétale, en
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particulier des produits agricoles comme des céréales, des
sous-produits de 1’industrie agroalimentaire forestiere,
papetiére ou des boues d’épuration.

[0031] Le brevet US 4 837 155 décrit une méthode de
production de la souche Trichoderma en phase liquide et en
condition aérobie a des températures comprises entre environ
25°C et environ 30°C et & un pH compris entre environ 5,8 et
environ 7,0, pour générer a partir d’un inoculant, une
densité de conidies d’au moins 5 x 10° par ml, mais sans
aucune phase de maturation sur support solide.

[0032] Le document EP0223809 décrit un procédé de
production de conidies ou spores de champignons filamenteux
dans un fermenteur a disgques rotatifs en phase liquide.
[0033] Il est aussi connu d’obtenir un compostage
accéléré grace a une combinaison d’une fermentation liquide
et solide générant une grande quantité de biomasse sur un
support non inerte fermentable, qui sera dégradé par le
développement des souches et qui peut devenir un compost
comprenant des conidies de Trichoderma sp.

[0034] La publication de U. Holker et (Applied
Microbiology and Biotechnology, VO.64, N°2, pages 175-186
(2004)) décrit que la meilleure méthode de production de
spores de champignons filamenteux est une fermentation sur
support solide (solid state (substrate) fermentation (SSF))
et qu’il est possible de combiner une fermentation en phase
liquide (submerged fermentation technology (SMF)) pour
générer de la biomasse, avec une fermentation sur support
solide (SSF) pour obtenir un grand nombre de spores.

[0035] La publication de Z.0OMRAN et al (Séminaire
international des Dbiotechnologies (2015)) compare les
conidies de P. flocculosa produites par fermentation en phase
liquide (SMF) et sur support solide (SSF) et compare les
différences morphologiques et anatomiques obtenues.

[0036] Ainsi, il apparait que les procédés connus de
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1'état de technique effectuent toutes les étapes de
production de souches de champignons, ou de métabolites issus
de ces souches de champignons, soit par fermentation en phase
liquide, soit par fermentation en phase solide sur un

substrat adéquat.

Buts de 1l/’invention

[0037] La présente invention vise a obtenir des
souches de champignons filamenteux présentant un intérét
agronomique ou agroalimentaire, wutilisables sous forme
solide, en particulier sous forme d’une poudre, ainsi qu’un
nouveau procédé d’obtention de ces souches, en particulier
sous forme de ©poudre et qui ne présentent pas les

inconvénients de 1’état de la technique.

[0038] En particulier, la présente invention vise a
fournir des souches de champignons filamenteux qui soient
aisément manipulables, présentent une viabilité améliorée,
en particulier apreés des longues durées de conservation, et
éventuellement d’une haute pureté, c’est dire des souches
essentiellement dépourvues de contaminants et/ou de résidus
du support de culture, afin de pouvoir les utiliser pour des
applications agronomiques ou agroalimentaires, en
particulier ©pour la ©préparation de fromages ou de

charcuteries.

[0039] Un autre but de 1la présente invention est
d’obtenir un procédé d’obtention desdits champignons
filamenteux, de préférence sous forme de poudre de conidies
ou spores ou de leurs métabolites primaires ou secondaires,
en particulier un procédé qui soit rapide, de conception
simple, qui présente un rendement efficace et dont les
parametres physico-chimiques de chaque étape soient aisément

contrdlables.

[0040] Un denier but de 1’invention vise a obtenir un
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support ou substrat solide adéquat pour la maturation de

conidies ou spores de champignons filamenteux.

Eléments caractéristiques de 1’invention

[0041] La présente invention concerne un procédé
d’obtention de conidies ou spores de souches de champignons
filamenteux comprenant les étapes suivantes

- croitre (par fermentation) des champignons filamenteux
durant une premiére phase de croissance mycélienne
(fermentation) en phase liquide, pour générer une
biomasse mycélienne,

- mélanger ladite Dbiomasse mycélienne obtenue avec un
support solide inerte,

- générer essentiellement sans fermentation des conidies
ou spores durant une seconde phase de maturation, en
particulier de différentiation cellulaire, de ladite
biomasse mycélienne sur ledit support solide inerte,

- éventuellement sécher les conidies ou les spores
obtenues, et

- éventuellement extraire une ou plusieurs molécules
d’intérét des conidies ou des spores obtenues.

[0042] Dans le procédé de 1’invention, on entend par

« générer des conidies ou spores durant une phase de

maturation, en particulier de différentiation cellulaire,

essentiellement sans fermentation » une génération sur un
support solide inerte d’origine organique ou non organique,
tel que le son d’'une céréale, en particulier du son de blé,
de préférence un tissu dans lequel les cellules du son de la
céréale formant le support solide inerte sont dépourvues de
leurs fractions fermentescibles, en particulier d’amidon,
aptes a permettre uniquement une maturation, en particulier
de différentiation cellulaire, en absence de croissance
cellulaire de la biomasse mycélienne en deg conidies ou

spores, sans provoquer de fermentation ou seulement une
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fermentation de moins de 10%, de préférence moins de 5%,
plus préférentiellement moins de 1% des cellules. De
préférence, dans ce processus de maturation, en particulier
dans ce processus de différentiation cellulaire, on observe
tel que présenté dans 1’ exemple 4 ci-dessous,
essentiellement une absence de la multiplication cellulaire
et une individualisation ou différentiation cellulaire a
partir de la biomasse mycélienne, ainsi qu’une modification
morphologique des cellules, en particulier de leur paroi
cellulaire et qui deviennent des conidies ou spores.

