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Résumé 

Lutte biologique contre la fusariose vasculaire du plamier dattier par  

rhizobactéries endophytiques : cas des Pseudomonas fluorescents 

      Le palmier dattier est cultivé comme un arbre fruitier dans les régions chaudes arides et 

semi-arides. Cette espèce est contrainte à de nombreuses conditions biotiques et abiotiques 

adverses. Les principales maladies du palmier dattier sont les maladies d'origine fongique. La 

lutte biologique par introduction des microorganismes antagonistes (Pseudomonas spp 

fluorescents) s’avère une voie très prometteuse dans le contrôle des maladies fongiques de 

palmier dattier. 

Notre présent travail a pour but d’identifier des souches de Pseudomonas spp. fluorescents 

isolées de l'endophytosphére du palmier dattier et d’évaluer leur activité antagoniste in vitro et 

in situ vis avis de quelques germes phytopathogenes. 

Les résultats de l’identification selon les tests de Fluorescence, de Gram, de  Catalase et 

les tests de LOPAT, nous a permis de retenir vingt souches dans leur ensemble présentant des 

caractéristiques de Pseudomonas spp. fluorescents saprophytes pouvant se regrouper  dans le 

sous-groupe Vb de Pseudomonas fluorescents. 

Le résultat de l’activité antagoniste in vitro des dix souches sur vingt sélectionnées des 

différentes régions (Taghit, Kenadsa et Taghit) ont été criblées vis-à-vis deux bactéries cibles 

à savoir Agrobacterium tumefaciens (C5.83) et Erwinia amylovora (EMEA) sur deux milieux 

différents (King B et LPGA) par la technique de confrontation directe. Une deuxième 

confrontation antifongique a été effectuée vis-à-vis de deux formes de Fusarium oxysporum 

(lini  et albedinis)  et Botriosphaeria dothidae sur milieu PDA par deux méthode de 

confrontation : déphasée et simultanée. 

Les résultats de l’activité antagoniste in situ des trois souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents (TBR51, TRR5, BF6) vis-à-vis de Botriosphaeria dothidae ont été sélectionnées. 

Les résultats obtenus montrent une forte réduction des symptômes de la maladie de petites 

nécroses au niveau du site d’inculpation à de taux d’infection ne dépassant pas 20℅, comparé 

au témoin positif qui a montré un développement de nécroses sur toute la surface de 

confrontation 100℅ . 

Mots clés : Pseudomonas spp fluorescents, endophytes, palmier dattier, antagonisme, 

Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Fusarium oxysporum, Botriosphaeria 

dothidae 



Abstract 

Biological control of vascular fusariosis of date palm by endophytic 

rhizobacteria:  case of fluorescent Pseudomonas 

The date palm is grown as a fruit tree in hot arid and semi-arid regions. This species is 

constrained by many adverse biotic and abiotic conditions. The main date palm diseases are 

diseases of fungal origin. Biological control by introducing antagonistic microorganisms 

(fluorescent Pseudomonas spp) is a very promising way to control date palm fungal diseases. 

Our present work aims to identify strains of Pseudomonas spp. Fluorescents isolated from 

the endophytosphere of the date palm and to evaluate their antagonistic activity in vitro and in 

situ against the opinion of some phytopathogenic germs. 

The results of the identification according to the tests of Fluorescence, Gram, catalase and 

the tests of LOPAT, enabled us to retain twenty strains as a whole presenting characteristics of 

Pseudomonas spp. Vb of Pseudomonas fluorecsens. 

The result of the in vitro antagonistic activity of Ten strains out of twenty selected from the 

different regions (Taghit, Kenadsa and Taghit) were screened against two target bacteria, 

namely Agrobacterium tumefaciens (C5.83) and Erwinia amylovora (EMEA ) on two different 

backgrounds (King B and LPGA) using the direct confrontation technique. A second antifungal 

confrontation was carried out against two forms of Fusarium oxysporum (lini and albedinis) 

and Botriosphaeria dothidae on PDA medium by two confrontation methods: phase-shifted and 

simultaneous. 

The results of the in situ antagonistic activity of the three strains of Pseudomonas spp. 

Fluorescents (TBR51, TRR5, BF6) against Botriosphaeria dothidae were selected. The results 

obtained show a strong reduction in the symptoms of the disease from small necroses at the site 

of indictment to infection rate not exceeding 20℅, compared to the positive control which 

showed development of necroses over the entire surface of confrontation 100℅. 

 

Key words: Fluorescent Pseudomonas spp, endophytes, date palm, antagonism, 

Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Fusarium oxysporum, Botriosphaeria dothida 

 

 



 ملخص

  :الداخلية الجذرية البكتيريا بواسطة  التمر لنخيل الوعائي الفيوزاريوم ذبول ضد  البيولوجية المكافحة   

   Pseudomonas بكتيريا حالة

يزرع نخيل التمر على شكل شجرة فاكهة في المناطق الحارة الجافة وشبه القاحلة. هذا النوع مقيد بالعديد من الظروف 

الحيوية وغير الحيوية المعاكسة. أمراض نخيل التمر الرئيسية هي أمراض فطرية المنشأ. تعتبر المكافحة البيولوجية عن  

( طريقة واعدة للغاية للسيطرة على Pseudomonas sppإدخال الكائنات الحية الدقيقة المضادة )الفلورية  طريق

 الأمراض الفطرية لنخيل التمر. 

. تم عزل الفلورسنت من الغلاف الداخلي لنخيل التمر  Pseudomonas sppيهدف عملنا الحالي إلى التعرف على سلالات 

 المختبر وفي الموقع ضد رأي بعض الجراثيم المسببة للأمراض النباتية. وتقييم نشاطها المضاد في 

، مكنتنا من الاحتفاظ بعشرين سلالة ككل  LOPAT، الكاتلاز واختبارات التحديد وفقًا لاختبارات التألق، الجرام إن نتائج

 .Pseudomonas fluorecsensمن  Pseudomonas spp. Vbلتقديم خصائص 

  تاغيت،المضاد في المختبر لعشر سلالات من أصل عشرين تم اختيارها من مناطق مختلفة )  تم فحص نتيجة النشاط

 Erwiniaو  Agrobacterium tumefaciens (C5.83)وهما المستهدفة،تاغيت( ضد نوعين من البكتيريا   كينادسا،

amylovora (EMEA)( على نوعين مختلفين. الخلفياتKing B  وLPGAباستخدام تقنية المو ) اجهة المباشرة. تم

 Botriosphaeriaو   albedinisو  Fusarium oxysporum liniإجراء مواجهة ثانية ضد الفطريات ضد شكلين من 

dothidae  على وسطPDA .بطريقتين من المواجهة: التحول الطوري والمتزامن 

،  TBR5  ،TRR5اختيار الفلورية ). تم Pseudomonas sppنتائج النشاط المضاد في الموقع للسلالات الثلاثة من 

BF6 ضد )Botriosphaeria dothidae أظهرت النتائج التي تم الحصول عليها انخفاضًا قويًا في أعراض المرض من .

درجة مئوية ، مقارنة بالتحكم الإيجابي الذي أظهر تطور نخر  20نخر صغير في موقع الاتهام إلى معدل إصابة لا يتجاوز 

 درجة.  100مواجهة على كامل سطح ال

 Agrobacterium التضاد، التمر، نخيل الداخلية، النباتات ،Pseudomonas spp الفلورسنت: المفتاحية  الكلمات

tumefaciens، Erwinia amylovora، Fusarium oxysporum، Botriosphaeria dothidae 
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Introduction  

La culture du palmier dattier joue un rôle très important dans l'agriculture et l'économie des 

régions désertiques. Le palmier dattier ( Phoenix dactylifera L.) est la principale culture 

fruitière du désert dans les régions arides et le pilier des écosystèmes oasiens.  Sur le plan socio-

économique, la datte constitue la principale production des régions saharienne (Boulahouat et 

al., 2022). En effet, les fruits du palmier dattier sont de riches sources de nutriments essentiels, 

des vitamines, des minéraux et des fibres alimentaires, avec de nombreux avantages potentiels 

pour la santé (Harkat et al., 2022). 

Néanmoins, la culture du palmier dattier est confrontée à plusieurs contraintes d’ordre 

abiotique (sécheresse, stress salin) et biotiques qui correspondent aux ravageurs du palmier 

dattier (Benlarbi, 2019). La plus redoutable et la plus dévastatrice dans l'Afrique du nord étant 

la fusariose vasculaire, maladie cryptogamique, appelée communément “bayoud” dont l’agent 

causal est un champignon tellurique : Fusarium oxysporumf. sp. albedinis (Sahouli, 2021).  Elle 

est répandue surtout au Maroc et dans une grande partie des palmeraies de l’Algérie (Bouhlali, 

2020). Ainsi une autre maladie d’origine fongique dont l’agent causal est une famille de 

champignons nommé « la famille Botryosphaeriaceae »   responsable de la maladie du rachis 

et de pourriture des inflorescences   de palmier dattier. 

A ce jour, Les moyens préconisés contre les maladies fongiques sont la lutte chimique 

(utilisation de fongicides, éradication et incinération du palmier, désinfestation du sol par 

solarisation et fumigation). Malheureusement, le contrôle chimique affecte le microbiote 

bénéfique du sol et peut s'accumuler dans la chaîne alimentaire (De Lamo et al., 2022). Les 

fongicides ont des effets négatifs sur l'environnement et la santé humaine et peuvent favoriser 

le développement de nouvelles souches résistantes de champignons (Khan et al ., 2018). 

