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Résumé 

 Notre travail a pour but d’identifier et d’évaluer la capacité des souches de Pseudomonas 

spp fluorescents isolées de l'endophytosphére du palmier dattier de produire quelques 

métabolites secondaires ainsi que la mise en évidence de leur effet antifongique. 

 Les résultats de l’identification selon quelques tests de la clé dichotomique et les tests 

LOPAT nous a permis de retenir 12 souches sur 25 présentant les caractéristiques des 

Pseudomonas spp.fluorescents.  10 souches peuvent être affiliées aux Pseudomonas putida ou 

au sein du groupe intermédiaire entre P. putida et P. fluorescens et 2 souches aux espèces de 

P.fluorescens oubien  P.aureofaciens oubien P.chlororaphis.  

 Les résultats de la mise en évidence de leur capacité à produire des molécules bioactifs 

ont révélé que 100% des souches ont le pouvoir de produire l’ammoniac, 80% produisent 

l’amylase ,75% sont aptes à synthétiser l’acide indole acétique (AIA), 41,6% produisent de 

cyanure d’hydrogène (HCN), 50% produisent les phosphatases, et seulement 25% sont avérés 

productrices des enzymes protéolytiques. En revanche, ces derniers se sont montrés incapables 

de produire les phénazines, les lipases et les acides organiques.  

 Les huit souches qui ont montré une forte production des métabolites secondaires ont 

été criblées in vitro pour leur activité antagoniste vis-à-vis de deux formes de Fusarium 

oxysporum sur trois milieux différents (PDA et King B et le milieu Mixte) par la technique de 

confrontation directe. Les souches de Pseudomonas (KFR2, TBR51, TRR5) ont montré une 

inhibition importante de la croissance mycélienne avec des taux d’inhibition allant jusqu’à 88%. 

Mots clés : Pseudomonas spp fluorescents, endophytes, métabolites secondaires, antagonisme, 

Fusarium oxysporum.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Abstract  

 Our work aims to identify and evaluate the ability of Pseudomonas spp fluorescent 

strains isolated from the endophytosphere of the date palm to produce some secondary 

metabolites as well as to demonstrate their antifungal effect. 

 The identification results according to some dichotomous key tests and the LOPAT tests 

allowed us to select 12 out of 25 strains with the characteristics of Pseudomonas 

spp.fluorescents. 10 strains may be affiliated with Pseudomonas putida or within the 

intermediate group between P. putida and P. fluorescens, whereas two strains with 

P.fluorescens or P. aureofaciens or P.chlororaphis. 

 The results of the demonstration of their ability to produce bioactive molecules revealed 

that 100% of the strains have the power to produce ammonia, 80% produce amylase, 75% are 

able to synthesize indole acetic acid (AIA), 41.6% produce hydrogen cyanide (HCN), 50% 

produce phosphatases, and only 25% were able to produce proteolytic enzymes. In contrast, the 

latter have shown unable to produce phenazines, lipases and organic acids.  

 The eight strains that showed high production of secondary metabolites were screened 

in vitro for their antagonistic activity against both forms of Fusarium oxysporum in three 

different media (PDA and King B and Mixed) by the technique of direct confrontation. As a 

result, Pseudomonas strains (KFR2, TBR51, and TRR5) showed a significant inhibition of 

mycelial growth with inhibition rates of up to 88%. 

 

Keywords: Pseudomonas spp fluorescents, endophytes, secondary metabolites, antagonism, 

Fusarium oxysporum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 ملخص

من الغلاف الداخلي المشعة المنتقاة Pseudomonas spp سلالات تقييم قدرة  إلىهذه الدراسة  تهدف
لمضاد وكذلك لإثبات تأثيرها ا، على إنتاج بعض المركبات الأيضية الثانوية في المختبر لنخيل التمر

 .للفطريات

سلالة مع  25من  12باختيار  LOPATالثنائي واختبارات  المفتاح بعض إختبارات سمحت لنا نتائج
 Pseudomonas putidaسلالات إلى  10 نتسبتا. spp.fluorescents Pseudomonasخصائص 

 إلىسلالتين  ، بينما انتسبتP. fluorescensو  P. putidaأو ضمن المجموعة الوسيطة بين 
P.fluorescens  أوP. aureofaciens  أوP.cloraphis. 

 ٪100أن  المركبات الأيضية الثانوية على إنتاج المشعة Pseudomonas spp ة أظهرت نتائج إثبات قدر 
 ،AIA قادرة على إنتاج ٪75وتنتج الأميلاز،  ٪80ومن السلالات لديها القدرة على إنتاج الأمونيا، 

 إنتاج علىفقط لها القدرة  ٪25وتنتج الفوسفاتاز،  ٪50و، (HCN) تنتج سيانيد الهيدروجين ٪41.6و
 ،phénazine ،lipase تسجيل إنعدام تام لإنتاجالأخير  هذا في المقابل، أظهر البروتينية، الأنزيمات

acide organique. 

تم فحص السلالات الثماني التي أظهرت إنتاجًا مرتفعًا من الايضات في المختبر بحثاً عن نشاطها العدائي 
من   Mixte)و King B و (PDA ثلاث أوساط مختلفة في Fusarium oxysporumضد كلا شكلي

، KFR2) Pseudomonas  ،TBR51 خلال تقنية المواجهة المباشرة نتيجة لذلك، أظهرت سلالات

TRR5  )88، مع معدلات تثبيط تصل إلى نشاط عدواني مختبري فعال ضد الفطريات٪. 

نوية، ، نابوت داخلي، المركبات الأيضية الثاPseudomonas spp fluorescents المفتاحية: الكلمات
 ..Fusarium oxysporum الخصم،
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Le palmier dattier (Phoenix dactylifera) constitue l’élément essentiel de l’écosystème 

oasien. Il joue un rôle important dans la protection des cultures sous-jacentes (fruitières, 

maraichères, fourragères ou céréalières). C’est une plante d’intérêt socio-économique majeur 

pour de nombreux pays elle permet la fixation des populations et le maintien des centres de vie 

(Loutfi et El Hadrami, 2004). L’Algérie  est  considérée  parmi  les  principaux  pays  

producteurs  de  dattes  dans  le monde,  elle  est  classée  le  deuxième  pays  producteur  de  

datte  dans  la  zone  arabe  après l’Egypte ; avec une production de 1136025 tonnes en 2019 

(Faostat, 2020). 

La culture du palmier dattier est soumise à plusieurs facteurs abiotiques (sécheresse, 

stress salin) qui sont principalement dues au fait qu'il se développe sous des conditions 

désertiques hostiles. Ainsi que par plusieurs facteurs biotiques correspondant aux ravageurs du 

palmier dattier (Benlarbi, 2019). En effet, diverses maladies cryptogamiques, notamment 

causées par des champignons, menacent sérieusement sa production, tels que la fusariose 

vasculaire qui est sans doute la maladie cryptogamique la plus grave du palmier dattier due à 

un champignon tellurique Fusarium oxysporum f.sp. albedinis. Son expansion a été responsable 

de la perte de plus des deux tiers d’arbres de palmier dattier et résulte des pertes économiques 

importantes (Dihazi, 2012). 

Cependant, la lutte contre les maladies de cette plantes cultivées, notamment celles 

causées par les champignons phytopathogénes se base essentiellement sur l’utilisation des 

produits chimiques (fertilisants, pesticides) qui sont à la base de l’amélioration de rendement 

de divers cultures (Kirdi, 2011). Par contre ces intrants chimiques ont provoqué des sérieux 

problèmes sur la biodiversité, la santé humaine, et le développement de la résistance chez les 

agents pathogènes (Moin et al., 2019). Ces contraintes ont obligé la communauté scientifique 

à chercher d’autres alternatives. 

Par ailleurs, de nombreux micro-organismes antagonistes tels que les Pseudomonas sont 

des habitants communs des racines des plantes qui peuvent pénétrer à l'intérieur des racines et 

atteindre les parties aériennes (Hallman et al., 1997; Siddiqui et Ehteshamul-Haque, 2001; 

Korejo et al., 2019), et sont capables d’améliorer la santé des plantes en limitant la croissance 

des micro-organismes phytopathogéne (Nam et al., 2018).  

 



     Introduction 

 

Page 2 
  

 

En particulier, les endophytes bactériens attirent l'attention en tant qu'agent de lutte 

biologique, en raison de leur colonisation des tissus végétaux et de leur effet positif sur la 

croissance des plantes, ainsi que la suppression des maladies telluriques (Prieto et al., 2011 ; 

Cabanas et al., 2014). 

Le groupe Pseudomonas comprise un grand groupe hétérogène d’espèces Gram-

négatives, appartenant aux δprotéobactéries, à la famille Pseudomonadaceae (Palleroni, 

2010 ; Peix, 2018). Ils sont très ubiquistes, colonisent des niches écologiques très diverses, 

isolées de l'eau, du sol, des poussières en suspension dans l'air et des végétaux (Mezaache, 

2012). Les Pseudomonas spp.fluorescents endophytes, sont connue comme des agents actifs de 

biocontrôle pour améliorer la croissance des plantes et induit une résistance contre les maladies 

et les stress (Rahman et al., 2016 ; Kandel et al., 2017 ; Urooj et al., 2018) , en plus de leur 

effet antagoniste vis-à-vis des agents phytopathogénes. La grande diversité des mécanismes 

d’actions de ces Pseudomonas est liée à leur grande capacité à produire des molécules 

bioactives  (Tan et al., 2001 ; Widiantini et al., 2017 ),tels que les enzymes lytiques qui joue 

un rôle dans la dégradation de  la paroi cellulaire des une agents phytopathogènes et l’inhibition 

de la germination des spores (Gao et al., 2010), les régulateurs de croissance comme l’acide 

indole acétique (AIA) (Santner et al., 2009), les substances volatils (HCN) qui joue un rôle 

dans l’inhibition de pathogènes des racines des plantes (Sidiqui et al., 2006).  

 

Notre travail a été orienté dans le but de faire :  

 

 Une pré-identification d’une collection de souches de Pseudomonas spp.fluorescents 

isolée de l’endophytosphére du palmier dattier. 

 

 L’étude de leur capacité à produire des molécules bioactives d’intérêt biotechnologique 

tels que (l’AIA, HCN, phosphatase, amylase …). 

 

 L’implication de ces métabolites dans l’antagonisme in vitro vis-à-vis des deux forme 

de champignon Fusurium oxysporum (Fusurium oxysporum f sp albedinis responsable 

de la fusariose vasculaire du palmier dattier , Fusurium oxysporum f sp lycopersici 

responsable de la fusariose vasculaire de la tomate ).
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I. La plante hôte, le palmier dattier (Phoenix dactylifera)  

I.1. Histoire et origine du palmier dattier  

  Le palmier dattier fut introduit sur les côtes orientales de l’Afrique par les Arabes, bien 

avant les premiers voyages des navigateurs européens de XVème siècle. A partir de son aire 

d’origine, la culture du dattier s’est répandue dans l’ancien continent. Vers l’Est, la culture du 

palmier dattier progressa de la basse Mésopotamie vers l’Iran, puis en direction de la vallée de 

l’Indus (Sibihi, 2011). Vers l’Ouest, Depuis l’Egypte, la culture du palmier dattier a gagné la 

Libye d’où elle progressa dans différentes directions : vers le Maghreb, elle se développa en 

Tunisie ; en Algérie dans le Souf, Ouest Rhir, le Tidikel, la Saoura et les Zibans ; au Maroc ; et 

enfin en Mauritanie, dans l’Adrar mauritanien (Agoudjil, 2011). Actuellement la culture du 

dattier s'étend dans l'Hémisphère Nord préférentiellement dans les régions arides et semi-arides 

chaudes (VV Do Thi, 2011). 

 Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera L. par Linne en 1734. Le nom 

scientifique du palmier dattier provient de son fruit, «Phénix» en grec signifie violet ou rouge 

(fruit), et «dactylifera» signifie forme de doigt de la grappe de fruits (Chao et Krueger, 2007). 

Selon Al-Alawi et al., (2017) Dactylifera est un groupe du mot grec dactylus, qui signifie 

«doigt» et du mot latin «ferous», qui signifie «portant» désigne les grappes de fruits produites 

par cette plante. 

I.2. Systématique et description morphologique du palmier dattier 

 Le palmier dattier (Phoenix dactylifera  L.) est une plante pérenne, classée dans le 

groupe des  Spadiciflores  avec l’existence des dattiers  mâles  dokhar et des dattiers femelles 

Nakhla, leur  ordre est Palmale, la famille  des  Palmacées  (Arecaceae)  Angiospermes, 

monocotylédones, qui comprennent 200 genres et plus de 2 500 espèces, la sous-famille des  

Coryphoïdées, la tribu des  Phoénicées, Genre  :  Phoenix  et Espèce:  Dactyliféra L  (Al-Alawi 

et al., 2017).   

 L’espèce Phoenix dactylifera L. est l'une des cinq espèces domestiquées des Arecaceae, 

les quatre autres espèces sont le palmier areca (areca catechu), le palmier pêche (Bactris 

gasipaes), le cocotier (Cocos nucifera) et le palmier à huile (Elaeis guineensis) (Jaradat, 2015). 

 La description morphologique de cette espèce selon plusieurs auteurs est comme suit : 

c’est  une  plante  monocotylédone  à  croissance  apicale  dominante  composé  de  3  parties,  

un système racinaire, un organe végétatif composé du tronc et de feuilles et un organe 

reproductif composé d'inflorescences mâles ou femelles (Figure 1) (Freha, 2015). 
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Figure 1 : Schéma descriptif d’un palmier dattier (Chao et Krueger, 2007) modifié. 

a. Le système racinaire du palmier dattier est comme la majorité des monocotylédones denses 

et  de type fasciculé, il est formé de plusieurs  types de racines qui émergent partiellement  au-

dessus du niveau du sol dont le diamètre ne dépasse pas 1,5 cm avec une hauteur allant jusqu'à 

50 cm de la base du tronc (Sedra, 2003). 

b. L’organe végétatif est composé d’un tronc ou stipe cylindrique non ramifié couvert par des 

bases des pétioles des anciennes palmes mortes, lignifiées et de couleur marron brun. La hauteur 

de stipe peut atteindre de 10 à 30 m mais son épaisseur reste généralement le même durant toute 

la vie du palmier (Hadj, 2010 ; Amine, 2009). Les feuilles du palmier dattier présentent un 

pétiole et un limbe entier découpé en folioles et une série d’épines solitaires déposées sur un 

rachis bien développé l’ensemble constitue la palme. Sur le tronc en hélice se pose les palmes 

avec une dimension qui varie entre 2 et 6 m de longueur. Ces palmes demeurent vert en activité 

durant 4 à 7 ans ; puis se dessèchent, jaunissent, et meurent (Hadj, 2010). 

c. L’organe  reproductif  est  composé  d'inflorescences  mâles  ou  femelles  (est  une  plante 

dioïque),  les  inflorescences  (spadices)  ont  une  forme  de  grappes  d'épis  (0,25  à  1  mètre  

de longueur) protégés dans des spathes. Elles sont formées à partir de bourgeons développés à 

l'aisselle des palmes avec une couleur vert-jaunâtre. Pour une meilleure fécondation en 

phœniciculture, la pollinisation artificielle est pratiquée (Sedra, 2003 ; Hadj, 2010). 
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I.3. Répartition géographique et importance du palmier dattier 

I.3.1. Dans le monde  

 Le palmier dattier a une certaine importance socio-économique. En effet, la superficie 

cultivée en palmier dans le monde est de 800 000 ha (Elhoumaizi et al. 2002) et le nombre de 

dattiers est évalué à environ 100 millions (Zaid, 2002), effectif qui augmente chaque année 

(Faostat, 2020). 