[0043] Dans le procédé de 1'invention, la phase de
maturation (essentiellement sans fermentation) génere une
concentration en conidies ou spores comprise, de préférence
entre 3xF+08 et 5x10° conidies/g pour Pseudozyma flocculosa,
et entre 1F+09 et 5x10'Y conidies/g, pour Trichoderma
atroviride et entre 5xF+8 et 1xF+10 conidies/g de conidies
de Trichoderma harzianum.

[0044] Dans le procédé de 1’invention, la durée
d’obtention des conidies ou des spores est avantageusement
inférieure a trois semaines, de préférence inférieure a deux
semaines, plus particulierement inférieure a une semaine.
[0045] Selon 1l’invention, le champignon filamenteux
est de préférence du genre Pseudozyma sSp., en particulier
Pseudozyma flocculosa, du genre Tricoderma Sp., en
particulier Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride,
Trichoderma hamatum, et Trichoderma viride, du genre
Penicilum sp., en particulier Penicilium camemberti et
Penicilium nalgiovense, du genre Metarhizium sp. ou du genre
Bauveria sp.

[0046] Un autre aspect de 1'invention concerne les
conidies ou les spores de souches de champignons filamenteux
obtenues par le procédé de 1’invention, résistantes a la
dessiccation et se conservant a 1’état sec durant une période

supérieure a trois mois, de préférence comprise entre trois
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mois et vingt-gquatre mois, voire plus de vingt-quatre mois,
a une température ambiante, c’est a dire une température
comprise entre environ 15°¢ et environ 30°C, plus
particuliérement une température comprise entre environ 20°C
et environ 30°C.

[0047] L’ invention concerne aussi les conidies ou des
spores de souches de champignons filamenteux matures, du
genre Pseudozyma sp., en particulier Pseudozyma flocculosa,
dont la fraction cytoplasmique est chargée de réserve et
enrichie en mélanine.

[0048] Un autre aspect de 1’'invention concerne une
poudre de conidies ou spores de 1’invention, en particulier
une poudre de conidies ou de spores obtenue par le procédé
de 1’invention.

[0049] L’invention concerne aussi des compositions
alimentaires, en particulier des charcuteries et des
fromages comprenant les conidies, les spores ou la poudre de
conidies ou de spores de 1l’invention.

[0050] Un dernier aspect de 1’invention concerne
l'utilisation des <conidies, spores et de 1la poudre de
conidies ou spores de 1l’invention, contre la prolifération
de nuisibles, en particulier des champignons, des bactéries,
des wvirus ou d’insectes, affectant des plantes ou des
fruits, en particulier leur utilisation pour favoriser le
rendement de production desdites plantes ou fruits, c’est a
dire la croissance des plantes, en particulier la croissance
des racines de plantes, la germination et le taux de
croissance cellulaire desdites plantes. De préférence, cette
plante ou ce fruit est choisi parmi le groupe constitué par
le rosier, les cucurbitacées, en particulier le concombre,
la courge ou le melon, la tomate, la fraise, la framboise,
la groseille, la vigne, le raisin, la pomme, le pommier, la

poire, le poirier, la prune, le prunier et la pomme de terre.
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[0051] Un dernier aspect de la présente invention
concerne l'utilisation des conidies, des spores ou la poudre
de conidies ou de spores de l’invention pour la préparation
de compositions alimentaires, en particulier des
charcuteries et des fromages.

[0052] La présente invention sera décrite dans la
description détaillée ci-dessous en référence aux figures
annexées et présentées a titre d’illustrations non

limitatives de 1’invention.

Bréve description des figures

[0053] La figure 1 représente schématiquement la
procédure de production de poudre de conidies ou spores selon
l’'invention combinant avantageusement une premiére étape
fermentation en phase liquide générant de la biomasse
mycélienne suivie d’une seconde étape de maturation, dite
phase de sporulation, en phase solide.

[0054] La figure 2 en A) est une observation au
microscope binoculaire G:40x et qui représente la structure
d’une particule de son de blé ayant subi un curetage
enzymatique. Ces cellules sont vidées de leurs contenus et
acquiérent une structure alvéolaire en nid d’abeilles
fortement aérée ; en B) et C) sont des coupes histologiqgques
d’environ 50 um d’un tissu imprégné dans une résine époxy,
aprés une fixation au glutaraldehyde et au tétroxyde d’osmium
et une révélation au bleu de toluidine B) est 1la coupe
transversale d’une particule de son avant traitement
enzymatique. Les cellules sont chargées de réserves, et
C) est la coupe transversale d’une particule du dérivé du
son formant le support ou substrat solide inerte de
1l’'invention et utilisé dans le procédé de 1’invention. Les
cellules sont vidées de leurs contenus suite aux traitements

enzymatiques successifs, cette nouvelle structure du support
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ou substrat solide inerte 1’invention est propice a une

grande capacité d’absorption de liquides.

[0055] La figure 3 représente une photographie en
microscopie optigque a contraste de phase des spores de bio-
fongicide produite en milieu liquide (A) et par 1l’invention

(B).

[0056] La figure 4 représente des photos de 1la
microscopie électronique a balayvage mettant en évidence les
différences morphologiques des deux types de conidies chez
Pseudozyma flocculosa. Les fléches, en A, montrent les
conidies produites en culture liquide, avec leurs structures
lisses sans ornementations et leurs bords arrondis. Les
figures B et C montrent les conidies obtenues par maturation
sur support solide avec des structures concaves, liées a une
déshydratation poussée, et une ornementation verruqueuse

propice a une dissémination par voie aérienne.