Pour cette raison l’utilisation de la lutte biologique reste la méthode la plus efficace. 

L'utilisation des micro-organismes est l'une des méthodes de lutte biologique les plus 

prometteuses pour supprimer les maladies des plantes. De nouvelles approches impliquent 

l'utilisation de bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB), classées comme celles 

associées à la surface des racines des plantes, appelées rhizobactéries, et celles qui vivent à 

l'intérieur des tissus végétaux, appelées endophytes (Slama et al., 2019 ; Slama et al., 2021) 

parmi ces bactéries : Pseudomonas spp.fluorescents . 
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Les Pseudomonas spp.fluorescents sont des bactéries appartenant au groupe de PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobactéria), constituent un groupe important de micro-organismes 

rhizosphériques qui sont écologiquement très importants pour la promotion de la croissance des 

plantes et les propriétés de biocontrôle (Salman, 2010 ; Suresh et al., 2021). Les Pseudomonas 

spp.fluorescents endophytes, sont connue comme des agents actifs de biocontrôle. Ils possèdent 

des applications utiles dans la promotion de la croissance des plantes, la biotechnologie, la 

bioremédiation et le biocontrôle (Chellaiah, 2018 ; Ghadamgahi et al., 2021 ; Sah et al., 

2021). Les bactéries appartenant à ce groupe   stimulent la croissance des plantes grâce à 

plusieurs mécanismes tels que l'augmentation de la disponibilité et de l'absorption des 

nutriments minéraux par la dissolution du phosphate, la croissance des racines par la production 

de phytohormones ou en augmentant la tolérance au stress abiotique (Giles et al., 2014 ; Höfte, 

2021 ; Pandey et Gupta, 2021 ; Kaur et al., 2022). Ils peuvent également être appliqués 

comme biofongicide. De plus, ces agents biologiques peuvent également augmenter la 

résistance aux maladies (Damiri et al., 2019). 

Notre étude a pour objectif de lutte biologique contre les maladies phytopatogènes du palmier 

dattier par  rhizobactéries  endophytiques : cas des Pseudomonas fluorescents présenté par 

suivant : 

• L’identification et caractérisation des souches de Pseudomonas spp fluorescents 

isolées de l'endophytosphére du palmier dattier.  

• L’évaluation  de leur  potentiel antagoniste  vis-à-vis de quelques agents 

phytopatogènes  Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporumf.sp. lini et Fusarium 

oxysporumf.sp. albedinis) in vitro et contre le Botriosphaeria dothidae in vivo. 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364721000847#b0260


 

 

 

Partie I : Synthèse bibliographique 
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I. Généralité sur le palmier dattier   

Le palmier dattier est l'un des arbres fruitiers le plus anciennement cultivé de la péninsule 

arabique. Les preuves les plus anciens en Mésopotamie (Irak actuellement) montrent que sa 

culture se pratiquait datant de 4000 à 5000 avant JC (Castillo et al.,   2023). Le palmier dattier 

a été dénommé Phoenix dactylifera L. par Linné en 1734. L’étymologie du mot "Phœnix" est 

dérive de nom de Dattier chez les Grecs qui signifie violet ou rouge (fruit), "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 (Al-Alawi et al.,  2017 ; Ait El 

Mokhtar, 2020). Dans les langages conversationnels, les dattes sont connues sous le nom de 

nakhl, palmier dattier, Sugar Palm, en arabe, français et anglais respectivement (Trichine, 

2010 ; Al-Snafi et Thuwaini2, 2023).  

Le palmier dattier est une monocotylédone arborescente et diploïde (2n=36) (Moussouni, 

2017 ; Gibril et al., 2023). L’espèce Phoenix dactylifera L est un membre de la famille des 

Arecaceae (anciennement Palmae) et le genre Phoenix parmi 14 espèces, classée comme une 

grande plante dioïque à feuilles persistantes (Al-Snafi et Thuwaini2, 2023 ; Castillo et al., 

2023 ; Khanum et al., 2023). 

L’espèce Phoenix dactylifera L est cultivé dans de nombreuses régions arides et semi-arides, 

telles que le Moyen-Orient, l'Afrique du Nord, des régions d'Afrique de l'Est et du Sud, et 

certaines parties de l'Europe et des États-Unis (Amom et Nongdam 2017 ; Flowers et al ., 

2019). Les dattes ont besoin de chaleur estivale pour la maturation.Généralement l’activité 

végétative du palmier se manifeste à partir de 7 à 10 °C, avec une activité maximale à 38°C 

(Fandougouma, 2023). Par ailleurs, les palmiers sont des   espèces thermophiles et héliophiles, 

sensibles à l'humidité de l'air, le vent applique un effet mécanique et un pouvoir desséchant. 

Les palmiers ont également besoin d’un sol de bonne qualité et d’endroits où les ressources en 

eau sont suffisantes afin d’assurer une bonne production dattière (Benlabi, 2019 ; Fernández-

López et al., 2022). 

Le palmier dattier est un arbre connu d'intérêt majeur en raison de sa valeur nutritive élevée 

et de ses fruits recherchés. Outre les avantages nutritionnels, les dattes ont été associées à 

plusieurs effets biologiques, notamment les effets antioxydants, antimutagènes, anti-

inflammatoires, anticancéreux, antimicrobiens et immunostimulants (Amadou, 2016 ; 

Fandougouma, 2023).
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La production de dattes en Algérie est passée de 206 MT en 1990 à 1152 MT tonnes en 

2020. Quantitativement l'Algérie fournit 12,2% de la production mondiale, elle est le premier 

producteur de la variété Deglet-Nour qui compte parmi les variétés les plus appréciées au 

monde (FAOSTAT, 2020) (Figure 1). 

 

Cependant, en Algérie la phoeniciculture est confrontée à plusieurs contraintes abiotiques et 

biotiques principalement dues aux rudes conditions désertiques dans lesquelles il pousse.  Parmi 

ces contraintes, on cite : la désertification, la sécheresse, la salinité et les maladies dévastatrices 

comme le Bayoud (Benlarbi, 2019). 

 

 

Figure 01 : Palmier dattier (Al-Snafi et Thuwaini,  2023). 

1.1.  Importance économique 

Sur le plan socio-économique, la datte constitue la principale production des régions 

sahariennes. En effet, il contribue au revenu agricole des populations de ces régions 

(Boulahouat et al., 2022) et constitue la base de l'alimentation humaine et animale. Ils sont 

également une partie vitale de la culture et de l'agrobiodiversité de la région. 

De plus, les dattes ne sont pas seulement un aliment de base, mais aussi une importante 

culture commerciale d'exportation (Sidky, 2017).
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Compte tenu de la grande importance des palmiers dattiers dans le développement agricole 

et socio-économique pour tout au long de l'histoire humaine des pays producteurs, il est 

essentiel de surveiller, de préserver et d'assurer une gestion précise de la production de dattes 

(Gibril et al., 2023 ; Ghazzawy et al., 2023). 

La variété Deglet Nour très appréciée, tant sur le marché national qu'international, elle 

constitue 51,8% de la production totale algérienne de palmier dattier et place l'Algérie au 

quatrième rang des pays producteurs dans le monde (FAOSTAT, 2020) (Tableau 01).  

Tableau 01 : Répartition de production de dattes par wilaya (Sidaoui, 2018). 

Wilaya Production (Quintal) 

        Nombre  

     de palmiers 

          dattiers 

Biskra 4077900 4315 100 

El oued 2474000 3788 500 

Ouargla 1296300 2576 600 

Adrar 910300 379 900 

Ghardaïa 56500 1246 500 

Bechar 300500 1639 800 

Tamanrasset 109400 688 900 

Khenchela 68 200 124 400 

Tébessa 20 500 61 800 

Laghouat 16 200 37 300 

Illizi 15 600 129 100 

Batna 14 000 28 700 

El Bayadh 10 300 63 900 

Naama 10 200 50 600 

Tindouf 8  400 45 200 

Djelfa 6 800 10 100 

Total 9 903 600 18 605 100 

 

II. Les contraintes abiotiques et biotiques qui limitent la culture de 

palmier dattier  

2.1. Les contraintes abiotiques  

 Ces  stress abiotiques sont causés par des facteurs environnementaux tels que la salinité, la 

sécheresse et la désertification.
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2.1.1. La salinité  

 La salinité est le terme utilisé pour décrire l'état dans lequel les sels solubles s'accumulent 

dans la solution (sol ou eau) à un niveau qui a un impact négatif sur la croissance et le 

développement des plantes (Ait El Mokhtar, 2020). La salinité est considéré comme étant   le 

principal stress abiotique compliquant la culture de le palmier dattier et endommageant sa 

production dans le monde entier (Ait-El-Mokhtar et al., 2020 ; Rabhi et al., 2022). 

L’accumulation anormale des sels dans le profil du sol limite la croissance et le 

développement des plantes en particulier dans les régions arides et semi-arides. En outre, elle 

réduit considérablement le rendement agricole de plus de 20%.  

L'excès de sel dans les sols entraîne une perturbation des activités physiologiques et 

biochimiques des plantes. Le stress osmotique est le premier stress induit par l'excès de Na+ et 

de Cl-. La salinité génère également un second stress appelé stress oxydatif qui est dû à 

l'accumulation d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) (Ait El Mokhtar, 2020 ; Kerbab et al., 

2021). 