 La distribution naturelle de ces palmiers est généralement dans les zones chaudes et 

arides par ce qu’il tolère les conditions désertiques et semi-arides. Spatialement, ces palmiers 

se répartissent à travers le monde. L’Asie est classée en première position avec 60 millions de 

palmiers dattiers partagés entre Iran, l'Irak, l’Arabie saoudite, le Bahreïn, les Émirats arabes 

unis, le Koweït, l’Oman, le Pakistan, le Turkménistan et Yémen. En deuxième position se 

trouve l'Afrique avec 32,5 millions de palmiers dattiers répartis sur  l’Egypte,  l’Algérie,  la  

Libye,  le  Mali,  le  Maroc,  la  Mauritanie,  le  Niger,  la  Somalie,  le Soudan,  le  Tchad  et  

la  Tunisie  (Freha,  2015).  Dernièrement,  cette  culture  a  été  également introduite  dans  des  

nouvelles  zones  comme  l’Australie,  l’Espagne,  le  sud  de  la  Chine,  la Californie, le 

Mexique, l’Afrique australe, l’Inde, les États-Unis et l’Amérique du Sud (Terral et al., 2012). 

Le tableau 1 représente le classement des pays producteurs de dattes à travers le monde en 2013 

(Taghizadeh et al., 2019). Le Classement des pays producteurs de dattes à travers le monde est 

présenté dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Classement des pays producteurs de dattes à travers le monde en 2013 

(Taghizadeh-alisaraei et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.3.2. En Algérie  

 L’importance socioéconomique et environnementale du palmier dattier en Algérie est 

une donnée connue et non discutable, que soit par la sédentarisation de la population, le marché 

d’emploi qu’elle offre dans les régions oasiennes et par la part de devise généré par l’exportation 

des dattes (Benziouche, 2012). Autrement dit, le palmier dattier constitue le pivot central du 

système oasien, où la vie était presque impossible en dehors de l'oasis ; c’est un écosystème très 

particulier, car il est fragile et complexe à la fois (Benziouche et Chehat, 2010). 

 Les  oasis  algériennes  sont  localisées  dans  17  wilayas  allant  du  Nord  du  Sahara  

jusqu’à l’extrême  Sud  :  Adrar,  Batna  (E'Mdoukal),  Béchar,  Biskra,  Djelfa,  El-Bayadh,  

El-Oued, Ghardaïa,  Illizi,  Khenchela,  Laghouat,  M’sila  (Bousaada),  Naâma,  Ouargla,  

Tamanrasset, Tindouf et Tébessa (Figure 2). Ces oasis occupent une superficie qui dépasse les 

170 milles ha. Les wilayas possédant le plus grand nombre de pieds de palmier dattier sont dans 

l’ordre : Biskra, Adrar, El-Oued, Ouargla, Béchar, Ghardaïa et Tamanrasset, pour un taux de 

Payé  Production par Tons  Pourcentage % Classement  

Egypte  1501799 19,69 1 

L'Iran 1083720 14,21 2 

Arabie Saoudite 1065032 13,96 3 

Algérie 848199 11,12 4 

Irak 676111 8,86 5 

Pakistan 526749 6,91 6 

Soudan 437835 5,74 7 

Oman 269000 3,53 8 

Emirats Arabes 

Unis 

245000 3,21 9 

Tunisie 195000 2,56 10 

Libye 174040 2,28 11 

Chine 150000 1,97 12 

Maroc 107611 1,41 13 

Yémen 54197 0,71 14 

Autres 293331 3,85  

Totale 7627624   
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93,27 % des palmiers au niveau national. Ces régions assurent naturellement la grande majorité 

de la production de dattes du pays (Blama, 2014 ; Moulai et Yahaya, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : les Oasis algérienne, lieux de culture du palmier dattier (Boulanouar ,2015) 

  

Le patrimoine phœnicicole algérien dépasse les 20 millions de palmiers, répartie sur 952 

cultivars, dont plus de 62 % de pieds de Deglet Nour. La production a connu une augmentation 

depuis la deuxième moitié de la première décade de ce millénaire. Le chiffre des exportations 

de dattes a dépassé les 71 millions de dollars en 2020 (Faostat, 2020 ; APS, 2021). 

 

I.4. Les contraintes abiotiques et biotiques du palmier dattier 

La culture du palmier dattier est soumise à plusieurs facteurs abiotiques (sécheresse, 

stress salin) Ainsi que par plusieurs facteurs biotiques comme les maladies dévastatrices comme 

le Bayoud (Mohamed Mahmoud, 2017 ; Benlarbi, 2019). 
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I.4. 1. Les facteurs abiotiques 

 Le palmier dattier est l'espèce clé de voûte de l'écosystème oasien algérien qui est affecté 

par de multiples facteurs abiotiques qui sont principalement dues au fait qu'il se développe sous 

des conditions désertiques hostiles tels que :  

 La progression de la désertification et l'avancée des dunes de sable menaçant les oasis 

prennent de plus en plus d'importance.  

 La salinisation du sol et de l'eau, due à une mauvaise gestion du drainage, entraîne une 

réduction du nombre de palmiers et du rendement des fruits (Bouguedoura et al., 2015).  

 La salinité accentue les effets de la sécheresse en limitant les prélèvements de l'eau par 

la plante, par la réduction de la différence des potentiels osmotiques entre la solution du 

sol et la plante.  Par  conséquent,  l'énergie  biologique  des  plantes  utilisée  dans  la  

production  de  la biomasse va être consommée pour extraire l'eau de  la solution saline 

du sol (Daddi Bouhoun, 2010). 

 Enfin, le vieillissement de nombreux palmiers dattiers ainsi que les maladies provoquant 

la dégénérescence des palmiers dattiers ont entraîné des altérations de la qualité des 

fruits et une baisse importante des rendements. Depuis de nombreuses années, les 

agriculteurs délaissent les dattes au profit de cultures plus rentables comme les légumes 

(Bouguedoura et al., 2015). 

I.4. 2. Les menaces et les maladies du palmier dattier 

Plusieurs facteurs biotiques correspondant aux ravageurs et d'agents phytopathogènes 

du palmier dattier. Les ravageurs s'attaquent à la plante elle-même et aux dattes sur pied, ou 

même entreposées (Benlarbi, 2019). Les maladies causées par des agents phytopathogènes ont 

entrainé la dégénérescence des palmiers dattier, une altération de la qualité de fruit et une baisse 

importante du rendement (Bouguedoura et al., 2010). Parmi ces maladies on trouve le Bayoud 

qui due à un champignon tellurique imparfait appelée Fusarium oxysporum f.sp. albedinis 

(F.o.a), qui se manifestent par des modifications externes visibles qui se traduisent par des 

modifications internes au niveau des vaisseaux et des racines, et provoque le flétrissement par 

blocage de la circulation de l'eau dans les vaisseaux conducteurs qui résulte comme 

brunissement et formation de thylles (Corbaz, 1990 ; Duhoux et Nicole, 2004). 
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Des exemples de ravageurs et d'agents phytopathogènes les plus redoutables en Algérie, 

sur cette espèce, sont présentés dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 2 : Maladies et ravageurs signalés sur le palmier dattier en Algérie (Dakhia et al ., 

2013). 

 

 

I.5. Les méthodes de lutte 

Il existe plusieurs méthodes de lutte contre les maladies signalés sur le palmier dattier 

tels que  la lutte chimique qui consiste à pulvériser un fongicide sur la couronne foliaire du 

palmier, par deux applications suffisent : la première juste après la récolte et le nettoyage du 

palmier et la seconde au moment de l’émergence des spathes (Anonyme, 2000).  

De plus, la lutte génétique par la production de variétés résistantes apparaît donc comme 

la seule façon la plus efficace de soutenir et de produire le palmier dattier.  Par ailleurs, de 

nombreux micro-organismes antagonistes sont capables d’améliorer la santé des plantes en 

limitant la croissance des micro-organismes phytopathogéne (Bloemberg et Lugtenberg, 

2001). Les endophytes ont une efficacité comme agents de lutte biologique assurent un meilleur 

rendement par l'élimination du pathogène, tels que le F. o. albedinis (Lamari et al., 2014). 

L'utilisation d'agents d'organismes antagonistes, tels que les rhizobactéries favorisant la 

croissance des plantes (PGPR) et plus spécifiquement les Pseudomonas, peut être aussi une 

méthode pratique dans le contrôle des maladies telluriques (Kloepper et Schroth, 1978 ; 

Schmidt et al., 2004). 

 

 

 

 

La maladie  Agent causal  

Le Khamedj ou pourriture de 

l’inflorescence  

Mauginiella scaetae 

La pourriture du bourgeon ou Belâat Phytophthora sp 

La pyrale des dattes   Ectomyelois ceratoniae 

Le Boufaroua Oligonychus afrasiasticus 

Le Cochenille blanche  Parlatoria blanchardi 

Le Bayoud  Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (F.o.a) 
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II. Les rhizobactéries 

 II.1. Notion de la rhizosphère 

La rhizosphère est définie comme la zone de sol entourant la racine (Hiltner, 1904 ; 

Hartmann, Rothballer et Schmid, 2008), qui est essentiel à la fois dans l’absorption des 

nutriments et les interactions avec divers microbe du sol (Bakker et al., 2018). La rhizosphère 

est l'une des niches écologiques les plus diversifiées avec plusieurs types de micro-organismes 

en raison de la riche disponibilité en nutriments des hôtes (Venturi et Keel, 2016). Cette 

relation mutualiste entre l'hôte et les microbes de la rhizosphère en fait un écosystème 

hautement compétitif dans la nature. Grâce à cela, la plante hôte et son microbiome concomitant 

acquièrent un avantage évolutif pour survivre dans diverses conditions défavorables en 

établissant des interactions étroites (Mapelli et al., 2013). Dans  cette niche écologique les  

microorganismes  peuvent  être  libres  ou  étroitement  associés  aux  racines, l’association la 

plus stricte étant celle de la symbiose qui caractérise d’une part les relations entre les 

légumineuses  et  les  rhizobiacées,  bactéries  fixatrices  d’azote  et  d’autres  part  les  relations  

entre  les glomales, champignons formant des mycorhizes avec de très nombreuses espèces 

végétales (Alabouvette et Cordier, 2018) (figure 3). 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 3 : La rhizosphère et les micro-organismes associés (Phillippot et al., 2013). 
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II.2.Activité microbiologiques de la rhizosphère  

 Le sol adhérant aux racines des plantes abrite une communauté bactérienne importante 

et diversifiée. La plante libère, en effet, au niveau de ses racines, des exsudats et des sources de 

nourriture (Sasse et al., 2018), permettent ainsi de sélectionner les micro-organismes capables 

de les utiliser (Haichar et al., 2014).  

 En effet, certaines bactéries sont capables d’entretenir des relations symbiotiques ou non 

symbiotiques avec leur plante hôte, en stimulant sa croissance via la production de 

phytohormones telles que l’auxine ou encore l’augmentation de la biodisponibilité de certains 

nutriments tels que le fer ou phosphate (Vacheron et al., 2013) (figure 4).  

Ce sont également des bactéries très compétitives qui peuvent coloniser rapidement la 

rhizosphère et produisent par exemple des composés antimicrobiens capables d’inhiber la 

croissance d’autres microorganismes (Venturi et Keel, 2016). Cependant, d’autre bactérie 

phytopathogéne qui sont responsables de pertes économiques considérables liées à leur pouvoir 

pathogène vis-à-vis des plantes sont capable d’entretenir des interactions négatives et peuvent 

être de quatre natures différentes : la compétition, l’antagonisme, le parasitisme et la prédation 

(Bakker et al., 2014). 
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Figure 4 : Les interactions entre le PGPB, les phytopathogènes et les plantes (Ngalimat et al., 2021). 

II.3. Bactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) 

 Les rhizobactéries promotrices (PGPR) sont un groupe important de bactéries 

bénéfiques colonisant les racines qui prospèrent dans la rhizosphère et le sol de la plante. Ils 

présentent des interactions synergiques et antagonistes avec le microbiote du sol et s'engager 

dans un éventail d'activités d'importance écologique (Anirban, 2021). 

 Les rhizobactéries « PGPR » colonisent efficacement l'arène de la rhizosphère et 

favorisent la croissance des plantes, stimulent les défenses immunitaires, influencent l'équilibre 

hormonal, protègent des agents pathogènes et mobilisent les nutriments (Haas et Defago, 

2005 ; Venturi et Keel, 2016). Les principaux candidats PGPR appartiennent aux phyla 

Cyanobactéries, Bacteriodetes, Actinobacteria, Firmicutes et Proteobacteria (Figueiredo et al., 

2010). Le  groupe  des  Pseudomonas spp fluorescents  offre  de multiples  exemples  de  

bactéries  bénéfiques  mais  aussi  de  bactéries  délétères (Alabouvette et Cordier, 2018). 
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Figure 5 : Description des effets directs et indirects des PGBR sur la croissance des plantes 

(Gupta et al., 2015). 

III. Les Pseudomonas spp fluorescents  

III.1. Introduction au genre Pseudomonas  

 Le genre Pseudomonas a été découvert en 1894 par Migula, c’est un grand groupe 

bactérien particulièrement important qui appartient à la sous-classe y des protéobactéries et 

comprend plusieurs espèces bactériens (Palleroni, 1992 ; Silby et al., 2011 ; Loper et al., 

2012). Ces espèces sont génétiquement, écologiquement et fonctionnellement diversifiée et 

peut être trouvée dans de nombreux habitats terrestres et aquatiques (Palleroni, 2009). 