[0057] La figure 5 inclut des photos de la microscopie
électronique a transmission mettant en évidence les
différences au niveau des cytoplasmes des deux types de
conidies chez Pseudozyma flocculosa. A et A’ : conidies
issues de 1la culture liquide sont riches en mitochondrie
(mi) et en ribosomes libres (ri). B et B’ : celles obtenues
avec la nouvelle procédure de culture ont des cytoplasmes
chargés de réserves (res) dispersées tout le long de la
conidie sous forme d’inclusions diverses. Les ribosomes sont
beaucoup moins présents et les mitochondries sont
indétectables ce gqui témoigne d’un métabolisme ralenti.

[0058] Les figures 6 A, B et C sont photos
prises en microscopie a fluorescence, ou on voit que les
conidies produites en milieu ligquide (A) ne présentent pas
d’auto-fluorescence. Les conidies ayant subi une maturation
sur support solide (B et (C) présentent une couche

fluorescente a leurs surfaces. En microscopie électronigue
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a transmission, le composé fluorescent se manifeste, a la
surface de la paroi (P), en précipitant 1’agent de contraste
le tétroxyde d’osmium (tétes de fléches en E). Ce composé
est quasi inexistant chez les conidies issues de la culture
liquide (D).

[0059] La figure 7 représente la viabilité d’une
bactérie Gram- dans différentes conditions de conservation

aprés traitement selon le procédé décrit dans 1’exemple 4.

Description détaillée de 1’invention

[0060] De nombreuses souches de champignons ne sporulent
que faiblement, de facon aléatoire et non stable dans le
temps en culture liquide, ce qui représente un frein majeur
a leur commercialisation et leurs applications.
[0061] Le procédé selon la présente invention
combine, pour la premiére fois, une premiere étape dite de
croissance (en fermentation) pour générer une biomasse
mycélienne en milieu ou en phase liquide et une seconde étape
dite de maturation, de préférence de différentiation (et
essentiellement sans fermentation) en milieu ou en phase
solide sur un support ou substrat solide inerte adéquat, gui
soit de préférence naturel, c’est-a-dire obtenu a partir de
matiere biologique renouvelable, ou qui soit de synthése, en
particulier des billes de gel de dextrane ou d’agarose ou un
dérivé plastique du pétrole, de préférence recyclable, tel
que du polystyrene expansé sous forme de billes ou sous une
forme alvéolaire adéguate.
[0062] En effet, ce support ou substrat solide doit
présenter les caractéristiques suivantes
- étre inerte, non dégradable et sans nutriments, c’est-
a-dire non ou peu fermentable et donc non ou peu
accessible au développement du mycélium et a la
dégradation bactérienne ;

- présenter une structure alvéolaire, tres aérée propice
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a des échanges gazeux optimaux et a 1’évaporation de
l'eau, c’'est a dire un substrat ou support solide ayant
des cellules ou alvéoles vides avec des diametres compris
entre environ 2 um et environ 1000 um, de préférence
entre environ 10 pm et environ 500 pum ;
- présenter une grande <capacité d’absorption et de
rétention de liguides, en particulier de 1l’eau ; c’est
a dire avoir la capacité d’absorber entre environ 5 fois
et environ 15 fois, de préférence entre environ 8 fois
et environ 10 fois, plus particuliérement environ 9 fois
son propre poids en ces liquides.
[0063] De préférence, ce substrat ou support solide
inerte d’origine végétale, comprend essentiellement des
tissus, dont les cellules ont conservées leurs parois, mais
dont 1l’amidon et les fractions des cellules 1les plus
accessibles a une fermentation par le champignon et au
développement bactérien (cellulose et hémi-cellulose) ont
été éliminés. Ce substrat ou support solide inerte peut se
présenter sous forme de billes ou de fibres, et étre produit
a partir de déchets végétaux, tels que de la paille, de la
sciure de bois, de la pulpe de betterave, de grognons
d’olives, de la pulpe de café, de la bagasse de canne a sucre
et leur mélanges.
[0064] Avantageusement, ce substrat ou support solide
inerte est un dérivé de céréales, de préférence un dérivé du
blé, ou de riz, plus particuliérement de son de blé ou de
riz, qui se trouve dépourvu de toute trace d’amidon et d’une
grande partie de sa fraction fibreuse cellulosique et hémi-
cellulosique, en particulier suite & un traitement
enzymatique séquentiel de ce son de blé qui présentera les
caractéristiques susmentionnées et dont des coupes
histologiques sont représentées dans les figures 2A a 2C. Ce
substrat ou support solide inerte de 1’invention, en

particulier ce dérivé du son de blé, est utilisé comme
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support ou substrat solide inerte pour une seconde étape
dite de maturation, en 1’absence de nutriments, de plusieurs
especes des champignons filamenteux, en particulier des
conidies ou spores de Pseudozyma flocculosa, de Trichoderma
Atroviride, Trichoderma Hazianum, Penicillium camemberti et
Penicillium nalgiovense, Beauveria bassiana et Metarhizium
anisopliae, ou d’autres especes de champignons filamenteux.
[0065] L’utilisation du substrat ou support solide
inerte (essentiellement non fermentable) selon 1’invention
présente 1’avantage d’apporter des solutions aux problémes
majeurs que connait la fermentation en milieu solide.
L”inoculation massive d’'un tel dérivé de céréales, en
particulier d’'un tel dérivé de son de blé, et la faible
teneur en eau du mélange, mais surtout le fait que ce produit
de préférence naturel et dérivé de céréales, en particulier
ce dérivé du son de blé, soit aussi dépourvu de nutriments,
y compris de toute partie fermentescible présente dans les
cellules du tissu végétal comme de 1’amidon, permet de
réduire considérablement les contaminations microbiennes, en
particulier bactérienne, en phase solide.