2.1.2. La sécheresse  

 Est le premier stress environnemental responsable d'une baisse de la production agricole 

dans le monde, elle affecte les plantes de diverses manières, notamment en ralentissant la 

croissance des plantes et en perturbant leur physiologie (Harkousse et al., 2021). 

La sécheresse, provoquée par un déficit prolongé des précipitations, se traduit au niveau de 

la végétation par un stress hydrique induit par la baisse des réserves utiles en eau du sol. Ce 

stress impacte fortement la croissance, la reproduction, et la survie des plantes et est considéré 

comme le principal facteur climatique associé à la mortalité des plantes. La réponse des plantes 

à la déshydratation diffère en fonction des mécanismes adaptatifs exprimés par les plantes, mais 

également de l’intensité du stress hydrique  (Xue et al., 2017). 
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2.1.3. La désertification  

Il s'agit de la dégradation des terres dans les zones arides, semi arides et subhumides sèches 

due à une variété de facteurs, notamment le changement climatique et les activités humaines. 

Elle réduit la productivité et les revenus agricoles et contribue à la perte de biodiversité (Yukie 

et al., 2011 ; Fernández-López et al., 2022). 

2.2. Les contraintes biotiques   

 Le stress biotique représente l'ensemble des paramètres physico-chimiques ou biologiques, 

qui résultent de l'existence de l'activité des organismes vivants. Ainsi, les facteurs biologiques 

caractérisant toutes les influences que les organismes exercent les uns sur les autres et sur leur 

environnement (Benabderahmane, 2021). 

 La culture du palmier dattier est exposée à des problèmes phytosanitaires qui entravent son 

développement et son expansion. Elle est menacée par de nombreux ravageurs et maladies à 

insectes et à champignons (Tableau 02), dont certains occasionnent des dégâts redoutables et 

présentent une importance économique considérable, alors que d’autres, occasionnent des 

dégâts moindres et parfois négligeables (Mohamed mahmoud, 2017 ; Hukou et al., 2023). 

Tableau 02: Exemples de certaines maladies phytopathogenes et agents pathogènes sur le palmier 

dattier. 

 

Type de 

maladies 

 

agents pathogènes Les symptômes 

 

Les références 

bibliographies 

 

 

Maladies 

à champignons 

 

 

 

Mauginiellascaett

ae 

 

 

La maladie de pourriture de 

l'inflorescence (tuant les fleurs, les 

tissus internes apparaissent en 

coloration rouge à brune) 

  

(Bensaci et al., 

2023) 

 

 

 

Thielaviopsispunc

tulata 

 

 

la maladie de la brûlure noire (flexion 

du cou, de dessèchement des feuilles, de 

nécrose des tissus, de flétrissement et de 

mortalité de l'arbre)  

 

(Alhudaib et al., 

2022) 

 

Fusariumoxyspor

umf.sp. albedinis 

 

la fusariose vasculaire (Bayoud) 

(couleur brune le long des vaisseaux 

conducteurs et sur le côté du rachis) 

(Sahouli, 2021) 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/spadix
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/spadix
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2.2.1. Généralité sur la maladie de Bayoud et son agent causal  

Le bayoud, fusariose vasculaire du palmier dattier, est la plus grave maladie cryptogamique 

du palmier dattier. Il constitue  un  véritable  fléau  des  zones  phœnicicoles d’une  partie  de  

l’Afrique  du  Nord,  et une menace pour tous les pays qui en sont indemnes. Sa propagation a 

causé la destruction des millions des palmiers. Il a détruit les deux tiers des palmeraies 

marocaines, soit 12 millions d'arbres en un siècle et plus de trois millions d'arbres en Algérie 

(figure 2.A). Ainsi, il a entraîné la disparition des meilleures  de variétés de renommées 

mondiale et surtout celles qui sont les mieux soignées et les plus productives(Bahriz et Bouras, 

2020). 

C’est une maladie à caractère épiphytique, incurable à l’état actuel de nos connaissances 

(Bahriz et Bouras, 2020). Cette maladie est causée par le F. o. a  champignon du sol classé sur 

la liste "A2"  de  l’OEPP  des  organismes  de  quarantaines,  et  sur  la  liste  "A"  des  organismes 

nuisibles contre les quels la surveillance et la lutte sont obligatoires en Algérie (Boulahouat et 

al., 2022). Le  genre  Fusarium  appartient  à  l’ordre  des  Hypocreales  et  à  la  famille  des 

Nectriaceae (Bahriz et Bouras, 2020). 

Fusarium oxysporumf. sp. albedinis est un champignon tellurique, vit dans le sol comme 

saprophyte et dans la plante comme parasite (Bahriz et Bouras, 2020).Il se persiste sous forme 

de chlamydospores dans les tissus morts des palmiers malades (racines, rachis, etc.) avec la 

désintégration ultérieure de ces tissus.  Les chlamydospores peuvent être libérées dans le sol où 

elles restent dormantes.Le champignon peut également survivre sur des porteurs 

asymptomatiques, par exemple Lawsoniainermis, Medicagosativa (luzerne), Trifolium. F. 

oxysporumf. sp. albedinis peut se multiplier sur des débris végétaux décomposés dans le sol 

mais son développement saprophyte est relativement faible.Les chlamydospores sont rares mais 

peuvent persister dans le sol pendant plus de 8 ans. Lorsque les spores sont stockées dans du 

sable fin dans des conditions de température ambiante, elles peuvent conserver leur vitalité et 

leur niveau de pathogénicité pendant plus de 30 ans. Dans les oasis contaminées, l'agent 

pathogène est inégalement réparti et se trouve généralement dans la rhizosphère (30 à 60 cm de 

profondeur). Même un nombre relativement faible de clamydospores (quelques milliers) suffit 

à déclencher la maladie et l'infection de quelques racines seulement peut entraîner la mort de 

l'arbre (OEPP/PPE, 2022). 
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La maladie du bayoud s'attaque aussi bien aux palmiers matures qu'aux jeunes palmiers, 

ainsi qu'à leurs ramifications basales (OEPP/PPE, 2017). Des symptômes spécifiques 

apparaissent sous la forme d'une couleur brune le long des vaisseaux conducteurs et sur le côté 

du rachis. Les symptômes des feuilles atteintes évoluent par l'apparition d'un palmier dans la 

cime médiane qui se dessèche et devient blanc, d'où le nom arabe de Bayoud, dérivant d'Abied, 

signifiant blanc (Boulahouat et al., 2022).Les folioles se dessèchent de bas en haut et se 

replient vers le rachis. La paume prend l'aspect caractéristique d'une plume mouillée. Les 

palmiers atteints finissent par se dessécher, entraînant la mort de l'arbre en quelques semaines 

à plusieurs mois (Figure 2.B) (Ahmed et al., 2019).  

 

 

 

Figure 02 : A) Propagation de la maladie du Bayoud en Afrique du Nord B) Symptômes de la maladie 

du bayoud sur des palmiers infectés (Boulahouat et al., 2022).

 

 

A 

B 
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2.2.2. Généralité sur la maladie de pourriture et de rachis de palmier dattier 

La famille des Botryosphaeriaceae est largement distribuée dans de nombreuses régions 

géographiques et climatiques du monde, à l'exception des régions polaires.Les espèces 

appartenant à cette famille peuvent être pathogènes, endophytes ou saprophytes (Philips et 

al., 2013 ; Sun et al., 2022), Pour ces deux derniers, il peut rester dormants dans l'hôte sans 

exprimer des symptômes apparents (van Niekerk et al., 2006 ; Úrbez -Torres, 2011 ; Yang 

et al., 2017 ; Valenciaet al., 2019).  

Ce champignon ubiquistes peut infecter plusieurs hôtes comme : les pommiers, les bleuets, 

les agrumes, les conifères ou les eucalyptus, la vigne (Alves et al., 2006 ; Yan et al., 2013 ; 

Hilário et al., 2020).  

Les espèces de la famille Botryosphaeriaceae sont difficiles à contrôler, car ce sont des 

organismes endophytes et agents pathogènes latents dans le bois. Les symptômes de la maladie 

peuvent apparaître et s'exprimer uniquement lorsque l'hôte est stressé (Slippers et Wingfield, 

2007). 

De manière générale, les principaux symptômes sont le dépérissement des pousses, des bras et 

du tronc, des chancres vivaces et une nécrose vasculaire brune et noire qui forment des 

décolorations sur bois. Il a également été possible d'observer des malformations et une légère 

chlorose des feuilles en fonction des extensions boisées colonisées (Van Niekerk et al., 2006 

; Úrbez-Torres et Gubles, 2009 ; Úrbez-Torres, 2011 ; Ramirez et al., 2018 ; Larach et al., 

2020 ; Mojeremane et al., 2020). 