Cependant depuis la découverte de ce genre, le nombre d’espèce a subi de nombreuses 

variations dues principalement à la description de nouvelles espèces et à divers changement de 

la définition du genre (Garrido-Sanz et al., 2016).  

 Avec l’application des résultats du séquençage de l'ADNr 16S, certaines des espèces de 

ce genre ont été redistribuées dans d'autres genres des sous-classes alpha, bêta ou gamma des 

protéobactéries (Kersters et al., 1996 ; Rajwar et Sahgal, 2014).  
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Les membres du genre Pseudomonas (sensu stricto) appartiennent au groupe I de la sous-classe 

des gamma-protéobactéries. Néanmoins, de nouvelles espèces de sont décrites chaque année 

(Arnau et al., 2015 ; Wang et Sun, 2016 ; von Neubeck et al., 2017 ; Kimura et al., 2018; 

Ye et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéobactéries contenant 

les genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas 

(Bossis et al., 2000). 

 

Le groupe Pseudomonas comprend un grand groupe hétérogène d’espèces Gram-

négatives, appartenant à la famille des Pseudomonadaceae (Palleroni, 2010 ; Peix, 2018). 

Selon Meliani, (2012), les caractéristiques morphologiques de base communes à presque toutes 

les espèces de Pseudomonas sont la forme de bacille droit et fini de 0,5-1,3 μm, la présence 

d'un ou plusieurs flagelles polaires. Ces bactéries non sporulantes sont mobiles par une ciliature 

polaire, rarement non mobiles. Ces caractéristiques morphologiques définissent les 

«Pseudomonas», mais l'appartenance au genre Pseudomonas nécessite certains caractères 

physiologiques supplémentaires, comme un métabolisme énergétique strictement respiratoire 

et la nutrition du type chimoorganotrophe.  

 Ils sont d’un grand intérêt en raison de leur importance dans les maladies humaines et 

végétales, par exemple, P.aeruginosa agent pathogène humain (Gellatly et Hancock, 2013) et 

P.syringe un phytopathogéne de divers espèces de plantes cultivé (Morriset al., 2013), et en 

raison de leur potentiel pour la stimulation de la croissance plantaire et les applications 
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biotechnologiques, par exemple, P.fluorescens (Loperet al., 2012) et P.putida (Wuet al., 

2011 ; Rocaet al., 2013). 

III.1.2. Caractère généraux 

 Au sein du groupe Pseudomonas sensu stricto, les Pseudomonas spp fluorescents 

comprennent toutes les espèces ayant la capacité de produire un pigment fluorescent jaune-vert 

appelé pyoverdine, spécialement Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, P. putida et P. 

fluorescens (Palleroni, 2009). Ce pigment est soluble dans 1'eau et insoluble dans le 

chloroforme (Paulsen et al., 2005 ; Wong, Levi et al., 2011). 

 Les Pseudomonas spp fluorescents sont faciles à cultiver, comme ils peuvent se 

développer dans un milieu de base riche en éléments organiques ; à pH neutre et à une 

Température comprise entre 4 et 43°C (Palleroni, 1984). Dans ce groupe, les espèces 

saprophytes sont à cytochrome Oxydase, catalase positive, possèdent une arginine dihydrolase 

et ne provoquent pas de réaction d’hypersensibilité sur tabac (Stanier et al., 1966 ; Palleroni, 

1984 et 1992).Avec un taux élevée en GC de 58-70% (Palleroni, 2009 ; Meliani, 2012 ; 

Mishra et Arora, 2017). 

            Le groupe Pseudomonas spp.fluorescents se caractérisent par une grande hétérogénéité 

phénotypique et génotypique (Bossis et al., 2000). Ce groupe renfermaient initialement en 

P.fluorescens, P.putida, P.chlororaphis et P. aureofaciens rattachée par la suite à P. 

chlororaphis (Johnson et Palleroni, 1989). P. fluorescens a été subdivisé en sept biotypes qui 

ont été par la suite regroupés en cinq biovars (I à V), deux biotypes ayant évolué en P. 

chlororaphis et P. aureofaciens (Palleroni, 1984), pour ensuite être fondus dans une même 

espèce P. chlororaphis et pour P. putida a été subdivisées en biotypes A et B renommés par la 

suite biovars A et B (Johnson et Palleroni, 1989). 

III.1.3.Diversité génomique 

De nombreux génomes de Pseudomonas spp ont été séquencés durant ces dix dernières 

années : Les 'Pseudomonas Genome Database' (Winsor et al., 2010 ; Winsor et al., 2016) 

comprends présentement 528 génomes complets et 9106 'draft genomes', incluant les génomes 

de souches phytobénéfiques appartenant aux espèces P. putida (Nelson et al., 2002), P. 

protegens (Paulsen et al., 2005) et P. chlororaphis (Shen et al., 2012). L'analyse comparative 

de ces génomes a considérablement enrichi nos connaissances sur la structure et la diversité 
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génomiques des Pseudomonas spp. phytobénéfiques (Silby et al., 2009 ; Loper et al., 2012 ; 

Garrido-Sanz et al., 2016). 

 

Figure 7 : Arbre phylogénétique du genre Pseudomonas. L'arbre a été construit à partir des séquences 

de quatre gènes marqueurs taxonomiques (16S ADN1, gyrB, rpoD, rpoB) de 558 souches de 

Pseudomonas spp. adaptée de Garrido-Sanz et al. (2016). 

 

III.2. Pseudomonas spp fluorescents endophytiques 

Le microbiome végétal se compose de diverses communautés microbiennes sur la 

surface extérieure et dans les tissus internes de la plante hôte. Les communautés de rhizosphère 

et de phyllosphère sont à l'extérieur de la plante, tandis que la communauté d'endosphère est à 

l'intérieur de la plante (Dastogeer et al., 2020). Certains micro-organismes tels que les 

Pseudomonas spp fluorescents endophytes pénètrent et occupent les tissus internes de la plante, 

formant le microbiome endosphérique (Vokou et al., 2012). 

 Le terme « endophyte » est issu des racines, du mot grec « endon » signifiant dedans et 

« phyton » signifiant plante (Kendel et al., 2017).  Petrini (1991), a défini les endophytes 

comme des organismes ayant une phase épiphyte ainsi que les agents pathogènes latents passant 

au moins une partie de leur vie entre les cellules végétales, sans causer de dommages apparents 

à leur hôte (Patil et al., 2016 ; Yan et al., 2018).  
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Les endophytes représentent un groupe écologiquement hétérogène. Ils se rencontrent 

au niveau du système racinaire, du système caulinaire et des feuilles (Mcinroy et Kloepper, 

1995) et peuvent être aussi présentes dans d’autres parties de la plante telles que les fruits, les 

tubercules, les graines et les ovules, dans les écorces, les chaumes des tiges, dans le xylème et 

notamment attachées à la paroi des vaisseaux (Wilson, 2000). 

La colonisation d'une plante par un endophyte est la réaction d'un équilibre antagoniste 

(Schulz et Boyle, 2005). Comme mentionné ci-dessus, les endophytes sont des micro-

organismes qui vivent dans les plantes et ne présentent aucun symptôme de maladie. Cependant 

les voies de colonisation utilisées par les endophytes sont similaires à celles utilisées par les 

pathogènes (Schulz et Boyle 2005 ; Kogel et al., 2006). Ils peuvent coloniser les plantes de 

manière opportuniste via une blessure, mais peuvent également pénétrer dans la plante au 

moyen d'exo-enzymes de dégradation, ainsi que par la production de métabolites phytotoxiques 

(Caldwell et al. 2000 ; Schulz et Boyle., 2005). 

III.3. Effet bénéfiques de Pseudomonas spp fluorescents endophytiques  

 les Pseudomonas spp fluorescents endophytes permet d’améliorer le développement de 

la plante-hôte, en sécrétant divers métabolites qui améliorent directement ou indirectement la 

tolérance de l'hôte à différents stress, les rendant ainsi bénéfiques pour les plantes, et ils servent 

potentiellement d'agents biologiques prometteurs dans le biocontrôle des maladies telluriques 

(Widiantini et al., 2017). 

 Les mécanismes clés des endophytes sont basé sur la compétition avec les agents 

pathogènes pour la niche et la nutrition (De Meyer et al., 2015), la production de composés 

antimicrobiens, la sécrétion d'enzymes lytiques, l'induction de la résistance systémique chez les 

plantes hôtes et la production de hormones végétales et régulateurs favorisant la croissance des 

plantes (figure 8). 
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Figure 8 : Mécanismes multiples employés par les endophytes et leurs métabolites dans la gestion des 

maladies des plantes (Yandong et al., 2022). 

 

Les effets bénéfiques de ces Pseudomonas endophytiques s’opèrent à travers de 

multiples mécanismes, y compris des mécanismes directs et indirects (Jeyanthi et Kanimozhi, 

2018). Les mécanismes directs impliquent la fixation de l'azote, la solubilisation des minéraux 

(le phosphore et le fer), la production de sidérophores et la production de phytohormones (par 

exemple, les auxines, les cytokinines, les gibbérellines et l'éthylène). Pendant ce temps, les 

mécanismes indirects sont principalement dus aux activités de biocontrôle de ces PGPR en 

réponse au stress biotique en produisant des antibiotiques (Tiwari et al., 2017). 

III.3.1.Action direct  

III.3.1.1.Induction de la résistance aux maladies des plantes (ISR) 

 Les Pseudomonas spp fluorescents sont connues depuis longtemps pour leur aptitude à 

réduire l’incidence des maladies racinaires ainsi qu’à inhiber la croissance d’un grand nombre 

d’agents phytopathogènes (Van loon, 2007).  

 Cette capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes incluant la 

production d’une large gamme de métabolites. De plus, ces métabolites peuvent non seulement 

inhiber les microorganismes pathogènes, mais également induire l'expression de gènes liés à la 
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défense des plantes et activer la réponse immunitaire de l'hôte (Bastias et al., 2017 ; Khare et 

al., 2018). 

 En effet, l’utilisation de Pseudomonas spp fluorescents endophytiques dans une certaine 

partie de la plante entraîne une réduction significative de l'indice de maladie, même si les agents 

pathogènes sont infectés dans différentes parties de l'hôte (Yandong et al., 2022). 

 De nombreux métabolites de Pseudomonas, tels que les sidérophores, le CLP, le DAPG 

et les composés organiques volatils (COV), y compris l'acétoine et le 2,3 - butanediol, agissent 

comme un éliciteur de l'ISR (Arshad et al., 2007). De plus, l'ISR implique une phytohormone 

l'éthylène qui stimule les réponses de défense de la plante hôte contre une variété de 

phytopathogènes (Glick, 2012). Ces composants bioactifs pourraient fournir une ressource 

alternative prometteuse pour la gestion des maladies des plantes (Wu et al., 2018). 

III.3.1.2.Stimulation de la croissance des végétaux 

Les Pseudomonas spp. fluorescents ont la capacité de synthétiser des métabolites 

secondaires. Ces derniers influencent positivement sur la croissance des plantes (Struz et 

Christie, 2003). En favorisant une amélioration généralisée sur la nutrition minérale de la 

plante, essentiellement pour le fer, le phosphore, l’azote et le manganèse (Compant et al., 

2005). 

La stimulation de la croissance des plantes peut être due à la synthèse microbienne de 

substances de croissance analogues aux phytohormones (Shanmugaiah et al., 2015) tels que : 

l’auxine, l'acide gibbérellique, cytokinines et de l’éthylène et des composés vitaminiques (Li et 

al., 2018). 

III.3.2.Action indirects  

III.3.2.1.Compétition spatiale/trophique  

La compétition avec les microorganismes pathogènes pour la niche et la nutrition, est 

un mécanisme prometteur pour l'utilisation des Pseudomonas spp fluorescents endophytiques 

dans le contrôle des maladies des plantes (Liarzi et al., 2013). 

En effet, la colonisation dans les tissus végétaux est l'une des propriétés fondamentales 

des Pseudomonas endophytiques (Latz et al., 2018). Ces derniers peuvent occuper 

préférentiellement les sites d'invasion des agents pathogènes dans les plantes et entrent en 

compétition avec les microbes pathogènes pour la nutrition, ce qui tend à réduire le nombre de 
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sites habitables pour les microorganismes pathogènes et par conséquence, leur croissance 

(Messaoudi, 2015). 

La compétition pour les nutriments se fait généralement par la disponibilité en fer dans 

le milieu. Par la sécrétion de sidérophores, les Pseudomonas spp. fluorescents piègent le fer 

présent dans le milieu en privant les autres microorganismes et en inhibant leurs pouvoirs de 

pathogénicité (Meliani, 2012). 

III.3.2.2.Antibiose 

Ce mécanisme est le plus connu et le plus répandu chez les Pseudomonas spp 

fluorescents, ce qui leurs confèrent la particularité d'être des agents de biocontrôle. Nombreux 

métabolites secondaires à activités antifongiques et / ou antibactériennes sont synthétisés par 

ces derniers tel que l'acide cyanhydrique (HCN), La pyoluteorine, le DAPG, la pyrrolnitrine et 

les phénazines (PCA) (Defago, 1993 ; Haas et Defago ,2005). 

III.4.Métabolites secondaires phytobénéfiques 

 Les effets bénéfiques déployés par les Pseudomonas endophytiques sur la 

biotechnologie agricole reposent sur la capacité de ces organismes à produire une large gamme 

de métabolites bioactifs tels que les phytohormones, les enzymes lytique, les antibiotiques… 

(Christina et al., 2013 ; Brader et al., 2014). 

III.4.1.L’acide Indole Acétique (AIA) 

La synthèse microbienne des phytohormones est connue depuis longtemps. Il est 

rapporté que 80% des micro-organismes isolés de la rhizosphère de diverses cultures possèdent 

la capacité de synthétiser et libérer des auxines comme métabolites secondaires (Patten et 

Glick, 1996 ; Ramos-Solano et al., 2010).  

L’acide indole-3-acétique (AIA) est une phytohormone synthétisée par de nombreuse 

PGPR, Elle favorise la division cellulaire, stimule la germination des graines et des tubercules, 

augmente le taux de développement du xylème et des racines en initiant la formation de racines 

latérales et adventives (Campanoni, 2005). Cette auxine médié les réponses à la lumière, à la 

gravité et à la fluorescence, contrôle la photosynthèse, la formation de pigments, la biosynthèse 

de divers métabolites, la résistance aux conditions stressantes ainsi que dans les interactions 

plantes-bactéries (Spaepen et Vanderleyden, 2011). C’est  une  hormone  essentielle  à  la  

formation  de  nodules  (Choudhury  et  al., 2019). 
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L’AIA a été impliqué dans pratiquement tous les aspects de la croissance des plantes et 

le développement, ainsi que les réactions de défense. Cette diversité de la fonction se traduit 

par l'extraordinaire complexité de l'AIA biosynthétique, le transport et les voies de signalisation 

(Santner et al., 2009).  