[0066] Selon 1’invention, la combinaison de deux
modes ou étapes de cultures successifs, a savoir une premiére
phase ou fermentation liquide, suivie d’une seconde phase de
maturation (sans fermentation) en phase solide sur un tel
substrat ou support solide inerte adéquat tel que sus-décrit,
permet de contrbdler avantageusement les parametres de
croissance et de les maintenir a leurs valeurs optimales,
sans générer de risques 1liés aux cCcrolissances excessives
obtenues dans les procédés de 1’état de la technique et
présentant les inconvénients de générer des modifications
importantes de la température et du pH.

[0067] En effet, tel que décrit dans la figure 1, la
premiere phase de croissance végétative, dite phase ligquide

1, d’"une durée généralement comprise entre environ deux jours
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et environ quatre jours, génératrice de chaleur et d’acides
organiques, est réalisée en un fermenteur selon des
conditions (température, PH, choix et quantité des
nutriments ajoutés, stress induit ou non, ..) bien connues de
l'homme de 1l’art et adaptables en fonction du type de
champignon filamenteux produit. Le mycélium de la souche de
ce champignon filamenteux génére massivement une biomasse
mycélienne 2. Les parametres physicochimiques suivis du

fermenteur sont de préférence les suivants:

- Température : maintenue entre environ 20°C et environ
40°C.
- Vitesse d’'agitation : comprise entre environ 70 rpm et

environ 250 rpm, avec une P02 supérieur a 30%, de
préférence supérieur a 50% et plus particulierement
supérieur a 80%.

- pH : maintenu entre environ 4 et environ 7.8 (pas de
régulation de pH nécessaire dans cette production).

- Pas de stress induit durant la fermentation.

- Plusieurs milieux de culture connus de 1’homme de 1’art

peuvent étre utilisés comme:

- MAl (extrait de malt 10 g).

- MA2 (Extrait de malt 20 qg).

- MEA (Extrait de malt 20 g, Extrait de levure 2 qg)

- YMPD (Extrait de malt 5 g, Extrait de levure 3 g,

Dextrose 15 g, peptone de soja 6 qg)

[0068] La biomasse mycélienne 2 obtenue est ensuite
récoltée et mélangée, comme représenté par 1l’étape 3 de la
figure 1, avec un substrat ou support solide inerte, de
préférence constitué d’un dérivé de son de blé dépourvu
d’amidon, pour subir une étape de maturation, de préférence
de différentiation 4 en phase solide, d’ une durée
généralement comprise entre environ deux jours et environ

neuf jours, mais variable en fonction du type de champignon
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filamenteux utilisé, afin de générer ces conidies ou ces
spores a partir de la biomasse mycélienne 2. Ces conidies ou
spores peuvent ensuite avantageusement é&étre soumis a une
étape de séchage 5, généralement d’une durée comprise entre
environ un Jjour et environ huit jours, et une étape de
génération des conidies ou spores aériennes 6, avant un
éventuel traitement final de séparation ou purification du
produit final obtenu sous forme d’une poudre de conidies ou
de spores. Comme le substrat ou le support solide inerte
selon 1l’invention est avantageusement non fermentescible, la
phase de maturation 4 ne nécessite pas de régulation de pH
et le peu de chaleur produite en phase solide peut étre
facilement contrdlée, via une ventilation. En outre, ce
procédé est particulierement efficace et génére de maniére
avantageuse une grande guantité de ces conidies ou ces spores
dans des délais courts, de préférence de moins de trois
semalines, de moins de deux semaines, de moins d’une semaine,
voire de quelques jours. De maniere optionnelle, le procédé
de 1l’invention peut aussi comporter une étape d’extraction
et de purification de métabolites primaires ou secondaires
ou de toute molécule d’intérét produits par ces conidies ou
spores, en particulier des enzymes, telles que des amylases,
des phosphatases, des protéases, des vitamines, des
alcaloides, des acides organiques, des ardmes, des pigments,
des lactones, de la mélanine ou des antibiotiques.

[0069] Par conséquent, la présente invention apporte
une solution aux problemes de la culture sur substrat ou
support solide, vy compris a 1’inconvénient éventuel de
1'hétérogénéité du produit final obtenu sous forme de poudre.
En effet, il est possible qu’en fin d’étape de séchage 5, on
se retrouve avec des conidies aériennes mélangées a de
grandes quantités de mycélium et de résidus de support
solide, par exemple le son de blé dépourvu d’amidon, qui

sont éliminés, voire recyclés pour une nouvelle étape de
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maturation, de préférence de différentiation, par une étape
de séparation ou de purification supplémentaire.

[0070] Un autre aspect de 1'invention concerne les
conidies ou spores obtenues par le procédé de 1'invention,
en particulier des conidies ou spores de Pseudozyma
flocculosa, dont la fraction cytoplasmigue est complétement
transformée et se charge de vésicules de réserve, et dont
les mitochondries et ribosomes sont non détectables ce qgui
n’a jamais été observé auparavant en mode de culture liguide
des mémes souches de champignons filamenteux qui sont
généralement enrichies en mitochondries et en ribosomes
libres margueurs d’une activité métabolique et synthése
protéique intense, non propice a une conservation.

