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Titre

FORMULATION LIQUIDE DE PSEUDOMONAS FLUORESCENCE SOLUBILISATRICE DE PHOSPHORE
APPLICABLE POUR LA FERTILISATION AGRICOLE

Descriptif

Phosphore (P) est I'un des principaux macronutriments essentiels pour la croissance et
le développement biologique. Il est présent a des niveaux de 400-1200 mg/kg du sol. Son
cycle dans la biosphére peut étre décrit comme sédimentaire, parce qu'il n'y a pas d'échange
avec l'atmosphére. Les micro-organismes jouent un role central dans le cycle du phosphore
naturel. Ce cycle se produit au moyen de I'oxydation cyclique et la réduction des composés du
phosphore, ou réactions de transfert d'électrons entre les étapes d'oxydation vont de phosphine
au phosphate. Les mécanismes génétiques et biochimiques de ces transformations ne sont pas
encore compleétement compris. La concentration du phosphore soluble dans le sol est
généralement trés faible, normalement au niveau de 1 ppm ou moins. La cellule peut prendre
jusqu'a plusieurs formes de phosphore, mais la plus grande partie est absorbée dans les formes
de HPO,* ou H POy Les plus grandes réserves de phosphore sont des roches et autres
dépots, comme les apatites primaires et d'autres minéraux primaires formés au cours de l'adge
géologique. En dépit de cela, ils constituent les plus grands réservoirs de cet élément dans le
sol parce que, dans des conditions appropriées, ils peuvent étre solubilisés et devenir
disponible pour les plantes et les microorganismes.

Des études in vitro de la dynamique de la solubilisation du phosphate de souches
bactériennes ont été effectuées sur la base de la mesure de la libération P dans le bouillon de
culture, & partir de cultures développées en utilisant un composé insoluble comme le rock P.
Le taux de solubilisation P est souvent estimé en soustrayant la concentration finale P (moins
celle d'un témoin inocul€) de P théorique initial fourni par le substrat P.

Parmi les bactéries les plus connues par leur aptitude a solubiliser le P se sont les
souches de I’espece Pseudomonas fluorescens.

D’autres part, L’accroissement spectaculaire de la production agricole au XXé¢me
siecle a été rendu possible grace a plusieurs évolutions remarquables des pratiques culturales -
intensification et mécanisation - développement de I’agrochimie - sélection génétique. Cette
évolution des pratiques agricoles productivistes génére cependant de nombreux effets néfastes
pour I’environnement (nitrates, phosphates, pesticides...), et le développement dans les
prochaines décennies de pratiques plus respectueuses de I’environnement est devenu une
obligation.

L’agriculture de demain sera a la fois intensive et écologique. Cette «éco-
intensification» nécessite le recours a des pratiques agronomiques nouvelles, biologiques et
respectueuses de I’environnement. Notre projet s’inscrit pleinement dans cette perspective
stratégique et projette de développer des produits et des services adaptés a cette nouvelle
donne.
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La recherche de nouvelles stratégies, visant & maintenir ou accroitre la productivité des
systemes agricoles tout en diminuant les intrants chimiques, peuvent en particulier s’appuyer
sur les résultats de recherches récentes, qui ont mis en évidence I’importance cruciale des
microorganismes dans le fonctionnement biologique des sols. Ces recherches ont ainsi
conduit & I’émergence de la notion de « biofertilisants », définis comme des produits
contenant différents types de microorganismes ayant la capacité de favoriser la croissance des
plantes par différents mécanismes encore partiellement élucidés. Parmi ces microorganismes
on trouve des bactéries, regroupées sous le terme Bactéries Favorisant la Croissance des
Plantes (BFCP), en anglais Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), ainsi que des
champignons, notamment mycorhiziens.

Les biofertilisants sont définis comme des produits contenant des microorganismes
vivants qui, quand ils sont appliqués au sol ou sur les plantes occupent la rhizosphére, voire
colonisent les tissus végétaux, et stimulent la croissance de la plante en augmentant par
exemple I’assimilation des nutriments et la production des phytohormohes.

La présente invention vise la formulation et ’application d’un produit a base d’une souche de
Pseudomonas fluorescens en tant que biofertilisant pour la solubilisation de phosphore

La formulation d’un produit & base de microorganismes reste le point le plus important. Tel
que, le microorganisme doit rester viable et virulent pour une meilleure efficacité une fois
remis en application. Dans ce travail les inventeurs ont trouvé une technique pour conserver
les bactéries solubilisatrices de phosphore.