III.4.2.Enzymes lytiques  

 Les Pseudomonas spp fluorescents produisent diverses enzymes telles que les 

chitinases, les cellulases, les β-1, 3-glucanases, les pectinases, les glucanases et les protéases 

(Gao et al., 2010 ; Rajulu et al., 2010). Ces enzymes présentent une activité hyperparasitaire 

peuvent dégrader la paroi cellulaire des agents pathogènes ou inhiber la germination des spores 

(Santoyo et coll., 2016 ; Carmona-Hernandez et al., 2019). 

C'est un moyen efficace pour stimuler la croissance des végétaux, supprimer les 

phytopathogènes et de permettre à l'hôte d'obtenir une protection contre le stress biotique et 

abiotique (Yandong et al., 2022). 

III.4.3.Solubilisation de phosphore  

             Le phosphore est un autre nutriment essentiel au fonctionnement des végétaux après 

l’azote, car il joue un rôle crucial dans de nombreuses réactions enzymatiques. De la même 

façon que l’azote, le phosphore ne peut pas être directement assimilé par la plante car il forme 

dans le sol de nombreux complexe (Khan et al., 2009). La solubilisation du phosphore en 

phosphate peut être réalisée par Pseudomonas spp fluorescents lors de la sécrétion de 

phosphatases, le rendant ainsi assimilable par la plante (Otieno et al., 2015 ; Mtos et al., 2017).    

III.4.4.Production de substances volatiles (HCN) 

 La production d’acide cyanhydrique (cyanogénèse bactérienne) par certaines souches 

de Pseudomonas spp.fluorescents peut jouer un rôle primordial dans le biocontrôle des agents 

phytopathogènes (Siddiqui et al., 2007).  

 Les exsudats racinaires contiennent de la glycine connue pour être un précurseur de la 

synthèse bactérienne d’acide cyanhydrique, et en présence HCN synthase elle est décarboxylée 

en HCN et en CO2 (Nandi et al., 2017). L’HCN est hautement toxique contre les 

phytopathogéne en bloquant la voie du cytochrome oxydase (Voisard et al ., 1989 ; Devi et 

al., 2007 ; Devi et Kothamasi, 2009).  
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III.4.5.Production de sidérophores 

Le terme sidérophore, du grec «sideros», signifie «porteur de fer». Ces métabolites 

secondaires de faible poids moléculaire (200 - 2000 daltons), riches en hétéroatomes (oxygénés 

et azotés) susceptibles d'interagir avec les ions métalliques. Dont le rôle est de solubiliser et de 

chélater le fer avec une grande affinité dans le milieu extracellulaire et de le rendre ainsi 

accessible aux microorganismes (Neilands, 1995 ; Renshaw et al., 2002). 

La chélation de fer par les microorganismes est un caractère très recherché et présente 

un intérêt considérable en agriculture. Cette activité assure d’une part une source de fer 

assimilable par la plante et d’autre part assure une compétition avec les agents phytopathogènes, 

un caractère recherché dans le biocontrôle des agents phytopathogènes (Guerrieri et al., 2020). 

 Les siderophores des deux espèces Pseudomonas fluorescens et P.putida se traduisent 

par l’émission d’un pigment fluorescent appelé « pyvoredine » qui montre une affinité élevée 

pour le Fe3+ forment avec le fer un complexe : « ferri-pyoverdin » (Trapet et al., 2016 ; 

Kumar et Sharma, 2017). Les pyoverdines produites par les espèces de Pseudomonas 

contiennent trois groupes fonctionnels Hydroxamate, Catécholates et Carboxylate (Benzina et 

al, 2020). 

III.4.6.Antibiotique  

            Les Pseudomons spp.fluorescents sont des producteurs potentiels d’une gamme variée 

d’antibiotiques avec un large spectre d’action, jouent un rôle crucial dans la lutte biologique 

contre les maladies fongiques et bactériennes.  Parmi ces antibiotique les pyolutéorine (PLT) 

(Nowak-Thompson et al ., 1997 ), les phenazines (pcA) (Chincholkar et Thomashow, 2014), 

les pyrrolnitrines (PRN) (Mujumdar et al ., 2014 ; Weller el al ., 2016), le 2,4- diacétyl- 

phloroglucinol (DAPG), les tropolone et l’oomycine… 

IV. Application de Pseudomonas spp fluoresncents  

 Les Pseudomonas sont largement utilisées dans de nombreux secteurs 

biotechnologiques et industriels tels que l'alimentation, la pharmacie et l'écologie… Ces 

bactéries agissent comme PGPR possèdent des propriétés à la fois de régulation de la croissance 

des plantes et de résistance aux maladies, de plus divers mécanismes de rétroaction à médiation 

chimique sont également impliqués dans la bonne régulation de la croissance des plantes par 

Pseudomonas spp (Rodríguez et al., 2020). Ces propriétés comprennent leur capacité à 

produire une large gamme des métabolites. 
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Les Pseudomonas spp fluorescents sont actuellement utilisées en médecine pour leur 

pouvoir à synthétiser l'antibiotique topique le plus largement utilisé au monde (mupirocine) 

pour traiter les infections à SARM des tissus mous et de la peau ou pour décoloniser les patients 

à risque avec cette bactérie (Bojarska et al., 2014 ; Mercer et al., 2017 ; Yankey et Isaacson, 

2018 ; Lounsbury et al., 2018 ; Poove likunnel et al., 2018 ; Jin et al., 2018). 

 En effet, Pseudomonas fluorescens peut déclencher la biosynthèse du flavonoïde, 

catéchines et des anthocyanes dans le fruit de mures (Rubus sp) dans le cadre d’une réponse 

systémique induite (ISR) (Garcia et al., 2015), et offrent donc des avantages potentiels pour la 

santé humaine dans la réduction du risque des maladies chroniques et en plus particulier le 

cancer (Chen, 2013).  
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Notre travail qui porte sur l’identification et caractérisation des souches de 

Pseudomonas spp fluorescents isolé de l'endophytosphére du palmier dattier ainsi que l’étude 

de leur effet antifongique a été réalisé au niveau de laboratoire de Phytobactériologie 

l’Université Saad Dahleb Blida 1 sur une période de 03 mois. Il comporte trois parties :  

I. Identification préliminaire des souches de Pseudomonas spp. fluorescents 

endophytiques. 

II.  Production des métabolites secondaires impliqués dans la phytostimulation et 

la lutte biologique. 

III. Evaluation de l’activité antagoniste des souches productrices des métabolites 

secondaires à l’égard d’un champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum. 

 

 

I. Matériel    

I.1. Matériel non biologique : 

 Le matériel non biologique représenté par, la verrerie, l’appareillage, les milieux de 

culture est consigné en annexe I et II. 

I.2. Matériel biologiques : 

I.2.1.Les souches bactériennes  

 Vingt-cinq souches bactériennes de Pseudomonas spp.fluorescents ont été utilisées dans 

notre travail. Les souches bactériennes ont été isolées en Mai 2021 de l'endophytosphère du 

palmier dattier des différentes variétés de la région Kenadsa et Taghit communes algériennes 

de la wilaya de Béchar située à 22 km et 93 km respectivement de cette dernière tableau 3. 
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Tableau 3 : Cordonnés des échantillons utilisés  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.2.Les souches fongiques  

 Pour évaluer l’activité antagoniste des souches bactériennes, nous avons utilisé deux 

formes spéciales de Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, et Fusarium 

oxysporum f.sp. albedinis). Ces souches fongiques appartient à la collection du laboratoire de 

mycologie (département de biotechnologie l’université Blida1). 

II. Méthodes  

II.1. Purification des souches bactériennes 

 La pureté des isolats bactériennes de Pseudomonas spp.fluorescents a été vérifiée sur 

milieu King B (King et al ,1954) (annexe II.) en réalisant plusieurs repiquages successifs 

jusqu’à l’obtention des souches pures (figure 9). 

 

 

Isolats Age  Cultivar Région 

TBR21  

 

2 ans 

  

 

Biskra 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taghit 

TBR51 
TBF1 
TBF5 
TBJ6 
TBJ9 
TCR2  

 

 

20 ans 

 

 

 

Cherka 

TCF1 
TCF8 
TCF14 
TCF2 
TCF7 
TCF11 

TP31 
TPJ1 

TRR5  

 

25 ans 

 

 

Ras El Hmar 
TRF4 
TRJ5 
TRJ10 
KHE7 20 ans Hmira  

 

Kenadsa 
KHE62 
KTE41 20 ans Tinaser 

KFR2 19 ans Feggous 

KMR2 35 ans Hamriya 

KMR7 



Chapitre II                                                                              Matériel et méthodes 

 Page 26 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 9 : Purification des souches de Pseudomona.spp. fluorescents endophytique après plusieurs 

repiquages successifs.  

II.2. Conservation des souches 

           Les souches de Pseudomonas spp.fluorescents purifiées ont été conservées sur milieu B 

de King additionné de 25% de glycérol sur des tubes inclinés. 

II.3. Identification des souches  

 

 La vérification préliminaire des caractères génériques a été effectuée selon les tests 

classiques décrits par Lelliot et Stead (1987) et Schaad (1988) : coloration de Gram, 

morphologie cellulaire, oxydase, catalase et la voie d'utilisation du glucose. Les caractérisations 

spécifiques et infraspécifiques ont été réalisées selon quelques tests de la clé dichotomique 

d’identification des Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes, proposée par Bossis (figure 

10) et les tests de LOPAT. 
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Figure 10 : Clé dichotomique d’identification des Pseudomonas spp. fluorescents d’après Bossis 

(1995). 

 
P : Pseudomonas;  fluor: fluorescens;  chlor: chlororaphis;  aure: aureofaciens;  put:putida, bv: biovar  Trp : 

tryptophane,  Deni : dénitrification,  tar : tartrate ;  ara : arabinose. 

+ : réaction positive, - : réaction négative. 

 

 

 Test de la fluorescence   

 La production de pigment fluorescent diffusible a été recherchée sur milieu King B 

ensemencée avec une culture pure, après incubation de 24à 96h à 26°C. Le pigment fluorescent 

a été révélé sous lampe UV (350-400nm) dans une chambre noire (Bultreys et Gheysens, 

2000 ; Olmar et al., 2001). 

 La coloration de Gram 

 La coloration de Gram est la base de l’identification d’une souche bactérienne. Elle 

permet d’observer la forme, le mode de regroupement et de distinguer entre les bactéries à Gram 

positif et à Gram négatif. 

             La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode classique sur des cultures jeunes 

de 24h. Un frottis de cellules a été réalisé sur une lame propre et fixé à la chaleur par passage 

rapide sur la flamme d’un bec benzène. Après fixation, une solution de violet de Gentiane et de 

lugol ont été respectivement appliquées sur le frottis. La décoloration est ensuite effectuée par 
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un lavage des lames à l’alcool à 95°. Après un lavage abondant avec un jet d'eau distillée stérile, 

le frottis subit une deuxième coloration à l'aide d'une solution de fuschine basique pendant 30 

secondes. Le frottis a été observé sous microscope avec l’ajout de l’huile à immersion X100. 

Les isolats ayants une coloration violettes sont Gram (+) positifs tandis que ceux présentant une 

coloration rose sont Gram (-) négatifs (Hildbrand et al ., 1988 ). 

 Test de KOH  

 Le test de l'hydroxyde de potassium 'KOH' peut être utilisé comme test de confirmation 

pour la coloration de Gram. Il se base sur le fait que la paroi des bactéries à Gram négatif est 

lysée par le KOH alors que la paroi des bactéries à Gram positif n'est pas détruite. Chez les 

bactéries à Gram négatif, la lyse de la paroi libère l'ADN qui formera une substance visqueuse 

au contact du KOH. 

 Le test se réalise de manière extrêmement simple et rapide avec une anse stérile, on 

prélève une colonie bactérienne qui est placée dans deux gouttes d'une solution de KOH à 3%. 

Après avoir homogénéisé la culture dans le KOH durant 15 à 30 secondes, l’anse est retirée 

lentement du liquide. Lorsque la bactérie est à Gram négatif, il se forme un filament visqueux 

bien visible. Pour une bactérie à Gram positif, la formation du filament n'est pas observée 

(George et al., 1983). 

 Test d’arginine dihydrolase  

 Le complexe enzymatique capable de dégrader l’arginine en anaérobiose, agissant selon 

deux types de réaction enzymatiques : dégradation de l'arginine en citriculline (arginine 

desmidase) et sa transformation en ornithine (citruculline ureidase). Certains Pseudomonas spp 

sont capables de dégrader l’arginine. Des tubes contenant le milieu Mueller Arginine (ADH 

5%) inoculés ont été recouverts d’une couche de vaseline et incubés à 28ºC pendant 5 jours. 

Une réaction positive se traduit par l’apparition d’une coloration violette suite à l’alcalinisation 

du milieu dû à la présence de l’ammoniaque (Hildebrand, 1988) (figure 11). 
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Figure 11 : Les tubes contenant le milieu Mueller Arginine (ADH 5%) inoculés et recouverts d’une 

couche de vaseline. 

            

 Test d’oxydase   

 La recherche de l’oxydase est le test de base pour l’identification des bactéries à Gram 

négatif. Une culture bactérienne jeune de 24h est étalée sur un papier Wathman stérile à l'aide 

d'une pipette Pasteur boutonnée, une goutte de réactif N diméthyl paraphénylène diamine est 

rajouté. La présence de l’enzyme cytochrome oxydase se manifestant par l'apparition d'une 

coloration violette après 10 secondes. La réponse est positive tardive lorsqu'elle est apparaît en 

retard (10 à 60 secondes), après ce temps la réponse est négative (Klement et al ., 1990). 

 Test hypersensibilité de tabac  

 Pour la réaction d'hypersensibilité sur tabac (Klement, 1963), une suspension 

bactérienne a été infiltrée dans le limbe foliaire de jeunes plantules de Nicotiana tabaccum var 

xanti. L'infiltration a été effectuée par injection à l'aide d'une seringue stérile, en piquant 

latéralement une surface du limbe au niveau des nervures principales, qui se traduit par 

l'apparition d'une plage humide. Sur une autre zone de la même feuille une autre infiltration est 

réalisée avec de l'eau distillée stérile (témoin). Apres 48 à 72 h s'il y a apparition de tâches 

nécrotiques et formation de collapses au niveau de la zone infiltrée, la réponse est positive. 