[0071] L"analyse par microscopie a fluorescence
révéle également qu’en employant le procédé de 1’invention,
les conidies ou spores obtenues produisent une substance
fluorescente, 1l s’agit d’une accumulation a la surface de
la conidie ou spore de mélanine, ce qui serait un mode de
protection contre les rayons ultraviolets. Cette
caractéristique n’a jamais été observée auparavant chez les
conidies ou spores produites en mode de culture liguide. Au
contraire, les conidies ou spores issues du milieu submergé
présentent un amincissement de leur paroi.

[0072] Par ailleurs, une autre caractéristique
structurale est 1’aspect essentiellement concave de la forme
extérieure de la conidie ou de la spore obtenue, qui est
spécifique a son haut degré de maturation, de préférence de
différentiation, en lien avec le mode de dissémination des
conidies ou spores par voie aérienne. Ces caractéristigues
présentent des avantages en termes de récolte, de
purification et de dispersion des conidies ou spores. En
particulier, 1’étape finale de séparation et de purification
du produit final sous forme de poudre, présente 1’avantage

de réduire considérablement la présence de possibles
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contaminants, tels que du mycélium ou des résidus du support

ou substrat solide inerte utilisé.

Exemples

Exemple 1: Production de conidies de Pseudozyma flocculosa

[0073] Pour la production de conidies ou spores de
Pseudozyma flocculosa, des mycéliums issus de la
fermentation liquide sont mis a maturation avec le support
ou substrat solide inerte de 1’invention, qui est un dérivé
du son de blé.

[0074] L"étape de maturation ou de conidiation,
c’est-a-dire d’obtention de conidies, ou de sporulation,
d’une durée de deux jours a sept jours est suivie d’une étape
de séchage pour obtenir une concentration finale de conidies
ou gspores de Pseudozyma flocculosa apres maturation
d’environ de 3xE+08 a b5x10° conidies/g. Des tests de
protection de plantes ou de lutte biologique contre des
nuisibles de plantes, effectués avec ces conidies ou spores
ont montré une efficacité similaire a celle obtenue avec des
conidies ou spores obtenues par les procédés de 1’état de la

technique.

Exemple 2: Production de Trichoderma harzianum et Trichderma

atroviride

[0075] L’ étape de fermentation liquide de deux jours
est suivie d’une étape de condition sur le dérivé du son
pendant guatre a huit jours, pour obtenir une concentration
finale, aprés maturation, d’environ 18+09 a 3x101° conidies/g,
de conidies de Trichoderma atroviride et de 5x"+8 a 1xE+10

conidies/g de conidies de Trichoderma harzianum.
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Exemple 3 : Etude comparative des spores produites en milieu

liquide et sur support solide

[0076] Chez la plupart des champignons filamenteux,
la production massive de conidies ou de spores commence
d’abord par un stade de développement végétatif du mycélium.
Lors de cette phase, il faut non seulement maintenir les
conditions optimales de croissance (température, aération,
humidité, pH), mais également contrdler la différenciation
du mycélium et empécher le phénoméne de sporulation précoce
qui réduit fortement les rendements.

[0077] Le probléme d'évacuation des calories semble
particuliérement difficile a résoudre. En effet, la chaleur
dégagée par les réactions métaboliques lors de la phase de
croissance végétative peut atteindre des niveaux tels que la
température s'éleve rapidement au-dessus des températures
permissives. Il en est de méme pour 1l’évolution du pH qui
est gquasi impossible a réguler en 1’'absence de circulation
de liquide.

[0078] A ces difficultés 1liées a la fermentation
s’ajoute un autre inconvénient, aussi important, 1lié au fait
qu’en fin de culture, on se trouve avec des conidies
mélangées a de grandes quantités de mycélium et de résidus
du support. Ceci réduit fortement la qualité du produit et
les possibilités de son utilisation.

[0079] Le procédé de 1l'invention combine une phase
de croissance végétative, génératrice de chaleur et d’acides
organiques en culture liquide, ce qui permet de contrdler
tous les paramétres de croissance et de les maintenir a leurs
valeurs optimales ; ensuite le mycélium produit massivement
est ensuite mélangé au support solide adéquat pour subir une
seconde phase de sporulation ou de maturation. Cette phase
de maturation est uniquement une phase de différentiation

cellulaire sans croissance gui ne nécessite que treés peu
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d’ énergie qui provient essentiellement des réserves
accumulées dans la phase de culture liquide. Par conséguent,
cette phase de maturation sans aucune fermentation ne
nécessite pas de régulation de pH et 1le peu de chaleur

produit peut étre facilement contrdlé.

Anatomie et morphologie

[0080] Comme étude préliminaire, les inventeurs ont
réalisé une analyse en microscopie optique a contraste de
phases et en microscopie électronique a balayage. Les figures
suivantes (3 et 4) montrent des différences morphologiqgques
et anatomiques observées.

[0081] Au niveau anatomique, on constate des
différences majeures entre les deux types de spores. Les
spores issues de la culture ligquide ont des cytoplasmes assez
rugueux avec beaucoup d’organites et d’inclusions qgui
laissent penser a une forte activité métabolique. Ceci n’est
pas le cas des spores obtenues par le procédé de 1'invention
dont les cytoplasmes sont dépourvus d’inclusions visibles et
témoignent d’une absence d’activité métabolique.