Parmi les genres de la famille Botryosphaeriaceae le genre Lasiodiplodia qui est un agent 

pathogène provoquant le dépérissement, la gommose ou la nécrose des racines sur palmier 

dattier (Al-Sadi, 2013). Les espèces du genre Lasiodiplodia sont des agents pathogènes 

importants de plusieurs espèces de plantes tropicales et subtropicales (Domsch et al., 1980 ; 

Mohamed mahmoud, 2017). Ils sont généralement associés au dépérissement et sont 

régulièrement isolés de divers tissus (brindilles, écorce, tissus vasculaires et fruits) des plantes 

atteintes. Ce champignon a été rapporté comme un agent causal de plusieurs maladies sur 

différentes parties du palmier dattier, y compris le rachis, la pourriture des inflorescences (El-

Morsy, 1999 ;  Al-Sadi et al., 2013) et la pourriture de la base des feuilles  l’agent causal est : 

Botryodiplodia theobromae (El-Morsi et al., 2012). 
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III. Moyens de lutte 

A ce jour, aucun traitement curatif n'existe contre ces champignons qui provoquent des 

maladies dangereuses pour les palmiers.  (Kaddouri et al., 2020 ; Boulahouat et al., 2022). 

Cependant, plusieurs mesures peuvent être prises pour contrôler et réduire ces ravageurs 

(Bahriz et Bouras, 2020).  

Les principaux moyens de lutte sont : 

3.1.  Les mesures prophylactiques  

Pour éviter la propagation des maladies, des mesures prophylactiques doivent être prises 

pour protéger les palmeraies saines, par la sensibilisation des agriculteurs et les contrôles 

phytosanitaire visant à empêcher le transport de  matériel  végétal  contaminé  d’une  palmeraie  

atteinte  à  une  autre  saine,  ainsi  que  la prospection des palmeraies par les services de la 

protection des végétaux (Bahriz et Bouras, 2020).  

Dans le cas de détection précoce du nouveau foyer de ces maladies dans une zone saine, les 

arbres sont arrachés et incinérés sur place, le sol est par la suite, stérilisé à la chloropicrine. 

Cette technique a été améliorée par l’utilisation d’un mélange de bromure de méthyle et de 

chloropicrine. Mais l'utilisation de ce dernier a été totalement interdite ces dernières années en 

raison de sa dangerosité et de sa faible efficacité (Hakkou et al., 2023). 

3.2. Les techniques culturales  

Pour prévenir les maladies, les techniques culturales consistent à éviter les conditions qui 

favorisent la croissance de l'agent pathogène. La maladie est moins présente en conditions 

d’irrigation réduites, ainsi que dans les sols à pH alcalin, riches en calcium et potassium, 

pauvres en phosphore et magnésium et dont l’azote est sous forme nitrique plutôt 

qu’ammoniacal (Benlarbi, 2019). 
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3.3. Lutte chimique 

Il s'agit de l'utilisation  des fongicides à action systémique ou endothérapique (Boulahouat 

et al., 2022 ; Hakkou et al., 2023 ), éradication et incinération du palmier, désinfestation du 

sol par solarisation (Boulahouat et al., 2022), et fumigation dans le cas de détection précoce  

d’un  nouveau  foyer  des  maladie  dans  une  zone  saine (Essarioui et Sedra, 2017 ; Bahriz 

et Bouras, 2020). Malheureusement, le contrôle chimique affecte le microbiote bénéfique du 

sol et peut s'accumuler dans la chaîne alimentaire (De Lamo et Takken, 2020). 

Les fongicides ont des effets négatifs sur l'environnement et la santé humaine. En plus, ces 

produits sont peu stables dans le sol et peuvent favoriser le développement de nouvelles souches 

résistantes de champignons (Khan et al., 2018 ; Hakkou et al., 2023). De plus, l'utilisation de 

cultivars résistants ne permet pas d'obtenir une haute qualité alimentaire des dattes (Boulahouat 

et al., 2022).  

Quant à l’utilisation d’un fumigeant, cette méthode présentant l’inconvénient d’être 

coûteuse, difficile et dangereuse. Cependant, la chloropicrine est commercialisée de moins en 

moins et le bromure de méthyle est l’objet d’une procédure internationale de retrait du marché 

pour son rôle sur  la couche  d’ozone,  très  toxique pour  l’homme  et  les animaux (Bahriz et 

Bouras, 2020).  De ce fait, la lutte chimique n’est pas envisageable à présent car son utilisation 

fréquente pendant de nombreuses années entraine des dommages à l’environnement (Bahriz et 

Bouras, 2020 ; Hakkou et al., 2023).   

3.4. La lutte génétique  

La lutte génétique par L’utilisation de variétés résistantes apparaît donc comme la seule 

méthode efficace pour lutter contre les champignons phytopathogènes de palmier dattier 

(Hakkou et al., 2023). Plusieurs  sources  possibles  de  résistance sont distinguées : les variétés 

actuellement cultivées, la population naturelle des palmiers issus de semis  naturel, introduction  

de  résistance  par  croisements  contrôlés  et  transformation génétique : incorporation de(s) 

gène(s) isolé(s) provenant de génotypes du dattier résistant ou d’autres  espèces  de  palmacées  

ou  de  micro-organismes  antagonistes  ou autres  sources de préférence  végétales, 

L’introduction de la résistance pourrait être également faite par mutagénèse des cellules ou des 

tissus à l’aide de l’irradiation ou d’autres mutagènes (Bahriz et Bouras, 2020). 
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Mais il reste toujours des contraintes pour cette méthode telle que la qualité médiocre des 

dattes des variétés résistantes (Sahouli, 2021). 

3.5. La lutte biologique  

L’une des méthodes de lutte les plus prometteuses pour supprimer les maladies des plantes 

(Boulahouat et al., 2022). La lutte biologique contre les agents pathogènes telluriques se fait 

principalement par des mécanismes tels que le parasitisme, l’antibiose, la compétition et 

l’induction de réaction de défense (Sahouli, 2021). Elle comprend l'utilisation des antagonistes 

ou des substances naturelles.  

IV. La lutte biologique par les Pseudomonase spp. Fluorescents  
 

4.1. La lutte biologique  

L'application moderne de la lutte biologique a été introduite à la fin du XIXe siècle 

cependant, des techniques apparentées ont été utilisées pendant au moins 2000 ans (Van 

Lenteren, 2018 ; Lahlali et al., 2022). 

La lutte biologique (ou biocontrôle) est une stratégie importante et respectueuse de 

l'environnement, appliquée pour la gestion des maladies infectieuses des plantes causées par 

différents types de ravageurs incluent des insectes nuisibles, des microorganismes pathogènes 

des cultures, des mauvaises herbes et des rongeurs (Stenberg et al., 2021). Son principe est 

basé sur l'utilisation de micro-organismes vivants pour réduire et/ou maintenir la population 

d'un phytopathogène en dessous des niveaux qui entraînent une perte économique (Carmona-

Hernandez et al., 2019) et améliorer l’immunité des plantes (He et al., 2021). 

D’une part, les agents de lutte biologique ou bien les biopesticides, sont toutes organismes 

qui inhibe ou stoppe la croissance d’un parasite ou d’un pathogène. Ils sont divisés en deux 

grands groupes : 

➢ Les agents abiotiques qui sont des dérivés de diverses sources de matières d’origine 

organique (les extraits de plantes, les métabolites secondaires et les huiles 

essentielles) et inorganique comme les sels de phosphate et de silicium. 

➢ Les agents biotiques comprenant des champignons microscopiques, des bactéries, 

des virus (ou phages) et même des insectes qui ont un effet inhibiteur sur les agents 

pathogènes ou les ravageurs à travers plusieurs mécanismes d'action 

(Narayanasamy, 2013). 
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   D’une autre part, l’efficacité de la lutte dépend du choix des agents de la lutte biologique 

performante à partir des critères à savoir, un bon taux de reproduction, être spécifiques, avoir 

une bonne capacité d’adaptation, leur cycle de vie doit être synchronisé à celui du ravageur ou 

de l’organisme parasite (Weeden et al., 2007).  

De ce fait, le choix des microorganismes antagonistes de l’agent pathogène est un critère très 

important pour lutter contre les maladies des plantes. Ces antagonistes doivent être (Lamari et 

al., 2014) : 

• Efficaces in situ en présentant une aptitude importante à la compétition ou encore à 

l’antibiose. 

• Capables de persister dans les sols et de coloniser rapidement les racines des plantes 

4.2. Les microorganismes utilisables dans la lutte biologique  

L'utilisation des micro-organismes est l'une des méthodes de lutte biologique les plus 

prometteuses pour supprimer les maladies des plantes (Slama et al., 2019 ; Slama et al., 2021). 

La rhizosphère contient une communauté microbienne complexe appelée le microbiome de la 

rhizosphère. Ce consortium microbien vit autour des racines des plantes et est formé de 

nombreux microorganismes, dont certains sont bénéfiques tels que les bactéries, les algues et 

les champignons  (Mohanram et Kumar, 2019 ; Lahlali et al., 2021). Les plantes peuvent 

recruter des micro-organismes bénéfiques uniques dans la rhizosphère, ce qui peut les aider à 

atténuer l'activité de la maladie et à les rendre plus résistantes aux facteurs de stress 

environnementaux (Tena, 2018).  

Concernant le contrôle biologique fongique, plusieurs espèces fongiques largement étudiées 

ont été identifiées et utilisées en agriculture comme agents de lutte biologique contre les agents 

pathogènes des plantes en raison de leur capacité à les concurrencer et à les parasiter 

(parasitisme fongique)  (Pfordt et al., 2020 ; Alfiky et Weisskopf, 2021 ; Poveda, 2021 ). 