 Gélatinolyse  

La production de la gélatinase est mise en évidence sur le milieu gélatine (Annexe II). 

Les tubes de gélatine solidifiée sont ensemencés par piqûre centrale avec les souches 

bactériennes et incubés à 28°C pendant 7 à 10 jours.  
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Il est nécessaire de mettre les tubes au froid (4°C/30 min) avant de les observer, sachant 

que la gélatine étant une protéine liquide à la température d’incubation. Ainsi, les tubes où la 

gélatine n'est pas dégradée se solidifient, alors que ceux qui restent liquides révèlent une activité 

hydrolytique des souches (Ekpenyong et al., 2016). 

 

 Production de levane sucrase  

 Le test de levane sucrase a été effectué sur milieu levane (Annexe II). Après 

ensemencement du milieu en boite de Pétri par une culture jeune âgée de 24h et incubation 

pendant 3 à 5 jours, le développement de colonies blanchâtres, convexes et bombées, 

étincelantes et muqueuses indique la présence de levane sucrase (Hildebrand et al., 1988). 

 

 

 Activité péctinolytique  

 La production de pectinases a été déterminée selon la méthode décrite par Cattelan 

et al., (1999) sur le milieu gélosé M9 (Miller, 1974), supplémentée de 4,8g / l de pectine et de 

1.2g d'extrait de levures. Après 2 jours d’incubation à 28 ° C, les boites de pétries ont été traitées 

avec quelques gouttes d’HCL (73g/l). L’apparition d'un halo claire autour des colonies indique 

une réaction positive. 

 
 

 Test catalase 

  La recherche de la catalase présente un intérêt taxonomique en ce qui concerne les 

bactéries à coloration de Gram positif.  

 Pour réaliser ce test, une colonie bactérienne isolée âgé de 24h est déposée sur une lame 

en verre propre et sèche en présence de peroxyde d’hydrogène (H2O2) à 10 volumes. Une 

réaction positive se traduit par l’apparition des bulles, suite au dégagement d’O2 (Dickey 

,1988). 

 

H2O2 ===>H2O + ½ O 
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III. Production des métabolites secondaires impliqués dans la phytostimulation et la lutte 

biologique  

           III.1. Production d’acide cyanhydrique (HCN) 

 La capacité à produire l’acide cyanhydrique par les bactéries isolées a été vérifiée selon 

la méthode Wei et al., (1991). Chaque souche âgée de 24h a été ensemencée à l’aide d’une anse 

stérile sur milieu TSA (Tryptone Soya Agar) additionnée de glycine (4,4 g/l). Un papier 

Whatman N°01 imprégné d’une solution de couleur jaune (5% d’acide picrique et 2% de 

carbonate de sodium) a été déposé sur le couvercle de chaque boite de Pétri en position inversée. 

Celles-ci ont été scellées avec du Parafilm, incubées à 28 °C pendant 4 jours (figure 12) et 

vérifiées quotidiennement afin d’identifier les souches producteurs d’HCN capables de virer la 

couleur du papier du jaune à l’orange. 

 

 

 

 

 

 

                   a                                                    b                                                 c  

Figure 12 : Les différentes étapes pour réalisation de test de production d’HCN. 

a : Traitement du papier whatman par une solution de picrate de sodium. b : Dépôt de disque de papier whatman 

au fond du couvercle de la boite. c : une boite scellée avec du parafilm après ensemencement et dépôt du papier 

whatman traiter par le réactif révélateur au fond du couvercle. 

 

III.2. Synthèse d’acide indole acétique 

 La production d'IAA a été déterminée selon la méthode standard de Bric et 

al.,(1991). Une colonie isolée jeune de 24h a été étalée sur papier Whatman n° 1 stérile (80mm 

de diamètre) déposé précédemment sur gélose Luria-Bertani enrechi du tryptophane (Annexe 

02), puis incubée à 28°C/48h. Le papier a été récupéré, puis traité avec le réactif de Salkowski 

(2% de FeC13 à 0.5M dans 35% d'acide perchlorique). Les disques de papier filtre ont été 

saturés dans une boite de Pétri en les plongeant directement dans le réactif, après 10 à 30 min. 

La production d'IAA et/ou de ses analogues se manifeste par la formation d'un halo rose à rouge 
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autour des colonies.  Pour les souches productrices d'autres types d'indoles la coloration est 

jaune à jaune brune (Naik et Sakthivel , 2006). 

III.3.Production d’ammoniac (NH3)  

 Le test qualitatif, de production d’ammoniaque a été réalisé selon la méthode de 

Capuccino et Sherman (1992). Il consiste à inoculer 100 μl de la suspension bactérienne dans 

10 ml d’eau peptonée (EP) (Cheminova) (figure 13). Après incubation (28 °C, 96h), 500 μl du 

réactif de Nessler (Prolabo) ont été ajoutés, le développement d’une couleur jaune ou orange 

indique la production de NH3 par les souches testées.   

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Ensemencement d’une culture de Pseudomonas spp.fluorcsents sur bouillon nitraté.  

III.4.Prodduction de phénazine 

 La production de phénazine a été recherchée selon la méthode de Thomashow et 

Weller (1988). La méthode consiste à ensemencer le milieu NBY (Nutrient Broth Yeast extract) 

(Annexe II) additionné de glucose (2%) avec une culture de Pseudomonas.spp fluorescent de 

24h puis incuber pendant 48h à 28°C. L’examen des cultures sous UV (356 nm) montre le 

développement de colonies pigmentées avec des halos sombres noirâtres, révélateur d’une 

activité phénazinique. 
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III.5.Production des enzymes  

          III.5.1 Solubilisation des phosphates  

 La recherche de Phosphatases a été effectuée sur milieu Pikovskaia (Mehta et Nautiyal, 

2001) par ensemencement en spots d’une culture jeune de Pseudomonas.spp fluorescents âgée 

de 24h sur boite de pétri (figure 14). Après incubation (96h à 28°C), la décoloration du milieu 

autours des colonies est un indicateur d’une solubilisation des phosphates. Cette méthode est 

basée sur la décoloration du Bleu-Bromo-Phenol (BPB) suite à l’abaissement du pH du milieu 

par la production de phosphatases. 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Ensemencement en spots des souches de Pseudomonas spp.fluorcsents sur milieu 

Pikovskaia. 

        III.5.2. Production de lipase  

 La recherche de lipases est effectuée par la mise en culture des souches jeune de 

Pseudomonas spp.fluorescents âgés de 24h sur milieu TSA (Tryptone Soya Agar) additionné 

de 1% d’acide oléique par la méthode d’ensemencement en spots (figure15). Une réaction 

positive est marquée par l’apparition d’un halo clair autour des colonies après incubation (5 à 

7jours à 28°C) (Degroot et al., 1991). 
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Figure 15 : Ensemencement en spots des souches de Pseudomonas spp.fluorcsents sur milieu 

TSA additionnée de 1% d’acide oléique. 

 

III.5.3. Les enzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE)  

III.5.3.1. Activité amylolytique  

La mise en évidence de la capacité des souches étudiées à dégrader l’amidon est réalisé 

sur un milieu de culture à base d’amidon (gélose à l’amidon) (annexe II). 

 Les souches ont été ensemencées par épuisement dans une boites de pétri, puis incubées 

à 28°C pendant 24 heures. La présence de l’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue 

noirâtre. Ceci implique une absence d’activité amylolytique. En revanche, si l’amidon est 

hydrolysé, un halo clair apparaitrait autour des colonies après inondation de la boite par une 

solution de lugol ce qui traduit une présence d’activité amylolytique chez les souches (Vinoth 

Raj et al., 2009). 

III.5.3.2. Enzyme protéolytique  

           L’activité protéolytique a été déterminée (Smibert et Krieg, 1994) sur gélose au lait 

écrémé par ensemencement en spots d’une culture jeune âgée de 24h sur boite de pétri, puis 

incubées à 28°C pendant 2jours. 

          La réaction positive se traduit par l’apparition d’un halo claire autour des colonies (Naik 

et Sakthivel, 2006). 
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III.5.5.Test de production d’acide organique  

 Le test de la production d’acide organique bactérien consiste à inoculer une suspension 

bactérienne âgée de 24h sur le bouillon minimal M9. Après 2 à 3 jours d’incubation et après 

l’ajout de réactif de rouge de méthyl. L’apparition d’une couleur rose dans le milieu indique la 

formation d’acide organique (Trivedi et Patil, 2013). 

 

 

IV. Evaluation du pouvoir antagoniste in Vitro 

IV.1. Purification des souches fongiques 

 La pureté des souches fongiques a été réalisé par transplantation successif des disques de 

champignon de 7 jours dans des boites de pétrie contenant le milieu PDA (Potato Dextrose 

Agar) (Jehnston et Booth, 1983) (Annexe II). Ces derniers ont été incubés à 30°C pendant 7 

jours. Les souches purifiées ont été conservées à 4°C. 

          IV.2. Essai d’antagonisme  

 Le pouvoir antagoniste des souches de Pseudomonas spp fluorescents a été déterminé 

par l’inhibition de la croissance mycélienne des champignons phytpathogènes. La 

détermination d’activité antagoniste in vitro des souches de Pseudomonas spp. fluorescents vis-

à-vis de deux souches fongiques de Fusarium oxysporum (G1 et G2) a été réalisée sur trois 

milieux différents (PDA et King B et le milieu Mixte) (Annexe II) par la méthode de 

confrontation directe dans le but de déterminer le meilleur milieu d’activité antagoniste 

(figure 16). 

 La méthode utilisée est celle décrite par Vincent et al. (1991). Les souches de 

Pseudomonas.spp fluorescents sont étalées sous forme d’une ligne sur une distance de 1,5 cm 

à partir des deux bords d’une boite de pétrie contenant du milieu gélosé (figure 17). Après 24 h 

d’incubation, un disque fongique de 6 mm venant d’une culture de 7 jours est déposé au centre 

de la boite (figure 18). L’ensemble est incubé à une température de 28°C pendant sept jours. 

Deux répétitions ont été effectuées pour chaque interaction.  
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Figure 16 : Méthode de conformation directe en boite de pétrie entre les souches de Pseudomonas spp 

.fluorescents et le champignon Fusrium oxysporum. 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Ensemencement d’une souche de Pseudomonas spp .fluorescents sous forme de deux 

stries en parallèles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Transplantation d’un disque fongique au centre de boite de pétrie contient la souche de 

Pseudomonas spp.fluorescents après incubation de 24h 

 

 

 

Trait Bactérien  

Disque fongique 
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 Expression des résultats  

La réduction du diamètre des colonies mycéliennes des champignons pathogènes en 

présence des souches de Pseudomonas spp. fluorescents comparé au témoin non inoculé, 

indique la présence d’une activité antagoniste ou non. Le pourcentage d’inhibition est calculé 

selon la relation suivante (Wang et al., 2012) : 

 

 

  

 

      I : pourcentage d’inhibition des champignons testés (%).  

      R: diamètre de mycélium dans la boîte de témoin (mm).  

      r: diamètre de mycélium dans les boîtes inoculées par les bactéries (mm). 

 

 Les témoins dans le cas des cultures fongiques ont été représentés par des disques 

mycéliens de chaque souche fongique sans la présence des souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents. 

  

I%= [(R-r)/R] X 100 
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Au cours de cette étude, nous avons procédé à l’identification et la caractérisation d’une 

collection de 25 souches isolées de l’endophytosphére du palmier dattier. Les résultats de 

l’identification des souches, la mise en évidence de la production des métabolites secondaires 

et de leur activité antagoniste sont présentés ci-après.   

 

I. Identification des souches Pseudomonas spp.fluorescents endophytiques 

Les résultats de l’identification des 25 isolats provenant de l’endorhizosphère du palmier 

dattier des différentes variétés des deux régions (Kenadsa et Taghit) situées dans le sud de 

l'Algérie de la wilaya de Béchar sont illustrés dans le tableau 4 

Tableau 4 : Quelques Caractéristiques morphologiques et biochimiques des 25 souches 

testées  

+: Positif; -: négatif, BGN: Bacille à Gram négative, BGP: Bacille à Gram positive  

 

 

 

Souches  Aspect  Forme  Coloration 

de Gram 

Oxydase  Catalase  Pigment  

TBF1 Jaune, lisse  Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TBF5 Jaune, muqueuse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TBJ6 Blanche, lisse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TBJ9 Blanche, lisse Circulaire BGP - + Jaune-vert 

TRJ5 Verte, muqueuse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TRF4 Jaune, muqueuse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TRJ10 Jaune, lisse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TPF2 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TPF7 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TPF11 Verte, lisse  Circulaire  BGN - + Jaune-vert 

TPF31 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TPJ1 Blanche, muqueuse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TBR21 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TBR51 Jaune verte, lisse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TCR2 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TRR5 Jaune, lisse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

TCF1 Blanche, lisse  Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TCF8 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

TCF14 Verte, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 

KFR2 Blanche, lisse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

KHE7 Blanche, muqueuse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

KHE62 Jaune, lisse  Circulaire BGN + + Jaune-vert 

KMR2 Blanche, muqueuse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

KMR7 Jaune, muqueuse Circulaire BGN + + Jaune-vert 

KTE41 Blanche, lisse Circulaire BGN - + Jaune-vert 
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I.1.Caractérisation physiologiques et biochimique des isolats 

A. Test de la fluorescence  

 Le test de la fluorescence réalisé sur les 25 isolats a révélé la présence d’un pigment 

fluorescent traduisant par une couleur jaune verdâtre sous la lampe UV (350-400nm), dans l’ 

l’intensité de la fluorescence varie d’une souche à autre (figure 19). Nous avons constaté que 

la fluorescence varie non seulement en fonction des souches mais aussi selon l’âge de la culture. 

La coloration et l’intensité du pigment émis varie du vert jaune au jaune brun. Ces mêmes 

observations ont été signalées par Digat et Gardan (1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Les fluorescences des isolats bactériens sous UV (350-400nm). 

 

B. Aspect des colonies  

 Après purification, les souches bactériennes ont montré sur le milieu KB des caractères 

culturaux très rapprochés. D’une manière générale, les colonies présentent un contour régulier, 

la coloration est souvent crème et parfois beige. Pour toutes les souches, l’aspect des colonies 

est lisse, leur élévation est convexe et le diamètre varie de 0.5 à 4 mm et cela en fonction de 

l’âge de la culture. Les résultats de la caractérisation physiologique est biochimique sont 

représentés dans le tableau 3. 