[0082] Au niveau morphologique on voit clairement une
différence importante dans la taille. Les spores issues de
la culture submergée sont beaucoup plus allongées avec une
moyenne de taille aux environs de 10 pm et avec des bords
arrondis qui forment des hiles cicatrisés bombés. Les spores
obtenues par le procédé de 1’invention, par contre, sont
plus petites d’environ 3 um a environ 5 um de long. Leurs
bords se terminent avec un ou deux hiles apiculés qui
ressemblent plus a une cicatrice conidienne.

[0083] La présence de ces hiles témoigne que la
conidiogénése s’est déroulée dans des conditions optimales
et représente une bonne indication sur le mode de conidiation

de ce champignon. Les conidies obtenues en culture liguide
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ne présentent pas ces caractéristiques, ce qui témoigne d’une

absence de maturation.

Cytologie

[0084] L’une des différences les plus spectaculaires,
qui distingue 1les conidies obtenues par le procédé de
1l’invention, concerne les fractions c¢ytoplasmiques. En
effet, on observe dans les figures 4 a 6, que le cytoplasme
des conidies issues de la culture ligquide montre des signes
d’une forte activité métabolique liée a 1’abondance
d’organites cellulaires (mitochondrie et ribosomes), celui
des conidies obtenues par une fermentation sur support
solide, semble avoir une activité ralentie comme en témoigne
1’ absence d’organites et la richesse en réserves sous forme
d’inclusions dispersées dans toute la fraction
cytoplasmique. L’abondance de ces réserves témoigne d’une
excellente maturation et garantit une bonne longévité a la
conservation et un bon taux de germination lorsque les

conditions deviennent favorables.

Fluorescence

[0085] Cette analyse montre également Dans la figure
6, une différence majeure entre les cellules obtenues par le
procédé de 1’invention et selon le procédé de 1'état de la
technique. Alors que les cellules issues de 1la culture
submergée ne fluorescent que trés faiblement, celles
produites par le ©procédé de l’'invention sont trés
fluorescentes. Cette auto-fluorescence se localise autour de
la spore, vraisemblablement au niveau de membrane et/ou de
la paroi (tétes de fleches en E). Elle se concentre
particuliérement au niveau de la cicatrice conidienne
(fleches en E).

[0086] Ce phénomene d’auto-fluorescence est le plus

souvent observé au niveau des matrices extracellulaires a



WO 2017/144500 PCT/EP2017/053994

10

15

20

25

30

25

cause de la présence certaines molécules protectrices. Ici,
il s'agit de la protéine mélanine gui est impliquée dans la

résistance des conidies aux conditions de conservation.

Exemple 4 : Production d’Azospirillum Brasilense

[0087] Un autre aspect de 1'invention concerne un
procédé d’obtention de bactéries séchées, de préférence de
bactéries GRAM négatif (gram-), en particulier du genre
Azospirillum, tel qu’Azospirillum brasilense, qui est une
des Dbactéries les plus étudiées, car elle favorise la
croissance des plantes, mais qui présente une grande
fragilité liée a sa caractéristique structurale de bactérie
gram -. En effet, une bactérie gram - contrairement aux
bactéries gram + ne comporte pas une épaisse paroil composée
de peptidoglycanes et sa membrane phospolipidique externe ne
résiste pas aux contraintes physigques de séchage.

[0088] La bactérie Aeospirillum brasilense, vivant
dans le sol, a la capacité d’influencer la croissance de
nombreuses cultures agricoles par 1l’excrétion de différentes
phytohormones (telles que 1’acide indole acétique, dénommé
également Auxine) et la capacité de fixer 1l’azote de 1l’air
dans le sol. Cette bactérie peut étre utilisée comme
inoculant de <croissance des plantes, éventuellement en
combinaison avec d’autres bactéries favorisant la croissance
des plantes.

[0089] De maniere avantageuse, le procédé d’obtention
de différents microorganismes, tels que des bactéries, des
moisissures ou des levures, voire des virus, en particulier
de bactéries gram -, de préférence des bactéries du genre
Azospirillum, plus particulierement des bactéries
Azospirillum brasilense, selon 1’invention comprend les

étapes suivantes
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croitre les dits microorganismes pendant une phase de
croissance en phase ligquide, c’est-a-dire par
fermentation, ©pour générer une biomasse de ces
microorganismes,

mélangez la dite biomasse des microorganismes obtenue
avec un support solide inerte, en particulier le support
décrit ci-dessus (pour la maturation des conidies ou
spores de souches de champignons filamenteux),

générer ces microorganismes séchés durant une seconde
phase de séchage, essentiellement sans fermentation de
la dite biomasse sur ledit support solide inerte, ce
support étant avantageusement apte a déshydrater
partiellement cette biomasse, sans contrainte thermique
et donc réduire ou stopper le métabolisme cellulaire
afin d’obtenir avantageusement une augmentation du taux
de matiére seéche de cette biomasse, de préférence
d’environ 3% a plus de 35%, de préférence supérieur a
40%,

éventuellement poursuivre cette déshydratation de
ladite biomasse des microorganismes a une température
ambiante, de préférence sur un 1lit fluidisé ou fixe
présent a la surface de plateaux aérés et
avantageusement conservés dans une enceinte ou un local
a taux d’humidité contrdlé, pour obtenir a nouveau un
taux de matiére séche de cette biomasse, de préférence
a un taux supérieur a 85% de préférence d’environ 88%,
aprés moins de 3 semaines, de préférence entre environ
15 jours et 20 jours et

éventuellement extraire une ou plusieurs molécules
d’intérét, en particulier des phytohormones, telle que
de 1’auxine (acide indole acétique) des microorganismes

obtenus.
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[0090] Dans le procédé de 1’invention, le support
solide inerte est de préférence le son d’une céréale, en
particulier le son de blé, c’est-a-dire un tissu dans
lequel 1les cellules du son de la céréale, formant le
support solide inerte sont dépourvues de leurs fractions
fermentescibles en particulier d’amidon. Cependant, ce
support solide inerte peut également étre un support
polymérigque tel que décrit ci-dessus.

