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Abrégé

La présente invention concerne I’application d’un produit biofertilisant & base de souches
bactériennes libres ayant la capacité de fixer 1’azote atmosphérique. Ces deux souches
appartiennent au genre d’Azotobacter. De méme, l’invention concerne le procédé de
formulation original qui a ét¢ inclut dés le départ dans le procédé de la production en masse
de souches bactériennes. Des essais ont été effectué et sur la stabilité de la souche dans le

produit et sur I’efficacité de ce dernier dans I’amélioration des rendements des cultures.
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Formulation liquide de deux souches d’Azotobacter applicable entant que produit
biofertilisant

Descriptif

L’agriculture de demain sera & 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.

On estime qu'il faudra, a 1'échelle mondiale, doubler la production agricole entre 2000
et 2050. C'est donc un triple défi que le monde agricole doit relever. Il s'agit de produire plus,
de produire autre chose, de produire autrement. Les bases de 1'agriculture intensive vont donc
changer. Des intrants fortement consommateurs d'énergie comme le travail du sol ou ’usage
d'engrais azotés, voire potassiques et phosphatés, seront des facteurs de production de plus en
plus onéreux.

Aujourd'hui pour répondre a cette situation nouvelle, la principale hypothése
alternative repose sur l'utilisation intensifiée des fonctionnalités du milieu naturel. Déja des
techniques dites d’agriculture de «conservation», non labour et semis direct, occupent
mondialement aujourd’hui environ 95 millions d'hectares. Concernant la fertilité¢ des sols,
différentes fonctionnalités des écosystémes peuvent étre exploitées comme la minéralisation
de la matiére organique, la fixation symbiotique de l'azote par les légumineuses et les
azotobacter, les microorganismes a fort potentiel favorisant la croissance des plantes, la
capacité des plantes extractrices, a enracinement profond, de remonter des éléments issus des
couches profondes du sol, et I'exploitation des mycorhizes dans la disponibilité du phosphore,
sujets d’études et de valorisation agronomique dans le cadre de cette proposition.

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 1’importance cruciale des
microorganismes dans le fonctionnement biologiques des sols. Ces recherches ont ainsi
conduit a 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 particllement élucidés (fixation d’azote
atmosphérique, solubilisation d’éléments minéraux, synthése de phytohormones ou
précurseurs). 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 phytohormones.
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Les Azotobacters sont des bactéries aérobies libres du sol. Elles sont trés connues pour
leur capacité de fixation de 1’azote atmosphérique, et elles sont considérées comme les plus
importants organismes jouant un rdle significatif dans la constitution de la fertilité azotée des
sols. Elle peut aussi synthétiser des quantités appréciables de métabolites secondaires de
croissance, fabriquer des vitamines du groupe B telles que acide nicotinique, acide
pantothénique, biotine et améliorer la germination des semences de nombreuses cultures. Des
bioengrais d'dzotobacter liquides ou sur supports solides sont commercialisés.
Recommandés comme biofertilisants pour les céréales et I'horticulture, y compris les fleurs et
les 1égumes. Son application se fait le plus souvent par un traitement des semences ou des
plants ou directement au sol. Les sprays foliaires sont aussi quelquefois utilisés. Utilisé aussi
pour l'enrichissement d'un compost

La présente invention concerne un procédé de formulation orignal d’un produit biofertilisant
de fixation d’azote atmosphérique a base de deux souches d’'Azotobacter sp. La formulation
comprend une étape principale qui commence avant ’arrét de la multiplication de deux
bactéries. En effet, la formulation du produit est incluse dans le procédé de fabrication.

Les deux souches d’A4zotobacter présentées dans cette invention ont été isolées d’un sol
agricole marocain selon le procédé suivant :

- Mise en présence d’un échantillon biologique susceptible de contenir les souches
fixatrices d’azote atmosphérique, avec un milieu approprié pour la sélection de
souches ayant cette fonctionnalité,

- Traitement dudit échantillon du sol pour isoler les bactéries pgpr

- L’isolement de des deux souches décrites dans cette invention peut étre effectué a
partir d’échantillons de la rhizosphére du sol de Maroc.

Le protocole décrit-en suivant :

Des échantillons de la Rhizosphére d’un sol agricole de grandes cultures sont obtenus de
fagon stérile apres avoir retirer 15 cm du sol.

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

Les souches fixatrices d’azote libre sont en suite isolées sur milieu azote free gélosé aprés
quatre types de traitements successifs : traitement par le broyage a sec, la chaleur de 50°C,
agitation 240 rpm/min et centrifugation.

Apres traitements des échantillons, on isole les souches fixatrices d’azote ayant la capacité de
vivre sur un milieu de culture Azote free préparé spécialement a partir du sol.

Les souches sont transférées sur le milieu riche enrichi avec de I’extrait de sol. 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 dans la
fixation de I’azote et de promouvoir la croissance des plantes. D’autres tests ont été effectués
¢galement a savoir la production de phytohormones.
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Essai 1 : test de fixation d’azote libre

Un simple test a été¢ effectué pour montrer I’aptitude des souches a fixer 1’azote
atmosphérique. La figure 1 montre que la souche capable de fixer I’azote forme un halot bleu
en hait du tube de production de la bactérie.

Essai 2 effet sur la germination

Les résultats des essais sont montrés sur la figure N°2. Les bactéries accélére la germination
des graines et augmente le volume de la chevelue racinaire.

Essai 1 : essais sur céréale grandeur nature

Un essai a été conduit pour une étudier de la capacité des bactéries fixatrices d’azote
Azotobacter a améliorer la nutrition azotée de 1’épeautre biologique au champ. Le produit a
¢ét€ appliqué en traitement de semences. Les résultats sont présentés sur la figure 3. Les
analyses physicochimiques ont montré qu’aprés le traitement du sol avec les azotobacters il
fixation de I’azote atmosphérique puis augmentation de 1’azote dans le sol en comparaison par
rapport au sol non traité.

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 a la fin de la phase exponentielle on ajoute un
agent de stabilisation et de conservation des deus souches.
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La légende de figures

Figure 1 : test de fixation de [’azote atmosphérique. A : présence de souches d’Azotobacters.
B : témoin négatif

Figure 2 : test de germination. Traitement de I’orge avec les souches azotobacters (B).

Figure 3 : effet de traitement grandeur nature des céréales par les deux souches azotobacters.



MA 35584B1

Les Revendications

1-

Produit biofertilisant a base de bactéries ayant la capacité de fixer ’azote
atmosphérique caractériser par ce qu’il est constitué de:
- Azotobacter sp. LR17
- Azotobacter vinelandii LR15
- CMC avec une quantité qui varie de 0.01% a 0.5%
- Agent de conservation et de stabilisation avec une quantité qui varie de 5% a
10%

- Eau stérile

Produit, selon la revendication 2, fabriqué selon un procédé caractériser par ce qu’il
est constitué d’une étape incluant le procédé de formulation par I’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.

Produit, selon les revendications 1 et 2, caractérisé par ce qu’il est appliqué pour la
fixation biologique de 1’azote atmosphérique et la stimulation de la croissance de
plantes

Application du produit, selon les revendications 1, 2 et 3, pour la fertilisation agricole
caractériser par les différents types d’application a savoir traitement de semences,
traitement localisé, traitement par pulvérisation sur le sol.

Le produit biofertilisant, selon les revendications précédentes, caractériser par ce qu’il
est utilisable comme produit de la fertilisation agricole dans le but de fixer

biologiquement 1’azote dans le sol
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3

Evolution de la teneur en azote du sol d'une culture
d'Epeautre
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