C. Examen microscopique  

 La coloration de Gram a révélé que 1 sur 25 isolats soit 96% sont des bacilles à Gram 

négatif. Ce constat est vérifié par le test de potasse indicateur de Gram. L’augmentation de la 

viscosité du KOH et la formation d’un filament mucoïde confirme que ces bactéries sont à 

Gram négatif (Tableau 3 et Figure 20). 
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Figure 20 : Le test de potasse indicateur de Gram : La formation d’un filament mucoide confirme le 

Gram négatif. 

            

         D. Test catalase et oxydase 

 Dans le test de catalase, l’apparition des bulles d’air due à un dégagement gazeux de 

dioxygène est observée pour les 25 (100%) isolats signifiant qu’elles possèdent la catalase, et 

sont dites catalase positive (Tableau 3 et Figure 21). 

 L’activité oxydase a été notée positive chez 12 sur 25 (48 %) isolats indiquée par 

l’apparition d’une couleur violette (Tableau 3 et Figure21). 

 

 

 

 

                                              a    b 

Figure 21 : Résultat positive pour les souches testées de catalse et oxydase 
(a): catalase, (b): oxydase 

 

E. Test de levane  

 La production de levane sucrase a été notée positive chez 19 sur 25 (76%) isolats testés 

indiquée par l’apparition d’une culture bombée, étincelantes, muqueuses et brillante. L’absence 

de ce type des colonies a confirmé un test négatif pour les autres souches (Tableau 3 et Figure 

22). 
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Figure 22 : Résultat de la production de levane sucrase sur les souches de Pseudomonas 

spp.fluorescents. 

a : Production de levane sucrase, b, c : absence de la production de levane 

 

 F. Test d’hypersensibilité sur Tabac   

Les résultats de test d’hypersensibilité sur Tabac montrant qu’aucune réaction positive 

n’est observée marquée par l’absence de tâches nécrotiques et formation de collapses au niveau 

de la zone infiltrée. 

G. Test d’arginine dihydrolase  

La dégradation de l'arginine a été notée chez toutes les souches testées (100%).  Le 

résultat positif se traduit par l’apparition d’une coloration violette suite à l’alcalinisation du 

milieu. 

H. Gélatinolyse 

La production de la gélatinase a été révélée chez 2 souches seulement parmi les 25 (8%) 

traduisant par la liquidification du milieu suite à une activité hydrolytique des souches. 

I.2. Identification phénotypique des isolats 

Les méthodes de caractérisation ont permis une identification préliminaire des isolats issus 

du biotope étudié. La sélection initiale a permis de constituer une collection de 25 souches 

bactériennes fluorescentes. Les tests de l’oxydase et de l’arginine-dihydrolase, considérés 

comme des tests déterminatifs dans l’identification des Pseudomonas spp. fluorescents (Bossis, 

1995), ont été pratiqués sur les 25 souches. L’étude des cytochromes respiratoires a permis de 

distinguer P. aeruginosa des autres espèces saprophytes ayant une cytochrome C oxydase 

(Stanier et al., 1966) et de la plupart des espèces phytopathogènes dépourvues de cette enzyme 

(Lelliot et al., 1966; Sands et al., 1967; Palleroni,1984). Le test de l’hypersensibilité (HR) a 

a 

b 

b

b 

c

c 

TRj10 

TBF1 TBj6 
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permis de discriminer davantage les saprophytes des phytopathogènes, lesquels provoquent une 

réaction d’hypersensibilité (Klement,1963). 

Les résultats ont permis de retenir 12 souches [oxydase (+), arginine (+) et tabac (-)], 

apparentées à des Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes, soit un taux de 41,32% du total 

des souches isolées. 

Les caractères physiologiques et biochimiques des isolats bactériens, selon les réactions 

obtenues dans les tests discriminatifs proposés par Bossis (1995), ont permis de regrouper la 

grande partie des souches (83%) en : Pseudomonas putida ou au sein du groupe intermédiaire 

entre P. putida et P. fluorescens.  Les souches qui ne correspondent pas aux profils des espèces 

citées (16%) sont affiliés aux espèces de P.fluorescens oubien P. aureofaciens, ou 

P.chlororaphis). Les résultats de quelques tests de la clé dichotomique sont présentés dans le 

tableau 5.  

Tableau 5 : Spectre de réponse d’identification selon de la clé dichotomique proposée par 

Bossis (1995). 

 

 + : réaction positive, - : réaction négative, Nt : non déterminé, * : Groupe intermédiaire entre P.fluorescens et 

P.putida 
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TBF1 + + + - - nt - nt nt nt nt                   

 

 

 
P.putida / 

P.fluorescens- 

Putida* 

 

TBF5 + + + - - nt + nt nt nt nt 

KFR2 + + + - - nt - nt nt nt nt 

TBR51 + + + - - nt - nt nt nt nt 

TRF4 + + + - - nt + nt nt nt nt 

KHE7 + + + - - nt + nt nt nt nt 

KMR2 + + + - - nt + nt nt nt nt 

TRJ10 + + + - - nt + nt nt nt nt 

KHE62 + + + - - nt + nt nt nt nt 

KMR7 + + + - - nt - nt nt nt nt 

TBJ6 + + + - + nt - nt nt nt nt P.fluorescens / 

P.chlororaphis/ 

P.aureofaciens TRR5 + + + - + nt + nt nt nt nt 



Chapitre III                                                                          Résultats et discussion 

Page 43 
 

Par ailleurs, selon les résultats obtenus par le test LOPAT, on peut regrouper nos 

souches en deux sous- groupes V (Va et Vb) de Pseudomonas fluorecsents, qui ne diffèrent que 

par le caractère levane discriminé par Lelliott et al., (1966) (tableau 5). 

Tableau 6 : Spectre de réponse d’identification selon les tests LOPAT 

 
        + : réaction positive, - : réaction négative, 

 

II. Métabolites secondaires 

Les résultats de la recherche de la production des métabolites secondaires testés sur les 

12 souches de Pseudomonas spp.fluorescents isolées de l’endophytosphere du palmier dattier 

sont illustrés dans le tableau 7 ci-dessous.   

Tableau 7 : Nombre et taux des souches de Pseudomonas spp.fluorescents producteurs des 

métabolites secondaire.  

HCN : Acide cyanhydrique, AIA : Acide indole acétique, Phos : Phosphatase, Amm : Ammoniac, Amy : Amylase, 

Pect : Pectinase, Lip : Lipase, Prot : Protéase 

 

 

Les 

souches 

  LOPAT   Le groupe 

de LOPAT 

 Levane Oxydase Pectinase Arginine 

dihydrolase 

Tabac  

TBF5 - + - + -  

 

Va 
TBj6 - + - + - 

KFR2 - + - + - 

TBR51 - + - + - 

TBF1 + + - + -  

  

       Vb 
KHE7 + + - + - 

KMR7 + + - + - 

KMR2 + + - + - 

KHE62 + + - + - 

TRJ10 + + - + - 

TRR5 + + - + - 

TRF4 + + - + - 

Métabolites 

secondaires 

Amm  AIA Phos HCN Amy Prot Lip Pect phen 

Nombre des 

souches  

12 9 6 5 10 3 0 0 0 

Pourcentage  100% 75% 50% 41,6% 83% 25% 0% 0% 0% 



Chapitre III                                                                          Résultats et discussion 

Page 44 
 

 Selon le tableau 7, 100% des souches ont le pouvoir de produire l’ammoniac NH3, 50% 

produisent les phosphatases, 75% sont apte à produire l’acide indole acétique (AIA), 41,6% 

produisent l’acide cyanhydrique (HCN), 25% sont capable de produire les enzymes 

protéolytiques, par contre ont a marqués une absence totale de production de pectinase, lipase, 

les acides organiques et la phénazine.   

 

II. 1. La production d’acide indole acétique (AIA)  

 La production d’acide indole acétique (AIA) et/ou de ses analogues a été notée positive 

chez la plupart des souches testées. Toutefois 9 de ces derniers (75%) ont développées une 

coloration rose à rouge après 10 à 30min d’addition de réactif révélateur (Réactif de Salkowski). 

Pour les souches productrices d’autre type d’indoles (25%), la coloration est jaune à jaune brune 

dont l’intensité varie d’une souche à une autre (figure 23). 

         

Figure 23 : Production d’acide indole acétique (AIA) et d’autres types d’acide indole acétique par 

quelques souches de Pseudomonas spp.fluorecsents.  

  a, c : Production d’acide indole acétique (AIA) par les souches de Pseudomonas spp.fluorescents. 

 b, d : Production d’autre type d’acide indole acétique par les souches Pseudomonas spp.fluorescents. 

 

II.2. La production d’acide cyanhydrique (HCN) 

  Tableau 8 : Production de cyanide d’hydrogène 

    

 

 

                 + : production, - : aucune production 

                   

                 

Souches de Pseudomonas spp.fluorescents testées Production d’HCN 

TRR5, TRJ10, TRF4, TBR51, KHE62 + 

TBF5, KMR7, KMR2, TBJ6, KHE7, TBF1, KFR2 - 

 

 

a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

Témoin 
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              La production d’acide cyanhydrique (HCN) a été testée sur 12 souches. Les résultats 

illustrés par le tableau 8 ont montré que seulement 5 souches (41.6 %) ont indiqué leur capacité 

à produire l’acide cyanhydrique révélé par le changement de la couleur jaune du papier wattman 

vers la couleur orange (Tableau 8 et figure 24). 

 

 

 

 

 

Figure 24 : la production d’acide cyanhydrique (HCN) par les souches de Pseudomonas 

spp.fluorecsents. 

              a : résultat positive, b : témoin, c : résultat négative 

II.3. Phénazines  

             La production de phénazine a été révélée par l’examen sous UV (356 nm) des cultures 

bactériennes ensemencées sur le milieu NBY additionné de glucose (2%) et incubées pendant 

2jours à 28 °C. Les résultats montrant qu’aucune réaction positive n’est observée marquée par 

l’absence des colonies pigmentées avec des halos sombres noirâtres après l’examen des cultures 

sous UV (356 nm). 

II.4.5.Production de l’ammoniac 

              La production de l’ammoniac a été notée chez toutes les souches testées (100%). Le 

résultat positif se traduit par le virage de la couleur du milieu vers le jaune ou orange.  

II.4. Production des enzymes  

II.4.1.Phosphatases : 

 

Tableau 9 : Production de phosphatase  

Souches de Pseudomonas testées solubilisation du phosphate 

TBF1, TBF5, TRF4, KHE7 ++ 

KMR7, KMR2 + 

TBJ6, TRJ10, TBR51, KHE62, KFR2, TRR5 - 

++ : Fortement productrice, + : faiblement productrice,- : aucune production  

 

a 

 

b 

 

c 
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 Le test de solubilisation du phosphate indique que 50% des souches testées synthétisent 

la phosphatase qui solubilise le phosphore inorganique sous forme bicalcique. Ces dernières 

ont développées un halo clair autour des spots et/ou décolorent le milieu de culture. L’intensité 

de la couleur du milieu de culture et le diamètre des halos sont variable selon les souches, 

dénotant une variabilité dans le pouvoir de solubilisation du phosphore selon les souches testés 

(Tableau 9, figure 25). 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Production de phosphatase par les souches de Pseudomonas spp.fluorecsents. 

II.4.2.Lipase  

 Une réaction négative marquée par l’absence d’halos clairs autour des spots a été 

observé pour l’ensemble des souches testées lors de la mise en évidence de la production de 

lipase dans le milieu TSA (Tryptone Soya Agar) additionnés de 1% d’acide oléique après 7jours 

d’incubation à 28 °C. 

II.4.3.Pectinase  

 Sur gélose M9 supplémentée de 4,8g / l de pectine, les 12 souches bactériennes testées 

se sont montrées incapable de produire la pectinase. Après 2 jours d’incubation à 28° C, et 

application de quelques gouttes d’HCL (73g/l) aucun halo indiquant le pouvoir hydrolytique 

n’est observé autour des colonies bactériennes.  

 

 

 

 

 

TBF5 

TBJ6 
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II.4.4.Les enzymes dégradant les parois cellulaires (CWDE) 

II.4.4.1. Production d’amylase  

L’activité amylolytique a été testée sur un milieu de culture à base d’amidon. La plus 

part des souches testées (83%), ont montré une réaction positive dans la dégradation de 

l’amidon par production d’amylase. L’apparition d’un halo clair autour des colonies après 24h 

d’incubation et inondation de la boite par une solution de lugol indique une réaction positive 

(figure 26), en revanche la présence de l’amidon dans le milieu donnera une couleur bleue 

noirâtre. Ceci implique une absence d’activité amylolytique (figure 26). 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Production d’amylase par les souches de Pseudomonas spp.fluorecsents. 

a : résultat négative, b : résultat positive 

 

II.4.4.2. Production d’enzyme protéolytique  

 La production des enzymes protéolytiques a été révélée chez trois souches bactériennes 

seulement. Ces derniers ont développées un halo clair autour des colonies en dégradant les 

protéines par production de protéase (Figure 27).    

 

 

 

 

 

Figure 27 : Production des enzymes protéolytiques par les souches de Pseudomonas spp.fluorecsents . 

 

a 

 

b 
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II.4.6.Production d’acide organique  

            Sur bouillon minimal M9, les souches testées se sont manifesté par une absence totale 

de la production d’acide organique. Après incubation 48h à 28 ° C et l’addition de réactif de 

rouge de méthyl, marqué par l’absence du couleur rose. 

 

III .Résultats de la sélection des souches de Pseudomonas spp.fluorescents antagonistes in 

vitro  

 Les huit souches de Pseudomonas spp.fluorescents ont été testées pour leur capacité à 

inhiber la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f sp albedinis (G1), et Fusarium 

oxysporum f sp lycopersici (G2) sur trois milieux différents (PDA, KB, Mix). Cette inhibition 

se traduit par la réduction du diamètre des colonies de Fusarium, par rapport au témoin.  

        Les résultats obtenus ont montrent que huit souches de Pseudomonas spp.fluorescents 

exercent des effets antagonistes vis-à-vis des deux formes de Fusarium oxysporum, mais à des 

degrés divers. Cette variation dépend des souches antagonistes testées, des milieux de cultures.  