[0091] Dans ce procédé d’obtention de la biomasse, la
durée d’obtention des dits microorganismes séchés est
avantageusement inférieure a 4 semaines ou inférieure 3
semaines, de préférence est une durée comprise entre
environ 1 et 2 semaines, et permet la production de
microorganismes particuliérement sensibles et fragiles.
[0092] L’ invention concerne également les
microorganismes, de préférence les Dbactéries, les
moisissures ou les levures, en particulier les bactéries
gram -, notamment du genre Azospirillum, de préférence
Azospirillum brasilense, obtenus par 1le procédé de
1l’'invention, résistantes a la dessiccation ainsi qu’a la
conservation et aptes a étre utilisées pour favoriser la
croissance des cultures agricoles, de préférence par
l’'excrétion des phytohormones conservées, en particulier
1l’'auxine, ainsi que pour leur capacité de fixation
d’azote. Ces microorganismes, de préférence ces bactéries,
levures ou moisissures, obtenus peuvent étre sous forme
d’une poudre desdits microorganismes, de préférence
desdites Dbactéries, levures ou moisissures, obtenus par
le procédé de 1l’invention et incluse & une composition
phytosanitaire. Comme représenté a la figure 7, ces
microorganismes en particulier ces bactéries peuvent étre
avantageusement conservées pendant des longues durées,

méme dans des conditions de conservation extrémes.
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REVENDICATIONS

1. Procédé d’obtention de conidies de souches
de champignons filamenteux comprenant les étapes suivantes
- croitre des champignons filamenteux durant une
premiere phase de croissance mycélienne en phase liquide,
pour générer une biomasse mycélienne,

- mélanger ladite biomasse mycélienne obtenue avec un
support solide inerte, et

- générer essentiellement sans fermentation des conidies
et/ou des spores durant une seconde phase de maturation de
ladite biomasse mycélienne sur ledit support solide inerte.

2. Le procédé selon 1la revendication 1,
comprenant en outre une étape de séchage des conidies.

3. Le procédé selon la revendication 1 ou 2,
comprenant en outre une étape d’extraction d’une ou de
plusieurs molécule(s) d’intérét des conidies.

4. Le procédé selon 1'une guelconque des
revendications précédentes, dans lequel le support solide
inerte est du son d’une céreéale.

5. Le procédé selon la revendication 4 dans
lequel la céréale est du blé.

6. Le procédé selon la revendication 4 ou la
revendication 5, dans lequel les cellules du son de la
céréale formant le support solide inerte, sont dépourvues de
leur fraction fermentescible, en particulier d’amidon.

7. Le procédé selon 1'une guelconque des
revendications ©précédentes, dans lequel la phase de
maturation génére une concentration en conidies comprise
entre 3x"+08 conidies/g et 5x10° conidies/g pour Pseudozyma
flocculosa, et entre 18409 conidies/g et 5x10'° conidies/g,
pour Trichoderma atroviride et entre 5xF+8 conidies/g et

1x"+10 conidies/g de conidies de Trichoderma harzianum.
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8. Le procédé selon 1'une guelconque des
revendications précédentes, dont la durée d’obtention des
conidies est inférieure a 3 semaines, de préférence moins de
deux semaines, plus particuliéerement moins de 1 semaine.

9. Le procédé selon 1'une quelcongque des
revendications précédentes, dans lequel 1le champignon
filamenteux est du genre Pseudozyma sp. , en particulier
Pseudozyma flocculosa.

10. Le procédé selon 1'une guelconque des
revendications précédentes 1 a 8, dans lequel le champignon
filamenteux est du genre Trichoderma sp. , en particulier
Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride, Trichoderma
hamatum et Trichoderma viride

11. Le procédé selon 1'une guelconque des
revendications précédentes 1 a 8, dans leguel le champignon
filamenteux est du genre Penicillium sp. , en particulier
Penicilium camemberti et Penicilium nalgiovense.

12. Le procédé selon 1'une quelcongque des
revendications précédentes 1 a 8, dans leguel le champignon
filamenteux est choisi parmi le groupe constitué par
Metarhizium sp. et Bauveria sp.

13. Conidies de souches de champignons
filamenteux obtenues par le procédé selon 1l'une qguelcongue
des revendications précédentes, résistantes a la
dessiccation et se conservant a 1l’état sec a température
ambiante, durant une période supérieure a un mois ou deux
mois, de préférence durant une période comprise entre trois
mois et vingt-gquatre mois.

14. Conidies de souches de champignons
filamenteux matures du genre Pseudozyma sp. , en particulier
de Pseudozyma flocculosa, dont la fraction cytoplasmique est
chargée de réserves, en particulier en mélanine et dont la

cicatrice conidiennne est auto-fluorescente.
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15. Conidies de souches de champignons
filamenteux selon la revendication 14, présentant une taille
comprise entre 3 microns et 15 microns, présentant de
préférence un ou plusieurs hile(s) apiculé(s) et de
préférence obtenues par le procédé selon 1’une quelcongue
des revendications 1 a 12.