Bien qu'il inclue une longue liste, mais les plus importants sont les Metarhizium, 

Paecilomyces, Verticillium, Hirsutella, Nematophthora, Arthrobotrys, Drechmeria, Fusarium, 

et Monacrosporium (Mansouri, 2022). Trichoderma est de loin l'agent de lutte biologique 

fongique le plus étudié (Pfordt et al., 2020 ; Alfiky et Weisskopf, 2021). 

 



Synthèse bibliographique  

16 

 

Il a été démontré qu'il supprime les insectes nuisibles directement par le parasitisme et la 

génération de métabolites insecticides secondaires (Degani et  Dor, 2021 ; Poveda, 2021). En 

ce qui concerne le palmier dattier, les champignons de type Fusarium et Trichoderma sp et de 

genre Aspergillus ou Penicellium sont doués d’activités antagonistes vis à vis de champignon 

phytopathogene Fusariumoxysporum f. sp. Albedinis (Benlarbi, 2019). 

 Pour le contrôle biologique bactérien, de nouvelles approches impliquent l'utilisation de 

bactéries favorisant la croissance des plantes (PGPB), classées comme celles associées à la 

surface des racines des plantes, appelées rhizobactéries (PGPR), et celles qui vivent à l'intérieur 

des tissus végétaux, appelées endophytes  (Cheikh, 2018 ; Slama et al., 2019 ; Slama et al., 

2021). En effet, Les endophytes sont des micro-organismes qui vivent en symbiose avec les 

plantes et résident dans les tissus végétaux à un moment donné de leur vie, sans causer de 

dommages apparents à la plante hôte (Petrini, 1991 ; Rutkowska et al., 2023). 

Ces bactéries sont connues pour leurs capacités à favoriser et stimuler la croissance des 

plantes et à protéger les plantes hôtes contre les phytopathogènes (Cherif, 2019). Les PGPR 

sont des espèces bactériennes dont les Alcaligenes, Azospirillum,  Erwinia, Arthrobacter,  

Acinetobacter, Bradyrhizobium, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Flavobacterium, 

Pseudomonas, Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,  Allorhizobium,  Sinorhizobium, 

Frankia,  Mesorhizob, Azoarcus, Exiguobacterium, Methylobacterium, 

PaenibacillusetPanorteil (Lahlali et al., 2022).Les bactéries les plus étudiées en lutte 

biologique appartiennent aux genres Bacillus, Burkholderia, Enterobacter et Pseudomonas 

(Cherif et al., 2016 ; Slama et al., 2019 ). Les Pseudomonas spp. Fluorescents font partie des 

espèces utilisées comme agent de lutte biologique contre les maladies des cultures. Cela est dû 

à ses caractéristiques suivantes : une colonisation efficace des racines, des tubercules, de 

l'hypocotyle…etc, la capacité d'utiliser une variété de substrats organiques habituellement 

trouvés dans les exsudats de racines et de graines,  leur culture facile dans des conditions de 

laboratoire,  la production d'une variété de métabolites secondaires et leur compatibilité avec 

les pesticides couramment utilisés et d'autres agents de lutte biologique (Sindhu et al., 2016). 
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4.2.1. Les Pseudomonas spp.fluorescents  

Pseudomonas spp.fluorescents est un   groupe assigné aux rhizobactéries dites PGPR "Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria"   (Kloepper et al., 1980 ; Wu et al., 2020), forment un 

groupe diversifié de bactéries qui peuvent généralement être distinguées visuellement des autres 

Pseudomonas par leur aptitude à produire de pigments jaune vert : les pyoverdines 

(sidérophore). Ils appartiennent à la Famille des Pseudomonaceae et du genre Pseudomonas 

(Palleroni et Migula, 1984). 

Les Pseudomonas spp fluorescents saprophytes sont des habitants typiques des sols agricoles 

et interagissent avec les plantes de plusieurs façons.  Ce sont des bacilles Gram négatifs typiques 

à de 0,5 à 1 mm de diamètre sur 1,5 à 5mm de long, chimio-hétérotrophes mobiles avec un 

flagelle polaire et sont regroupés au sein d’un même groupe d’homologie asporulées  

(Kloepper et Schroth, 1981 ; Bell Perkins et Lynch, 2002 ;  Kahli et al., 2022 ) . 

 Dans ce groupe, les espèces saprophytes sont à cytochrome oxydase positive, catalase 

positive (Palleroni, 2009), ayant une arginine dihydrolase et ne provoquent pas de réaction 

d’hypersensibilité sur tabac (Stanier et al., 1966; Palleroni, 1984 et 1992 ; Benoussaid ,2018). 

P. fluorescent est un agent de lutte biologique prometteur qui peut inhiber une variété 

d'agents pathogènes des plantes, tels que Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea, mais en 

raison de sa faible résistance à la chaleur, son taux de survie est faible (Chen et al., 2019). 

4.2.2. Effets bénéfiques de Pseudomonas spp fluorescents endophytiques sur l’hôte  

Les Pseudomonas spp. Fluorescents endophytes sont des habitant dominant de la 

rhizosphère de plusieurs plantes  bien connus pour exercer une large gamme d'effets bénéfiques 

sur les plantes (Panth et al. 2020 ; Anuroopa et al., 2021). 

  Ils permettent d’améliorer le développement de la plante-hôte, en sécrétant divers 

métabolites qui améliorent 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 effets bénéfiques de ces Pseudomonas endophytiques reposent sur leur action sur divers 

mécanismes, y compris des mécanismes directs et indirects (Jeyanthi et Kanimozhi, 2018) 

(Figure 03). 
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4.2.3. Action direct 

  

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

L’induction de la résistance systémique chez les plantes est un processus qui permet de 

l'expression de gènes liés à la défense des plantes et activer la réponse immunitaire de l'hôte 

(Bastias et al., 2017 ; Khare et al., 2018 ; Nerek et Sokolowska, 2022). Ce qui permet une 

résistance contre les agressions biotiques et abiotiques. 

Les rhizobactéries bénéfiques du groupe des Pseudomonas spp.fluorescents peuvent induire 

ce type de réaction pour inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogènes 

également, en synthétisant dans la rhizosphère quelques métabolites du métabolisme bactérien 

secondaire : tels que la production des 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). 

 

4.2.3.2.  Stimulation de la croissance des végétaux 

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

secondaires influencent positivement sur la croissance des plantes (Struz et Christie, 2003). Il 

comprend l’amélioration de nutrition minérale de la plante, essentiellement pour le fer, le 

phosphore, l’azote et le manganèse (Compant et al., 2005). 

Il existe également une synthèse microbienne de l’auxine, l'acide gibbérellique, cytokinines 

et de l’éthylène et des composés vitaminiques (Li et al., 2018), sont de substances de croissance 

analogues aux phytohormones (Shanmugaiah et al., 2015). 
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4.2.4. Action indirects 

 

4.2.4.1.Compétition spatiale/trophique  

Il est intéressant que la compétition avec les microorganismes pathogènes pour la niche et la 

nutrition qui est un mécanisme prometteur pour l'utilisation des Pseudomonas spp fluorescents 

endophytiques dans le contrôle des maladies des plantes. Il est possible que ces derniers 

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

avec les microbes pathogènes pour la nutrition, et ainsi réduire le nombre de 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 ; Shameer et al., 2018).  

4.2.4.2. Antibiose  

L’antibiose est un phénomène fréquent chez Pseudomonas spp fluorescent. Il consiste à 

produire des antibiotiques efficaces par l'agent antagoniste contre l’agent pathogène (Corbaz, 

1990 ; Oliveira et al., 2020). 

Les souches de Pseudomonas spp fluorescent produisent une variété de métabolites 

antifongiques et / ou antibactériennes puissante impliquée dans le biocontrôle, par exemple 

l’acide cyanhydrique (HCN), la pyolutéorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la 

pyrrolnitrine, les phénazines (Defago, 1993; Haas et Defago, 2005). 
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Figure 03 : Mécanismes multiples employés par les endophytes et leurs métabolites dans la 

gestion des maladies des plantes (Yandong et al., 2022). 
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Notre travail qui porte sur l’activité antagoniste des Pseudomonas spp fluorescents 

endophytiques a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de Protection et de 

Valorisation des Ressources Agrobiologiques (LPVRA) à l’université Saad d’ahlab Blida 01. 

   Notre travail a pour objectifs  

I. La Purification des souches de Pseudomonas spp fluorescents isolées. 

II. L’Identification préliminaire des souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents endophytiques. 

III. Evaluation de l’activité antagoniste des souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents sélectionnées in vitro et in situ. 

1. Matériel  

1.1. Matériel non biologiques  

Le matériel non biologique représenté par la verrerie, l’appareillage et les compostions des 

milieux de culture est consigné en annexe I. 

1.2. Matériel biologiques   

1.2.1. Les souches bactériennes antagonistes  

Vingt 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 22km et 93km respectivement de cette dernière (Tableau 03). 
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Tableau 03 : Caractéristiques les codes des vingt souches bactériennes de Pseudomonas 

spp.fluorescents utilisées.