 

  Sur milieu PDA : 

 Les résultats de l’effet antagoniste exercé par les deux formes de F. oxysporum ont 

montré que le diamètre des colonies mycéliennes a été réduit fortement en présence des souches 

antagonistes de Pseudomonas spp fluorescents, comparé au témoin non inoculé. L'action 

inhibitrice la plus forte est estimée pour les souches KFR2, TRR5 et TBR51 avec un 

pourcentage d’inhibition de 80%, 71% et 69% contre G1 et de 88%, 81%,  et 67% contre G2 

respectivement. TBF1 a montré un taux d’inhibition moins important de 24% contre G1 et 54% 

contre G2 (Figure 28). 

Les souches TBf5, KHE62, KMR2 montrent une très faible inhibition, même 

négligeable contre G1 (<15%) qui sont respectivement de 15%, 10% et 15% par contre la 

souche KHE7 a montré une activité négligeable et presque nulle de 5% contre les 2 souches 

fongiques.  

Au - delà du 7éme jour, nous remarquons une stabilité dans l'inhibition de la croissance 

mycélienne en confrontation avec toutes souches antagonistes (Figure29). 
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Figure 28 : Résultats de l’activité antifongique des différentes souches sur milieu de culture PDA. 

 

 

 

 

   

Figure 29 : Activité antifongique des souches testées sur milieu PDA. 

     a: Forte activité antagoniste contre G2    b : Témoin , c : activité antagoniste contre G2 

 

 Sur le milieu King B :  

 L’activité antifongique des souches testées sur milieu KB a été marquée fortement 

positive chez KFR avec 88,57 %, la souche TBR51 avec 84,28% et pour la souche TRR5 avec 

84 % d’inhibition contre G2.  Par contre elles ont marquées un taux d’inhibition moins 

important contre G1 avec respectivement 56%, 46% ,46%. Concernent les souches bactériennes 

KMR2, KHE7, KHE62 et TBF1, nous avons noté respectivement le même taux d’inhibition 

contre G1 et G2  de 40% et de 35% pour KMR2 et KHE7, 34% contre G1 et 46.4% contre G2 

, 30% et 50% contre G1 G2 pour les souches KHE62 et TBF1. La souche TBF5 montre la plus 

faible action inhibitrice contre G2 avec un pourcentage d'inhibition de 23% (Figure 30). 
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Au du 7 ème jour et avec les même souches, nous notons une stabilité de l'effet 

antagoniste (Figure 31). Après 30 jours de confrontation avec les souches KMR2 et KHE7 

contre G2, le pathogène a repris sa croissance pour atteindre le même diamètre (8cm) que celui 

du témoin. 

           

Figure 30 : Résultats de l’activité antifongique des différentes souches sur milieu King B 

 

 

 

 

 

Figure 31 : activité antifongique sur milieu King B. 

a : absence d’activité antagoniste contre G2, b : témoin, c : activité antagoniste contre G2 

 

 Sur le milieu mixte : 

 Les résultats de l’activité antagoniste sur le milieu Mixte (figure 32), montrent une forte 

activité antifongique chez les souches TBR51, TRR5 et KFR2 avec des taux d'inhibition de 

81%, 81% et 72% vis-à-vis de Fusarium oxysporum f.sp albedinis (G1), et de 76,25%, 81% et 

78,12% contre Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (G2) resectivement. La souche TBF1 a 

montré une activité antagoniste moins importante avec un taux d’inhibition égale à 51% contre 

le G2. En revanche la souche à montrer une faible activité contre G1 à 30%.  
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Concernent les souches KHE7, KMR2, KHE62 nous avons remarquée des taux d’inhibition de 

30% ,47% et 46% contre G1 et contre G2 de 30%, 42%, 31% respectivement. La souche TBF5 

a montré la plus faible activité avec un taux d’inhibition de 25% contre G1 et 28% contre G2. 

  Au du 7 ème jour et avec les même souches, nous notons une stabilité de l'effet antagoniste. 

Après 30 jours de confrontation avec la souche KMR2 contre G1, le pathogène a repris sa 

croissance pour atteindre le même diamètre (8cm) que celui du témoin. 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Activité antifongique sur milieu Mixte. 

  a : forte activité antagoniste contre G2     b : Témoin       c : Forte activité antagoniste contre le G2 

 

               

Figure 33 : Résultats de l’activité antifongique des différentes souches sur milieu Mixte. 
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Discussion  

Les Pseudomonas spp. fluorescents sont des bactéries hautement adaptables et 

cosmopolites dans différents habitats tels que le sol et la rhizosphère végétale. comme ils 

peuvent pénétrer et occuper les tissus internes de la plante, formant le microbiome 

endosphérique (Vokou et al., 2012). 

L'identification des 25 isolats de Pseudomonas spp.fluorescents endophytiques a été 

basé en premier par la production de pigment fluorescent, la caractérisation morphologique, 

l’examen microscopique, le test d'oxydase, la catalase, arginine dihydrolase, ainsi que le test 

LOPAT et quelque test de la clé dichotomique proposé par Bossis (1995). Les résultats obtenus 

de ces tests ont permis de sélectionner 12 souches présentant les caractéristiques du groupe 

Pseudomonas spp.fluorescents. 

Les études réalisées depuis plus d’un siècle sur ce genre bactérien ont mis en évidence une 

complexité dans ses caractéristiques taxonomiques. La majorité des études taxonomiques sur 

les Pseudomonas spp.fluorescents a révélé la complexité de la variabilité au niveau des 

différentes espèces appartenant à ce groupe (Palleroni et Stanier, 1964 ; Digat et Gardan, 

1987 ; Bossis et al., 2000 ; Palleroni, 2015). En effet, il est souvent difficile de réaliser une 

identification précise et de faire la distinction entre les différentes espèces (Benchabane, 2005 ; 

GarridoSanz et al., 2016 ; Benoussaid , 2018). 

 Selon la clé dichotomique proposées par Bossis  (1995),  l’hydrolyse  de  la  gélatine  

permet  la  distinction  de  P. putida  des  autres Pseudomonas spp. fluorescents. D’après les 

résultats obtenus 83% des souches sont affiliées a P.putida ou P.intermidiare tandis que 16% 

appartenant aux autres especes de Pseudomonas spp.  fluorescents (P.fluorescens ,P. 

aureofaciens, P.chlororaphis) (tableau 5).  

Par ailleurs, selon les résultats obtenus par le test LOPAT on peut regrouper nos souches 

en deux sous- groupes V (Va et Vb) de Pseudomonas fluorecsents (tableau 6), qui ne diffèrent 

que par le caractère levane discriminé par Lelliott et al., (1966). De plus le pouvoir 

pectolytiqules et l’induction de la réaction d’hypersensibilité au tabac est une caractéristique 

des Pseudomonas spp phytopathogéne (Lelliott et al., 1966 ; Lelliott et Stead, 1987 ; Cottyn 

et al., 2009). 
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Outre leur signification taxonomique, les tests biochimiques utilisés pour l’identification 

des isolats de Pseudomonas spp.fluorescents, peuvent être considérés comme indicateurs de 

l’aspect métabolique de ces bactéries, qui semble être un avantage pour leur adaptation au sol 

et à la rhizosphère (Mezaache, 2012). 

Les tests de l'oxydase et de l'arginine dihydrolase sont considérés comme des tests 

déterminatifs dans l'identification des Pseudomonas spp.fluorescents (Mercenier et al., 1980 ; 

Digat et Gardan, 1987 ; Jacques, 1994 ; Bossis, 1995). Les Pseudomonas spp.fluorescents à 

cytochrome oxydase positive sont des microorganismes hétérotrophes qui ont l’aptitude 

d’utiliser une gamme étendue de composés organique (Latour et Lemanceau, 1997). 

Contrairement aux espèces oxydase-négative qui sont toutes phytopathogènes (Misaghi et 

Grogan, 1969 ; Palleroni, 1984). De plus, l’arginine a un rôle physiologique important pour 

générer des substrats à haut niveau d’énergie sous forme d’ATP en absence d’oxygène. Cette 

voie est considérée comme la seule voie anaérobique chez les Pseudomonas (Latour et 

Lemanceau, 1997). Nos résultats concorde avec ceux de Palleroni et al., ( 1984) ; Jacques,( 

1994 ) et Bossis ,(1995). 

Ces résultats concordent avec les résultats obtenu par plusieurs auteurs (Mezaache, 2012 ; 

Benoussaid, 2018) qui confirment que Pseudomonas est un group hétérogène difficile à 

identifier. L’identification phénotypique reste une étape primordiale voir indispensable pour 

l'identification des Pseudomonas spp fluorescents. Cependant, d'autres tests phénotypiques et 

génotypiques par des moyens moléculaires tels que PCR, électrophorèse, western blot, le 

MALDI-TOF-MS sont nécessaires pour identifier avec certitude ces bactéries. 

    Les Pseudomonas spp endophytiques sont une source riche de métabolites divers et 

fonctionnels qui améliorent directement ou indirectement la tolérance de l'hôte à différents 

stress, les rendant ainsi bénéfiques pour les plantes, et ils servent potentiellement d'agents 

biologiques prometteurs dans le biocontrôle des maladies telluriques (Tan et al., 2001 ; 

Widiantini et al., 2017 ). Les 12 souches testées pour leur pouvoir à produire les métabolites 

secondaires impliqués dans les activités phytobénéfique ont été révélé productrices de la plupart 

de ses métabolites.   

L’acide indole-3-acétique est la phytohormone principale  qui  accélère  la  croissance  

et  le  développement  des  plantes  en améliorant  la  croissance  des  racines et des  tiges. Elle 

est impliqué  dans  la  division  cellulaire,  la  différenciation  et  la  formation  de  faisceaux 

vasculaires (Campanoni, 2005) ainsi que dans les interactions plantes-bactéries (Spaepen et 
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Vanderleyden, 2011). C’est  une  hormone  essentielle  à  la  formation  de  nodules  

(Choudhury  et  al., 2019). La production de cet acide par Pseudomonas spp.fluorescents a été 

impliquée dans pratiquement tous les aspects de la croissance des plantes et le développement, 

ainsi que les réactions de défense. 

 La réalisation de ce test in vitro par les souches Pseudomonas spp.fluorescents, nous a 

permis de constater que la plus part des souches testées sont capable de synthétiser l’AIA en 

présence de tryptophane, qui est secrété naturellement par les exsudats racinaires (Kamilova et 

al., 2006). Ce dernier est considéré comme le précurseur, du fait que son adjonction est 

nécessaire à la production de cette hormone (Benoussaid, 2018).  

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Chaiharn et Lumyong, (2011), qui ont 

constaté qu'environ 80 % des bactéries de la rhizosphère peuvent sécréter de l’AIA, cela semble 

être dû à une forte quantité de matières organiques dérivées des racines des plantes et des 

exsudats radiculaires nécessaires à la croissance microbienne. L’absence de la production chez 

les trois souches serait liée donc à la perte de l’information génétique et du mécanisme 

physiologique de la biosynthèse de l’AIA (Mishra et al., 2010). 

            L’acide cyanhydrique (HCN) est un métabolite secondaire volatil qui inhibe la 

croissance et le développement des micro-organismes. Cet acide produit par certaines bactéries 

endophytique joue un rôle primordial dans le biocontrôle des agents phytopathogénes (Siddiqui 

et al., 2007) et la réduction de la gravité des maladies telluriques (Voisard et al., 

1989 ;Thomashow, 1990). La production de l’HCN par les Pseudomonas fluorescents est 

impliquée dans l’inhibition de la croissance de plusieurs agents phytopathogènes fongiques, en 

agissant directement sur les cellules en bloquant les cytochromes oxydases dans la chaine 

respiratoire (Blumer et Hass, 2000 ; Devi et al., 2007 ;Devi et Kothamasi, 2009).  

Les résultats de notre étude, sur la production de substances volatile (HCN) ont montré 

que parmi les 12 souches, 5 ont montré une cyanogènèse positive en présence de la glycine qui 

joue un rôle comme précurseur de cyanides, et en présence d’HCN synthase elle est 

décarboxylée en HCN et en CO2 (Nandi et al., 2017).  Cette différence revient à la variabilité 

génétique chez les Pseudomonas. Les résultats obtenus au cours de cette expérimentation 

concordent avec plusieurs travaux précédents qui ont démontré la capacité des Pseudomonas 

fluorescents endophytes à produire l’acide cyanhydrique (HCN) (Karmegham et al., 2020 ; 

Naglimat et al., 2021). 
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            Le phosphore est le deuxième nutriment essentiel au fonctionnement des végétaux après 

l’azote, car il joue un rôle crucial dans de nombreuses réactions enzymatiques. De la même 

façon que l’azote, le phosphore ne peut pas être directement assimilé par la plante car il forme 

dans le sol de nombreux complexe (Khan et al., 2009). La solubilisation du phosphore en 

phosphate peut être réalisée par les bactéries endophytes lors de la sécrétion de phosphatases, 

le rendant ainsi assimilable par la plante (Otieno, 2015 ; Mtos, 2017).    

 En effet, il a été démontré que Pseudomonas spp.fluorcsents est impliqué dans la 

solubilisation des phosphates insolubles. Ces espèces améliorent la croissance des plantes en 

augmentant la disponibilité en phosphore assimilable (Tilak et al., 2005). 

 Dans cette étude, les 6 souches qui ont la capacité de solubiliser le phosphore sont 

indiquées par la formation d’un halo de solubilisation et /ou par changement de la couleur du 

milieu de culture. Cette réaction n’est pas due à la production d’acide organique mais à la 

production d’enzymes phosphatases. Ceci concorde avec les résultats obtenues par Naglimat 

et al., (2021) qui ont montré la capacité des Pseudomonas spp.fluorescents de solubiliser le 

phosphore. L’absence de phosphatase chez les autres souches serait expliquée par leur 

déficience enzymatique. En effet, la disponibilité de formes solubles du phosphate dans le 

milieu entraine leur association avec les acides organiques libérés, en formant des composés 

organo-phosphatés. Ces derniers seraient difficiles à dégrader par les souches bactériennes de 

Pseudomonas (Chaiharm et Lymyong, 2009).  

Les Pseudomonas endophytiques produisent diverses enzymes telles que les protéases 

et amylases (Gao et al., 2010 ; Rajulu et al., 2010). Ces enzymes peuvent dégrader la paroi 

cellulaire des agents pathogènes ou inhiber la germination des spores. C'est un moyen efficace 

pour augmenter la résistance de l'hôte contre les phytopathogènes et de permettre à l'hôte 

d'obtenir une protection contre le stress biotique (Cook et al., 2010). 