16. Poudre de conidies et/ou des spores selon
1’une quelcongue des revendications précédentes 13 a 15.

17. Composition alimentaire comprenant les
conidies ou la poudre de conidies selon 1’une quelcongque des
revendications précédentes 13 a 1o6.

18. Composition alimentaire selon la
revendication 17, caractérisée en ce qu’elle est choisie
parmi le groupe constitué par les charcuteries et les
fromages.

19. Utilisation de conidies ou d’une poudre
de conidies selon 1’une quelconque des revendications
précédentes 13 a 16, contre la prolifération de nuisibles de
plantes ou de fruits.

20. Utilisation de conidies ou d’une poudre de
conidies selon 1’ une quelconque des revendications
précédentes 13 a 16, pour favoriser la croissance de plantes.

21. Utilisation selon la revendication 20,
pour favoriser la croissance des plantes, en particulier la
germination et le taux de croissance cellulaire et racinaire
de plantes.

22. Utilisation selon 1’une quelcongque des
revendications précédentes 19 a 21, dans laquelle la plante
ou le fruit est choisi parmi le groupe constitué par le
rosier, les cucurbitacées, en particulier, le concombre, la
courge ou le melon, la tomate, la fraise, la framboise, la
groseille, la vigne, le raisin, la pomme, le pommier, la

poire, le poirier, la prune, le prunier et la pomme-de-terre.
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23. Utilisation de conidies ou d’une poudre de
conidies selon 1’ une quelconque des revendications
précédentes 13 a 16 pour la préparation d’une composition
alimentaire.

24. Utilisation selon 1la revendication 23,
dans laquelle la composition alimentaire est choisie parmi
le groupe constitué par les charcuteries et les fromages.

25. Utilisation du son de céréales comme
support solide inerte de maturation de conidies de souches
de champignons filamenteux.

26. L’utilisation du son de céréales selon la
revendication 25, dans lagquelle des cellules du son de
céréales, en particulier de son de blé, formant le support
solide inerte, sont dépourvues de leur fraction
fermentescible, en particulier d’amidon.

27. L’utilisation selon les revendications 25
ou 26, dans laquelle le champignon filamenteux est choisi
parmi le groupe constitué par les souches de Pseudozyma sp.
, de Trichoderma sp. , de Penicilium sp. , de Metharizium
sp. et de Beauveria sp.

28. L'utilisation selon 1’une guelconque des
revendications 25 a 27, dans lagquelle 1le champignon
filamenteux est choisi parmi le groupe constitué par les
souches de Pseudozyma flocculosa, de Trichoderma harzianum,
de Trichoderma atroviride, de TITrichoderma conidia, de
trichoderma, de Trichoderma hamatum, de Trichoderma viride,

de Penicilium camenberti et de Peniciluim nalgiovensie.
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(suite du point 2 de la premiére feuille)

Le rapport de recherche internationale n'a pas été établi en ce qui concerne certaines revendications conformément a l'article 17.2)a) pour
les raisons suivantes :

1. I:' Les revendications n®®
se rapportent a un objet a I'égard duquel I'administration chargée de la recherche internationale n'est pas tenue de procéder a
la recherche, a savoir :

2. I:' Les revendications n®®
parce qu'elles se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions
prescrites pour qu'une recherche significative puisse étre effectueé, en particulier :

3. |:| Les revendications n°®
parce qu'elles sont des revendications dépendantes et ne sont pasrédigées conformément aux dispositions de la deuxiéme et
de la troisiéme phrases de laregle 6.4.a).

Cadre n®. lll Observations - lorsqu'il y a absence d'unité de I'invention (suite du point 3 de la premiére feuille)

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir:

voir feuille supplémentaire

1. I:' Comme toutes les taxes additionnelles exigées ont été payées dans les délais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche.

2. |:| Comme toutes les revendications qui se prétent a la recherche ont pu faire l'objet de cette recherche sans effort particulier
justifiant des taxes additionnelles, I'administration chargée de la recherche internationale n'a sollicité le paiement d'aucunes
taxes de cette nature.

3. I:' Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les délais par le déposant, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont été payées, a savoir les
revendications n°:

4. Aucunes taxes additionnelles demandées n'ont été payées dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur l'invention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elle est couverte
par les revendications n %

1-24

Remarque quant a la réserve Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant et, le cas
échéant, du paiement de la taxe de réserve.

Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposant mais lataxe
de réserve n'a pas été payée dans le délai prescrit dans l'invitation.

I:' Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve.

Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiére feuille (2)) (avril 2005)




Demande internationale No. PCT/ EP2017/ 053994

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale,

a savoir:
1. revendications: 1-24

Procédé d'obtention de conidies de champignons filamenteux
comprenant une phase de croissance en phase liquide et une
phase de génération de conidies et/ou de spores sur support
solide inerte et des spores de Pseudozyma dont la fraction
cytoplasmique est chargée de réserves et riche en mélanine.

2. revendications: 25-28

Utilisation du son de céréales comme support solide inerte
de maturation de conidies de champignons filamenteux.




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseighements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n°

PCT/EP2017/053994

Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
WO 2009037399 A2 26-03-2009 BR PI0814321 A2 21-10-2014
EP 2173871 A2 14-04-2010
FR 2919304 Al 30-01-2009
MA 31544 Bl 01-07-2010
TN 2010000042 Al 26-09-2011
WO 2009037399 A2 26-03-2009
CN 102676445 A 19-09-2012  AUCUN

Formulaire PCT/ISA/210 (annexe familles de brevets) (avril 2005)
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