 

Isolats 

Age Cultivar Région 

TBR51 2 ans Biskra 

Taghit 

TRR5 25 ans Ras El Hmar 

KHE7 
20 ans Hmira 

Kenadsa 

 

 

KHE62 

KFR2 19 ans Feggous 

KMR2 
35 ans 

Hamriya 

 
KMR7 

PF10 (TCE) 

20 ans Cherka 

Taghit 

PF3 (TCE) 

PF31 (TCE) 

CF1 (TRE) 
25 ans Ras El Hmar 

CF11 (TRE) 

EF5 (TBE) 

2 ans Biskra 
EF3 (TBE) 

BF12 (TBE) 

BF6 (TBE) 

ZF2   (TRE) 

25 ans 

Ras El Hmar 

ZF6 (TRE) 

RF6 (TFE) 
Feggous 

RF5 (TFE) 
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1.2.2. Les souches bactériennes pathogènes 

Pour l’évaluation de l’activité antagoniste des souches de Pseudomonas isolées, nous avons 

utilisé deux souches bactériennes phytopathogènes à savoirs Agrobacterium tumefaciens 

(C5.83) et Erwinia amylovora (EMEA). Ces souches bactériennes font partie de la collection 

du laboratoire de phytobactériologie à l’université Saad D’ahlab Blida -1-. 

 

1.2.3Les souches fongiques phytopathogènes   

Pour évaluer l’activité antagonismes in vitro des souches de Pseudomonas spp.fluorescents, 

Nous avons utilisé deux formes spéciales de Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporumf.sp. 

lini et Fusarium oxysporumf.sp. albedinis) et une souche fongique Botriosphaeria Dothidae 

(B.s.d) Ces souches fongiques appartiennent à la collection du laboratoire de mycologie 

(département de biotechnologie et agroécologie l’université Saad Dahlab Blida1. 

1.3. Matériel végétales  

Pour l’évaluation de l’activité antagonisme in vivo du palmier, nous avons travaillé sur des 

inflorescences du palmier de la station expérimentale de la faculté des sciences de la Nature et 

de la vie l’Université Saad D’ahlab Blida 01 (figure 04). 

 

  

Figure 04 : Palmier dattier de la station expérimentale de l’université saad dahlab Blida 01. 
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2. Méthodes  

2.1. Purification des souches bactériennes  

La purification c'est une opération nécessaire afin de vérifier la pureté des vingt souches 

bactériennes de Pseudomonas spp. Fluorescents. La purification a été effectuée en réalisant une 

série de repiquage par étalement sur des boites de pétri contenant du milieu King B (King et 

al., 1954) (annexe I) et incubées à 28 °C (figure 05). 

 

 

Figure 05 : Repiquage des souches de Pseudomonas spp. fluorescents par étalement sur milieu King 

B. 

2.2. Conservation des souches  

Les vingt souches de Pseudomonas spp. fluorescents purifiées obtenues ont été repiquées 

dans des tubes à essai inclinés contenant le milieu KB  (annexe I) et conservées dans un 

réfrigérateur à 4°C, pour des utilisations ultérieures. 

2.3. 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 d’identification des Pseudomonas spp. Fluorescents saprophytes ont été réalisée par 
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les tests de LOPAT (Levane, oxydase, pectinase, arginine deshydrolase  et hypersensibilité sur 

Tabac). 

2.3.1. Caractères culturaux 

Les caractères culturaux des isolats bactériens étudiés sur le milieu KB (annexe I), sont la 

fluorescence, la coloration des colonies, leur pourtour et leur forme ainsi que les dimensions 

des colonies. 

2.3.2. Caractérisation physiologique et biochimique 

Pour l’identification de nos isolats, une série de tests physiologies et biochimiques a été 

réalisée.  

2.3.2.1. Test de la fluorescence  

C’est le premier test a réalisé pour une sélection préliminaires des isolats. 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). 

2.3.2.2. Coloration de Gram 

Est une technique de coloration des bactéries qui permet de les identifier en fonction de leur 

réaction à la coloration. Cette technique permet d'observer la forme et le mode de regroupement 

des bactéries, ainsi que de distinguer entre les bactéries à Gram positif des Gram négatif 

(Gardant et Luisetti, 1981).Dans notre étude nous avons utilisé une autre méthode plus rapide 

en utilisant l’hydroxyde de potassium 'KOH'. 

2.3.2.3. 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. 
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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). 

 

2.3.2.4. Test catalase 

 
Le test de catalase est une méthode courante utilisée pour identifier les bactéries qui 

produisent l’enzyme catalase. Il consiste à déposer une colonie bactérienne âgée de 24 heures 

sur une lame en verre propre et sèche, et à ajouter du peroxyde d'hydrogène (H2O2) à 10 

volumes. Une réaction positive est indiquée par l'apparition de bulles, causée par la libération 

d'O2 (Dickey, 1988). 

H2O2 ===>H2O + ½ O 

2.3.2.5. Production de Levane sucrase  

Le test de levane sucrase a été effectué sur milieu levane (annexe I). 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). 

2.3.2.6. Test d’Oxydase  

Le test de l'oxydase est utilisé pour identifier les bactéries à Gram négatif. Pour effectuer ce 

test, une crème bactérienne de 24 heures est étalée sur un papier Wathman stérile à l'aide d'une 

pipette Pasteur boutonnée. Ensuite, une goutte de réactif N diméthyl paraphénylène diamine est 

rajoutée. Si l'enzyme cytochrome oxydase est présente, une coloration violette apparaîtra dans 

les 30 secondes. Si la réponse apparaît en retard (Après 30 secondes), la réponse est positive 

tardive. Si la réponse n'apparaît pas après ce temps, la réponse est négative. 
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2.3.2.7. Activité Péctinolytique  

La détermination de la production de pectinase a été faite selon la méthode décrite par 

Cattelan et al., (1999) sur le milieu gélosé M9 (annexeI) (Miller, 1974),supplémentée de 4,8g 

/ l de pectine et de 1.2g d'extrait de levures. Après 48h d’incubation à 28 ° C, traitées les boites 

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

une réaction positive. 

2.3.2.8. Test d’arginine dihydrolase  

Certains Pseudomonas peuvent se développer dans des conditions anaérobies en utilisant le 

complexe enzymatique dihydrolase de l'arginine, qui implique deux réactions enzymatiques : 

la dégradation de l'arginine en citrulline (arginine desmidase) et la transformation de la 

citrulline en ornithine (citrullineureidase). 

Ce test se déroule sur des tubes contenant le milieu Mueller Arginine (ADH 5%) (annexeI) 

qui ont été inoculés et recouverts d’une couche de vaseline (figure 06), et incubés ensuite à 

28ºC pendant 5 jours. Une réaction positive se traduit par l’apparition d’une coloration violette 

due à l’alcalinisation du milieu provoquée par la présence de NH3 (Hildebrand, 1988). 

 

 

Figure 06 : Des tubes contenant le milieu Mueller Arginine (ADH 5%) inoculés et recouverts d’une 

couche de vaseline. 
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2.3.2.9.  Test hypersensibilité de tabac  

Dans le test d'hypersensibilité au tabac (Klement, 1963), une suspension bactérienne (10⁸‐

10¹⁰cfu / ml) a été infiltrée dans le limbe foliaire de jeunes plantules de Nicotiana tabaccum 

var xanti. Cette infiltration a été réalisée en piquant latéralement une surface du limbe au niveau 

des nervures principales par utilisation d’une seringue stérile (figure 07), ce qui crée une zone 

humide. Sur une autre zone de la même feuille, une autre infiltration est réalisée avec de l'eau 

distillée stérile (témoin).Si des taches nécrotiques apparaissent et que des collapses se forment 

au niveau de la zone infiltrée après 48 à 72 heures, la réponse est considérée comme positive. 

  

Figure 07 : Infiltration surface du limbe foliaire des jeunes plantules de Nicotiana tabaccum var 

xantipar la suspension bactérienne 
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2.4. Evaluation du pouvoir antagoniste des souches sélectionnées in 

vitro et in vivo 

2.4.1. Pouvoir antagoniste in vitro 

2.4.1.1. La confrontation bactérie‐ bactérie  

 
Ce test a été réalisé sur deux milieux différents (King B et LPGA) (annexe I) par la méthode 

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

Pour montrer l'activité antibactérienne des dix isolats endophytes (BF6, TBR51, TRR5, 

KFR2, ZF2, CF11, CF1, PF10, RF6, PF3) sélectionnés des différentes régions (Taghit  

,Kenadsa)  contre les souches cibles (Agrobacterium tumefaciens [C5.83] et Erwinia amylovora 

[EMEA]), nous avons utilisé un ratio de 10: 1. Cela signifie que l'antagoniste avait une 

concentration 10 fois supérieure à celle de la souche pathogène. 

Pour préparer les suspensions bactériennes, une colonie bactérienne âgée de 24 à 48 h est 

prélevée à l'aide d'une anse stérile et transférée ensuite dans un tube contenant de l'eau distillée 

stérile. Après avoir homogénéisé la suspension, à l'aide d'une micropipette, 100µl de la 

suspension d’une densité proche de 108 CFU/ml sont déposés dans des boîtes de pétri contenant 

les deux milieux (LPGA, King B) (figure 08). Au total, trois spots ont été déposées dans chaque 

boite boîte de Pétri, en les   incubant à 28-30°C pendant 24h. L’opération a été réalisée deux 

fois pour chaque bactérie dans les deux milieux (kawaguchi et al., 2008). 