 D’après nos résultats de la production de ces enzymes, 25% et 83% des souches ont été 

productrices respectivement des protéases et amylase. Ces résultats confirment que ces 

bactéries peuvent produire des enzymes hydrolytiques en l’occurrence des protéases qui 

provoque la lyse de la paroi des champignons phytopathogénes (CWDE : cell wall degrading 

enzymes). Ceci concorde avec les résultats de Naik et Sakyhivel, (2006) qui ont montré que la 

souche Pseudomonas PUP6 produirait des protéases ayant une activité CWDE et avec les 

résultats de Siala et al., (2016) qui ont observé l’activé amylolytique chez  Pseudomonas 

spp.fluorescents endophytiques.  
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La production d’ammoniac (NH3) est une caractéristique importante des Pseudomonas 

endophytes, cette propriété influencent indirectement sur la croissance des plantes, qui est par 

l'alcalinisation du milieu qu'il provoque, peut avoir un effet inhibiteur, principalement sur la 

croissance d'espèces fongiques phytopathogénes (Benchabane, 2005). Nos résultats montrent 

que 100% des souches produisent l’ammoniac. Ceci concorde avec les résultats de Ali, (2019) 

et Agarwal al., (2020), qui ont constaté que tous les isolats testées se sont avérés productrice 

d’ammoniac. 

 Dans la troisième partie de ce travail, le choix des huit souches a été effectué par rapport 

à la forte production des métabolites secondaires. L’étude de l’activité antagonisme in vitro a 

été révélée chez les huit souches de Pseudomonas spp.fluorescents qui ont été testées pour leur 

capacité à inhiber la croissance mycélienne de F.o.a (G1) et de F.o.l (G2) sur trois milieux 

différents (PDA, KB, Mixte). Avec des effets antagonistes divers. Cette variation dépend non 

seulement des espèces et des souches antagonistes testées, mais aussi de la composition du 

milieu de culture. Les résultats obtenus concordent avec ceux déjà obtenu par plusieurs auteurs 

qui ont montré que les Pseudomonas sont connues pour leurs activités antagonistes envers 

plusieurs microorganismes phytopathogéne (Haas et Defago, 2005).  

 La différence dans l'activité antagoniste exercée par ces bactéries peut être expliquée 

par la production d'une ou plusieurs substances antimicrobiennes. Cela dépend de l’espèce, de 

la nature du métabolite ainsi que la quantité libérée dans le milieu utilisé (Kamilova, Validov 

et al., 2005). Le pouvoir antimicrobien des souches TBR51, TRR5, KFR2 est meilleur sur le 

milieu KB et Mixte avec des taux d’inhibitions presque identique allant jusqu'à 88%. Ces 

résultats sont proches de ceux obtenus par Benoussaid, (2018) et celle obtenue par  

Karmegham et al.,(2020) qui ont constaté que Pseudomonas spp.fluorescent présente un effet 

antagoniste claire contre Fusarium oxysporum avec des taux d'inhibition allant jusqu'à 70%. , 

qui ont constaté que Pseudomonas spp.fluorescents endophytiques présentent un effet 

antagoniste claire contre Fusarium oxysporum.  

 Ce pouvoir antagoniste s’exprime bien sur le milieu KB qui est considéré comme 

sélectif pour les Pseudomonas spp.fluorescents et qui est expliquée par la  synthèse  des 

sidérophores  qui  chélatent  les  ions  de  fer  trivalent,  suite  à  la  production  de pigment  

fluorescents  (Hass  et al.,  1991 ;  Lemanceau, 2007 ;Dahdah et al., 2015). Le groupe de  

Pseudomonas  spp fluorescents  intervient  dans l’inhibition des microorganismes  pathogènes 

et la suppression des maladies par  le phénomène de  compétition  vis-à-vis  du  fer  (Dahdah 
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et al., 2015). Ces résultats suggèrent que l’activité antagoniste exercée par les différentes 

souches sur le milieu Mixte, n’est  pas due à l’action des  sidérophores, car ce  milieu ne  

favorisent  pas  la  production  des  pigments  fluorescents. Ceci peut être expliqué par 

l’implication d’autres mécanismes d’action, telle que les métabolites à effet inhibiteurs.  

 D’autres part, le même essai sur le milieu PDA révèle la présence des zones 

d’inhibitions autour du pathogène fongique. Ces résultats peuvent être expliquées par l’effet 

bénéfique de Pseudomonas spp fluorescents en excrétant nombreux métabolites secondaires à 

activités antifongiques et / ou antibactériennes. Ces métabolites sont représentés par l'acide 

cyanhydrique (HCN) (Haas et Defago, 2005 ; Devi et Kothamsi, 2009) qui confèrent la 

particularité d'être des agents de biocontrôle par le mécanisme de l’antibiose et à la synthèse 

des enzymes (Protéase, amylase) qui peuvent dégrader la paroi cellulaire des agents pathogènes 

et jouer un rôle primordial dans la protection de l’hôte contre le stress biotique et les agents 

phytopathogènes. 

 Cependant, à travers nos résultats nous avons marqué chez certaines souches 

bactériennes une stabilité dans l'inhibition de la croissance mycélienne détectée après 15 et 30 

jours de confrontation. L'absence de stabilité de l'inhibition détectée chez d'autres souches peut 

être expliquée par la production de quantités insuffisante du métabolite secondaire par les 

Pseudomonas spp fluorescents pour l'activité inhibitrice. Ce constat peut être expliqué par 

d'éventuelles intensités de production de métabolites secondaires dans les premiers jours, et leur 

probable dégradation après 7 jours de confrontation. 
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              Les endophytes sont des microorganismes qui colonisant les tissus internes des plantes, 

sans causer de dommages apparents à son hôte (Kado, 1992 ; Urooj et al., 2018). Certains 

d’entre eux, notamment les Pseudomonas spp.fluorescents sont connue comme des agents actifs 

de biocontrôle pour améliorer la croissance des plantes, en sécrétant divers métabolites qui 

favorise la tolérance de l'hôte à différents stress (Kandel et al., 2017 ; Korejo et al., 2017 ; 

Rahman et al., 2016 ; Urooj et al., 2018).  

Notre travail a permis de faire une pré-identification d’une collection de souches de 

Pseudomonas spp.fluorescents isolées de l'endophytosphére du palmier dattier, et l’étude de 

leur capacité à produire des métabolites secondaires impliqués dans la lutte biologique, ainsi 

que leur pouvoir antagoniste vis-à-vis les deux forme d’agent phytopathogénes Fusurium 

oxysporum. 

 L’identification macroscopique et microscopique tels que la coloration de Gram, et 

biochimiquement (test d’oxydase, catalase, arginine dihydrolase), ainsi que quelques tests de la 

clé dichotomique et le test  LOPAT, nous a permis de sélectionner 12 isolats des 25 appartenant 

au Pseudomonas spp.fluorescents, dont 83% peuvent être affiliées à P. putida ou au groupe 

intermédiaire  entre P. putida et P. fluorescens et 16% affiliés à P.fluorescens/ P. aureofaciens/ 

P.chlororaphis.  

 Les 12 souches de Pseudomonas spp fluorescents endophytes sont testées pour leur 

pouvoir à produire des métabolites secondaires impliqués dans les activités phytobénéfiques. 

D’après nos résultats 100% des souches ont le pouvoir de produire l’ammoniac, 80% produisent 

l’amylase ,75% sont apte à synthétiser l’acide indole acétique (AIA), 41,6% produisent de 

cyanure d’hydrogène (HCN), 50% produisent les phosphatases, et seulement 25% sont avérés 

productrices des enzymes protéolytiques. En revanche, ces derniers ont montrés incapables de 

produire les phénazines, lipases et les acides organiques.  

 Les huit souches de Pseudomonas spp fluorescents endophytes sélectionnées sur la base 

de la forte production des métabolites secondaires ont montré une activité antagoniste 

importante in vitro vis-à-vis les deux formes du champignon Fusarium oxysporum. Les 

meilleurs résultats ont été observés sur le milieu KB et Mixte avec la souche KFR2 qui à 

montrer un pouvoir inhibiteur le plus élevé avec un taux d’inhibition égale à 80% contre FOA 

(G1), et 88% contre FOL (G2). 
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 Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses. D’un point de vue 

taxonomique, il serait nécessaire de procéder à l’identification phénotypiques plus sophistiqué 

et génotypiques par des moyens moléculaires tels que PCR, électrophorèse, western blot…, car 

le groupe Pseudomonas spp.fluorescents est un groupe très hétérogène nécessitant des études 

génétiques plus profondes. 

  Etant donné que l'effet bénéfique des souches Pseudomonas spp.fluorescents 

endophytes a été prouvé in vitro, il est souhaitable de continuer ce travail dans le but de 

quantifier les métabolites secondaires produits par ces bactéries, et qualifier d'autres métabolites 

pouvant être impliqués dans la promotion de la croissance des plantes. Des études plus 

approfondies doivent être réalisées afin d'identifier les gènes responsables de la promotion de 

la croissance et de l'effet antagoniste prouvé in vitro. 
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Annexe I : Le matériel utilisé au laboratoire 
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Annexe II : Composition des Milieux de cultures 

 

Milieu B de King (KB)  

(King et al., 1954) 

Peptone  (Difco)                                20g 

Glycerol  (Prolabo)                       15ml 

K2HPO4 (Sigma)                           1.5g 

MgSO4 (Sigma)                              1.5g 

Eau distillée                                     1000ml 

pH=7.2 autoclavage 20 minutes      à 120°C 

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) 

(Jonsthon et Booth, 1983) 

Pomme de terre                                 200g 

Dextrose                                            20g 

Agar                                                  15g 

Eau distillée                                       1000 

ml 

pH=7 autoclavage 20 minutes           à 120°C 

Milieu Levane (Hildebrand et al., 1988) 

Extrait de levure                                2 g                                                                                 

Bactopeptone                                     5 g                                                                            

NaCl                                                  5 g 

Saccharose                                        50 g  

Agar                                                  15 g 

Eau distillée                                      1000 ml                                                               

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes    à 120° C                                         

Milieu gélatine (Lelliot et Stead, 1987)          

Extrait de levure                              3 g                                                               

Gélatine                                           120 g                                                                               

Eau distillée                                     1000 ml     

pH 7 autoclavage 20 minutes           à 120 °C   

 

Milieu LB (Gardan et Luisetti, 1981) 

Bactotryptone                                    10g   

Extrait de levure                                5 g   

NaCl                                                  5 g  

Agar                                                  15g 

Eau distillée                                      1000 ml                                                               

pH = 7,2 autoclavage 20 minutes    à 120° C                                         

 

Milieu de Pikovskaia (Pikovskaya, 1948)    

(solubilisation des phosphates)   

Sucrose                                        10g    

Ca3 (PO4)2                                  5g   

MgCl2.6 H2O                              5g   

MgSO4. 7 H2O                            0,25g  

KCl                                               0,2g  

(NH4)2SO4                                  0,1g   

BPB                                              0,25g 

Eau distillée                                 1000 ml    

pH7 autoclavage 20 minutes        à 120° C                                         

Milieu pour les enzymes protéolytiques  

CAA                                              5g  

Extrait de levure                           2,5g  

glucose                                         1g  

Agar                                             15g  

Solution de lait écrémé                (7%)   

Eau distillée                                 1000 ml                                                               

pH7 autoclavage 20 minutes        à 120° C                                         

NBY à 2% de glucose  

Bouillon nutritif (Difco)               8g  

Extrait de levure (Difco)               2g  

K2HP04                                        2g 

KH2PO4                                       0.5g 

Glucose                                         2g 

MgSO4-7H20                               0.25g 

Eau distillée                                 1000 ml    

pH7 autoclavage 20 minutes        à 120° C                                         

Milieu pour production d’AIA     

LB à 5 mm de tryptophane et 0,06% de SDS    

Milieu pour production d’HCN  

TSA ou TSB à 4,4 g de glycine 



 

 

 

Annexe III : Tableaux de quelques résultats 

Tableau 10 : Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de chaque isolat fongique 

sur milieu King B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 11: Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de chaque isolat fongique 

sur milieu PDA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KingB  

 

                Souches de                                 

Pseudomonas   

La moyenne de diamètres 

d’inhibition 

% Ecartype  

TRR5 

G1=46%        G2=84% 

 G1=0,07         G2=0,042  

KHE62 

G1=34%       G2=46,4% 

 G1=0,08          G2=0,035 

KMR2 

G1=40%      G2=40,71% 

 G1=0,4            G2=0,001 

KHE7 

G1=33%       G2=35% 

 G1=0,9             G2=0,035 

TBR51 

G1=46%       G2=84,28% 

 G1=0,28           G2=0,001 

TBF5 

G1=23%        G2=45% 

 G2=0,07            G2=0,021 

KFR2 G1=56%        G2=88,57% G1=0,001          G2=0,001 

TBF1 G1=30%        G2=50% G1=0,07             G2=0,07 

   

PDA 

 

               Souches de           

Pseudomonas  

La moyenne de diamètres 

d’inhibition 

% Ecartype 

TRR5 

G1=71%       G2=76,58% 

 G1=0,007          G2=0,007 

KHE62 

G1=10,37%   G2=46,4% 

 G1=0,035          G2=0,007 

KMR2 

G1=29%        G2=28,7% 

 G1=0,035          G2=0,063 

KHE7 

G1=6%         G2=5% 

 G1=0,07            G2=0,035 

TBR51 

G1=67,92%   G2=57,40% 

 G1=0,014          G2=0,014 

TBF5 

G1=10,37%    G2=16,6% 

 G1=0,035          G2=0,035 

KFR2 G1=79,24%   G2=88,57% G1=0,007          G2=0,04 

TBF1 

G1=24,52%   G2=32,81%              

 G1=0,035          G2=0,07 

   



 

 

Tableau 12 : Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de chaque isolat fongique 

sur milieu Mixte 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Milieu Mixte 

 

               Souches de           

Pseudomonas  

La moyenne de diamètres 

d’inhibition % Ecartype  

TRR5 

G1=81%       G2=81% 

 G1=0,028          G2=0,007 

KHE62 

G1=46,92% G2=45,45%     

  G1=0,007          G2=0,0001 

KMR2 

G1=46,15%    G2=28,7% 

 G1=0,07            G2=0,021 

KHE7 

G1=30,76%      G2=30% 

 G1=0,0001        G2=0,035 

TBR51 

G1=81,35%   G2=76,25% 

 G1=0,0001        G2=0,004 

TBF5 

G1=25%       G2=28,12% 

 G1=0,004          G2=0,063 

KFR2 G1=72,30%   G2=78,12% G1=0,028          G2=0,035 

TBF1 G1=35,38%   G2=51,87% G1=0,028          G2=0,035 

   