La présente invention montre un procédé de formulation qui commence dés la production de
la souche bactérienne. En effet, la formulation est incluse dans le procédé de fabrication.

La bactérie présentée dans cette invention a été isolée du sol marocain selon le procédé
suivant :

- Mise en présence d’un échantillon biologique susceptible de contenir la souche
solubilisatrice du Phosphore, avec un milieu approprié pour la sélection de souches
ayant cette fonctionnalité,

- Traitement dudit échantillon pour isoler les souches,

- L’isolement de la souche selon I’invention peut étre effectué a partir d’échantillons de
la rhizosphere du sol de Maroc.

Le protocole décrit-en suivant :

Des échantillons de la Rhizosphére de moyen atlas sont obtenus de fagon stérile aprés avoir
retirer 15 cm de la racine du sol.

Les échantillons prélevés sont placés dans des sachets stériles en polyéthylénes fermés et
stockés a 4°C.

Les souches solubilisatrices du P sont en suite isolées sur milieu Rock P Agar aprés quatre
types de traitements successifs : traitement par le broyage, la chaleur, agitation et
centrifugation.

Apres traitements des échantillons, on isole les souches solubilisatrices de P ayant montré un
halot clair (voir figure 1).
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Les souches sont transférées sur le milieu riche. Les isolats purs sont maintenus a 4°C pendant
2 mois. Alternativement, les cultures sont resuspendues et conservées dans le glycérol a -20°C

Par la suite des essais d’efficacité ont été effectués pour montrer le role de la souche a
solubiliser le phosphore et a promouvoir la croissance des plantes. D’autres tests ont été
effectués également a savoir la production de phytohormones.

Essai 1 : test de production de phytohormones

Le tableau suivant montre la capacité des deux souches a produire I’auxine

Code de Souche Quantité d’auxine produite pg/ml

Pseudomonas fluorescens 34,51

Essai 1 : essais sur Mais grandeur nature

Les souches ont été appliquées en traitement de semences sur les semences de mais. Ces -
dernier semés sur le champ de culture de mais. Aprés avoir récolté les cultures. Il s’est avéré
que le mais traité par les souches solubilisatrices de phosphore a eu un effet starter et une
augmentation du rendement (voir figure 2A).

Egalement aprés analyse physicochimique des plants de mais. Les résultats montrent que le
traitement du mais avec la souche a augmenté son teneur en phosphore, potassium, Bore et
surtout en Fer (Figure 2B).

Essai 2 : stabilité du produit dans la formulation

Plusieurs formulations ont été testées pour avoir une longue stabilité des souches pendant la
durée du stockage. La fagon de conserver les souches était finalement d’inclure le procédé de
formulation dans le procédé de production des souches.

En effet, production des souches dans leur milieu de culture industriel adapté dans la phase
stationnaire de la production et avant d’arriver 4 la fin de la phase exponentielle on ajoute un
agent de stabilisation et de conservation des deux souches.
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La légende des figures

Figure 1 : solubilisation de P insoluble dans un milieu de culture, apparition d’un halot clair
transparent.

Figure 2 : essais sur Mais grandeur nature
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Les Revendications

Produit biofertilisant de solubilisation de phosphore caractéris€ par la formulation
liquide constituée de:

Pseuodomonas fluorescens

CMC avec une quantité qui varie de 0.01% a 1%

Agent de conservation et de stabilisation avec une quantité qui varie de 5% a
10%

Eau stérile.

Procédé de fabrication du produit de la revendication 1 caractérisé par une étape
incluant le procédé de formulation par ’ajout de 1’agent stabilisant avant la phase
stationnaire et un peu avant la fin de la phase exponentiel de la croissance des deux
souches bactériennes.
Le produit de la revendication 1 et 2 est appliqué pour la solubilisation de Phosphore
insoluble dans le sol et le rendre disponible pour les plantes pour la stimulation de leur
croissance.
Application du produit, selon les revendications 1, 2 et 3, pour la fertilisation agricole
caractérisé par les différents types d’application a savoir traitement de semences,
traitement localisé, traitement par pulvérisation sur le sol.
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Figure 4
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