Les suspensions bactériennes pathogènes (Erwinia amylovora et d'Agrobacterium 

tumefaciens) d’une concentration de 107 CFU/ml ont été préparées en transférant une colonie 

bactérienne âgées de 24 h à l'aide d'une anse stérile dans un tube contenant de l'eau distillée 

stérile. Pour la confrontation directe, nous avons pulvérisé avec les suspensions bactériennes 

des deux souches pathogènes les surfaces des boîtes de Pétri préalablement ensemences par les 

souches antagonistes (figure 09).Le tout est incubé à 28-30°C pendant 24 h. 

Les témoins négatifs sont des boîtes de Pétri contenant 100µl d'eau distillée stérile déposée 

sur les deux milieux LPGA et KB à 24 h avant la pulvérisation des deux souches pathogènes. 

Les boîtes de Pétri sont ensuite entourées de papier film ou parafilm le long du bord pour éviter 

toute contamination.
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Figure 08: Dépôt des spots bactériennes à l’aide d’une micropipette dans des boîtes de pétri contenant 

le milieu LPGA et le  milieu King B. 

  

  

 

Figure 09: Pulvérisation les suspensions bactériennes des deux souches pathogènes testée en spray sur 

les spots des bactéries antagonistes. 
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 Expression des résultats  

L’activité antagoniste des souches de Pseudomonas spp fluorescente vis-à-vis a deux souche 

bactériennes phytopathogènes (Agrobacterium tumefaciens [C5.83] et Erwinia amylovora 

[EMEA]) se traduit par l’apparition des zones d’inhibition au tour des spots bactériennes. 

 

2.4.1.2. La confrontation bactérie‐Champignon 

  
2.4.1.2.1. Purification des souches fongiques  

Les isolats fongiques ont été purifiés en utilisant une méthode de repiquage successif. À 

l'aide d'une pipette Pasteur, Un disque (3 mm de diamètre de mycélium) de chaque isolat de 7 

jours a été placé au centre des boites de pétrie contenant le milieu PDA (Agar de pomme de 

terre et de dextrose) (Jehnston et Booth, 1983) (annexe I). Les boites ont été incubées à 30°C 

pendant 7 à 10 jours. Les souches purifiées ont été ensuite conservées à 4°C.  

2.4.1.2.2. Essai d’antagonisme  

Le pouvoir antagoniste des isolats de Pseudomonas spp fluorescents a été effectué pour 

vérifier l’existence d’une éventuelle action inhibitrice des souches de Pseudomonas spp. 

fluorescents vis-à-vis des trois champignons : Fusarium oxysporum albedinis (Foa), 

Fusariumox ysporumlini (Foln) et souche de Botriosphaeria Dothidae (B.s.d). Deux méthode 

de confrontation ont été utilisée sur le milieu (PDA) (annexeI): déphasée et simultanée. 

 

 La méthode déphasée  

La confrontation déphasée in vitro a été réalisée suivant la méthode décrite par Vincent et 

al., (1991) (figure 10). Elle consiste à étaler les souches de Pseudomonas spp.  fluorescents 

âgée de 24 h 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 PDA (figure 11). Après d’incubation de 24 h des lignes 

bactérienne, des disques fongiques (6 mm de diamètre de mycélium) d’une culture de 7à 10 

jours ont été déposéau centre des boites (figure 12). L’incubation est faite pendant 7 jours à 

une température de 28°C. Deux répétitions ont été effectuées pour chaque interaction. 
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 La méthode simultanée  

La confrontation simultanée consiste à déposer les deux souches (antagoniste et pathogène) 

en même temps. Pour réaliser ce type de confrontation, nous avons déposé les disques fongiques 

au centre des boites immédiatement après avoir étalé les lignes des souches de Pseudomonas 

spp. fluorescents sur les boites, qui sont ensuit incubées à 28°C pendant 7 jours. Les disques 

mycéliens de chaque isolat fongique ont été utilisés comme témoins dans les cultures fongiques, 

sans la présence de souches de Pseudomonas spp. fluorescents. 

2.4.1.2.3. Expression des résultats  

La présence d'une activité antagoniste est indiquée par la réduction du diamètre des colonies 

mycéliennes des champignons pathogènes en présence des souches de Pseudomonas spp 

.fluorescents par rapport au témoin non inoculé. Le pourcentage d'inhibition est calculé en 

utilisant 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). 

Le pourcentage d'inhibition doit être supérieur à 20% pour qu'on puisse parler d'inhibition. 

I%= [(R-r)/R] X 100 
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Figure 10 : Méthode de confrontation directe en boite de pétrie entre les souches de Pseudomonas spp 

.fluorescents et les champignons phytopathogènes 

 

 

 

Figure 11: Ensemencement d’une souche de Pseudomonas spp .fluorescents sous forme de deux stries 

en parallèles.
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Figure 12 : Transplantation d’un disque fongique au centre de boite de pétrie contient la souche de 

Pseudomonas spp.fluorescents après incubation de 24h. 

2.4.2. Pouvoir antagoniste in vivo 

Le champignon phytopathogènes Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) provoque des infections 

principalement présenté par la formation de nécroses sur la tige des palmiers dattier infectées. 

Le test d’antagonisme in situ a été réalisé afin d’évaluer l’activité antagoniste de trois 

souches de Pseudomonas spp.fluorcsents sélectionnés sur la base de leur forte activité 

d’antagonisme in vitro (TBR51, TRR5 et BF6), vis-à-vis d’un champignon phytopathogène 

Botriosphaeria Dothidae (B.s.d). 

La méthodologie utilisée est inspirée par Moral et al. (2010), elle est réalisée en adaptant 

les étapes suivantes.  

 

2.4.2.1. Préparation des fragments 

 
L’essai a été réalisé sur un ensemble de 80 boutures de 8 cm de long (Figure 13.A). (10 

boutures pour le témoin négatif, 10 pour le témoin positif et 10 pour chaque des trois 

antagonistes). Deux répétitions ont été réalisées pour chaque bouture traitée. 

2.4.2.2. La désinfection  

 
À l'aide des compresses, la désinfection superficielle pour chaque bouture a été faite par 

l'éthanol à 70 % pendant 2 min. Après, l'hypochlorite de sodium (NaOCl) à 0,5% pendant 10 

min suiviede trois rinçages successifs à l'eau désilé stérile
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2.4.2.3. L’essai  

Afin d'enlever l'écorce, des incisions ont été faites à l'aide d'un scalpel (Figure 13.B).  À 

l’aide d’une pipette pasteur des pastilles de mycélium de chaque isolat, d'un diamètre de 10 mm 

ont été prélevés et déposés avec l'antagoniste qui a été placée la veille (selon la technique 

déphasée) sur les incisions (Figure 13.C / 13.D). 

Après avoir inoculé les incisions, les boutures ont été enveloppé ensuit avec du coton stérile 

humide, puis scellé avec du papier aluminium et du parafilm (Figure 13.E). Les boutures ont 

été incubées pendant 20 jours dans des pots contenant de l’eau distillée stérile afin d'éviter le 

dessèchement (figure 13.F).Les témoins positifs ont été inoculés avec des disques des isolats 

fongiques, tandis que les témoins négatifs ont été inoculés avec l’eau distillée stérile 

uniquement. 

2.4.2.4. Lecture des résultats  

Après une période de 20 jours, les résultats se traduisent par l'apparition ou non de nécrose 

sur les boutures testées. Afin d’évaluer l'intensité de l'activité antagoniste des souches 

bactériennes, nous avons comparé le nécrose de champignons issu de la confrontions bactéries 

/champigons par rapport au témoin positive.
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Figure 13 : les étapes de test d’antagonisme in situ 

A B 

C D 

E F 
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Au cours de cette étude, nous avons procédé à l’identification et la caractérisation d’une 

collection de 20 souches isolées de l’endophytosphére du palmier dattier. Les résultats de 

l’identification des souches, la mise en évidence de l’activité antagoniste des souches identifiées 

et sélectionnées production des métabolites secondaires et de leur activité antagoniste sont 

présentés ci-après. 

1. Identification préliminaire des souches Pseudomonas spp. 

Fluorescents endophytiques  

L'identification des 20 isolats repose sur la détermination de leurs caractéristiques culturaux, 

physiologiques et biochimiques, à travers d'une série des tests de LOPAT, test de fluorescence, 

test de Gram et de catalase.  

1.1. Caractères culturaux 

 
Apres purification, les souches bactériennes ont montré sur les milieux KB des caractères 

culturaux très proches (Tableau 04). 

 

Tableau 04 : Quelques Caractéristiques morphologiques et biochimiques des 20 souches testées  
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F : Fluorescence    /    G : Test de Gram    /   C : Catalase  /   + : réaction positive    /   ‐ : réaction négative    

1.2. Caractérisation physiologiques et biochimique des isolats  

 
Les résultats de l’identification des 20 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 (les tableaux 04 et 05). 

 

Les souches F G Aspect Forme Pigment C 

KFR2 + ‐ Blanche, lisse Circulaire Jaune-vert + 

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

KHE7 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

KMR2 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

KMR7 + ‐ Jaune, muqueuse Circulaire Jaune-vert + 

KHE62 + ‐ Jaune, lisse Circulaire Jaune-vert + 

TRR5 + ‐ Jaune, lisse Circulaire Jaune-vert + 

PF10 + ‐ Jaune, muqueuse Circulaire Jaune-vert + 

PF31 + ‐ Jaune, muqueuse Circulaire Jaune-vert + 

PF3 + ‐ Jaune, muqueuse Circulaire Jaune-vert + 

CF1 + ‐ Jaune, lisse Circulaire Jaune-vert + 

CF11 + ‐ Jaune, lisse Circulaire Jaune-vert + 

EF5 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

EF3 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

BF12 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

BF6 + ‐ Blanche, 

muqueuse 

Circulaire Jaune-vert + 

ZF2 + ‐ Blanche, lisse Circulaire Jaune-vert + 

ZF6 + ‐ Blanche, lisse Circulaire Jaune-vert + 

RF6 + ‐ Blanche, lisse Circulaire Jaune-vert + 

RF5 + ‐ Blanche, lisse Circulaire Jaune-vert + 
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1.2.1. Test de la fluorescence  

Les résultats ont montré la présence d'un pigment fluorescent chez les isolats testés, qui 

émettent une couleur jaune verdâtre sous une lampe UV (350-400nm). Nous avons également 

remarqué que l'intensité de la fluorescence varie selon les souches et l'âge de la culture, ainsi 

que la couleur et l'intensité du pigment émis varient du vert jaune au jaune brun. Ces 

observations ont été rapportées précédemment par Digat et Gardan, (1978) (Figure 14). 

 

Figure 14 : Les fluorescences des isolats bactériens sous UV (350-400nm). 

1.2.2. Test de Gram  

Les résultats du test de KOH ont montré que les 20 souches testées étaient des bactéries 

Gram(-). Cela a été confirmé par l'apparition d'un filament visqueux pendant l'ajout de réactif  

« KOH » (Figure 15).»)» KOH." 

Figure 15 : Le test de potasse indicateur de Gram : La formation d’un filament mucoide confirmele 

Gram négatif.
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1.2.3. Test de catalase  

Les résultats obtenus à partir du test de catalase maintiennent que les 20 isolats testés 

étaient catalase positive, car l'observation des bulles d'air révèle un dégagement gazeux de 

dioxygène (Figure 16). 

 

Figure 16 : Résultat positive pour les souches testées de catalase 

 

1.2.4. Test de Levane sucrase 

Les résultats montrent que les 20 souches sont positives pour la levane sucrase. Cela a été 

indiqué par l'apparition d'une culture gonflée, brillante, muqueuse et luisante (Figure 17).»)» 

 

Figure 17 : Résultat de la production de levane sucrase sur les souches de Pseudomonas 

spp.fluorescents. 
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1.2.5. Test d’oxydase  

Les résultats du test d'oxydase ont montré que les 20 souches étaient positives, par 

l’apparition d’une couleur violette dans les 30 secondes après l’ajout du réactif (Figure 18).»)» 

 

Figure 18 : Résultat positive pour les souches testées d’oxydase 

 

1.2.6. Test de Pectinase  

Le test de pectinase montre qu’aucun halo clair n'a été  observé autour des colonies lors de 

l'ajoute de HCL, ce qui indique une réaction négative (Figure 19). 

 

Figure 19: Résultat négative pour les souches testées de pictinase 
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1.2.7. Test d’arginine dihydrolase  

Toutes les souches testées ont montré une dégradation de l'arginine (100%). Le résultat 

positif a été observé lorsque le milieu est resté dans sa couleur violette après l’ajout du tampon 

PH4, en raison de l’alcalinisation du milieu (Figure 20) . 

 

Figure 20: Résultat positive pour les souches testées après l'ajoute de tampon PH4 

 

1.2.8. Test d’hypersensibilité sur Tabac  

Le test d'hypersensibilité sur Tabac n'a montré aucune réaction positive, car il n'y avait pas de 

taches nécrotiques ni de collapses formés dans la zone infiltrée (Figure 21). 

 

  

Figure 21 : Résultat négative pour les souches testées de tabac 
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1.3. Identification phénotypique des isolats 

 
Les résultats montrent que les 20 souches [oxydase (+), arginine (+) et tabac (-)], apparentées 

à des Pseudomonas spp. Fluorescents saprophytes, soit un taux de 100% des souches isolées. 

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

groupes Vb de Pseudomonas fluorecsens discriminés par Lelliott et al., (1966) (Tableau 05). 

Tableau 05 : Spectre de réponse d’identification selon les tests LOPAT 

 

Les souches LOPAT Le groupe de LOPAT 

 L O P A T  

KFR2 + + - + - 

Vb 

TBR51 + + - + - 

KHE7 + + - + - 

KMR2 + + - + - 

KMR7 + + - + - 

KHE62 + + - + - 

TRR5 + + - + - 

PF10 + + - + - 

PF31 + + - + - 

PF3 + + - + - 

CF1 + + - ‐ - 

CF11 + + - ‐ - 

EF5 + + - ‐ - 

EF3 + + - ‐ - 

BF12 + + - ‐ - 

BF6 + + - ‐ - 
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1.4. Sélection des souches de Pseudomonas spp.fluorescents 

antagonistes in vitro 

 

1.4.1. Confrontation bactérie/ bactérie 

Le pouvoir antagoniste des dix isolats de Pseudomonas spp. Fluorescents vis-à-vis à deux 

souches bactérienne phytopathogènes (Agrobacterium tumefaciens [C5.83] et Erwinia 

amylovora [EMEA], a été déterminé par l’apparition des zone d’inhibitions autour des spots 

représentant les colonies bactérienne de chaque antagoniste. Cette activité est variable selon les 

souches antagonistes, les deux souches phytopathogènes et les deux milieux de cultures (King 

B et LPGA).  

1.4.1.1. Sur milieu KB  

Lors de la confrontation sur le milieu KB, nous avons remarqué des phénomènes inattendus, 

notamment une croissance importante des spots bactérienne pour chaque antagoniste (Figure 

22). Cette croissance a rendu difficile l'identification des zones d'inhibition, ce qui a compliqué 

la détermination de l'effet antagoniste des dix souches antagonistes sur les bactéries pathogènes 

 

 

ZF2 + + - ‐ -  

ZF6 + + - ‐ - Vb 

RF6 + + - ‐ - 

RF5 + + + ‐ - 
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Figure 22 : Phénomènes inattendus représentés par une croissance importante des spots bactériens 

pour chaque antagoniste sur le milieu King B. 

Cependant, TBR51 est la seule souche dont l’effet antagoniste était très marquant dont la 

zone  d'inhibition était très importante (4,5cm) avec un taux d’inhibition de  52 %, contre les 

souches pathogènes (Agrobacterium.t [C5.83] et Erwinia.a [EMEA]) (Figure 23). 

 

 

 

Figure 23 : l’activité antagoniste de souche TBR51 contre les souches cible (Agrobacterium.t [C5.83] 

et Erwinia.a [EMEA])
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1.4.1.2. Sur milieu LPGA  

Sur milieu LPGA et contrairement au milieu KB, les résultats obtenus montrent que les dix 

souches de Pseudomonas spp.fluorescents exercent des effets antagonistes vis-à-vis des 

champignons phytopathogènes s’exprimant par des zones claires autour des disques de 

champignons comparés au témoin (pathogène seul), mais à des degrés divers. Cette variation 

dépend des souches testées et les milieux de cultures utilisés. 

La forte activité antagoniste a été observée avec la souche PF3  (réduit ou inhibe 

complètement la croissance des deux photogène dans la boite) (Figure 24.A et 25.A). Et la 

souche TBR51 vis-à-vis des deux souches pathogènes [EMEA] et [C583] avec respectivement 

des diamètres de zone d’inhibition de 5 cm et de 3,7cm (Figure 24.B et 25.B). Les souches 

représentant des zones d’inhibitions moins importantes (très faible zone d’inhibition) sont les 

souches (BF6, TRR5, PF10)  avec respectivement  des diamètres de 1.2cm, 1.2cm et 1.5cm 

pour le pathogène [EMEA] (Figure 24.C) et les souches (BF6, TRR5, ZF2, PF10, CF1, KFR2) 

avec respectivement  des diamètres de  2.8cm, 2.4cm, 1.4cm, 1.5cm, 1.3cm, 1.9cm pour le 

pathogène [C583] (Figure 25.C). Suivie par suite les souches (CF1, RF6, KFR2, CF11) avec 

le pathogènes [EMEA] (Figure 24.D) et (CF11, RF6) avec le pathogènes [C83] (Figure 25.D) 

n’ont montré l’absence des zones d’inhibitions et donc aucun effet antagoniste observé.  
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Figure 24 : l'activité antagoniste de différentes souches antagonistes contre la souche cible Erwinia.a 

[EMEA] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : l'activité antagoniste de différentes souches antagonistes contre la souche cible 

Agrobacterium.t [C5.83]. 
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1.4.2. Les résultats de la confrontation bactérie /champignon : 

Les résultats de l'activité antagoniste des dix souches de Pseudomonas spp.fluorescents vis 

à vis à de Fusariumoxysporum f spalbedinis (F.o.a), Fusariumoxysporum f spLini (F.o.ln) et 

Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) a été déterminée par l’inhibition de la croissance mycélienne 

exercée sur la boite à des degrés divers. Cette variation dépend les souches antagonistes testées 

et les champignons phytopathogène et les deux méthodes utilisé déphasée et simultané. 

L’inhibition mycélienne est traduite par une réduction du diamètre de ces trois champignons 

phytopathogènes par rapport au témoin. 

L'action inhibitrice la plus forte est enregistré pour la souche TBR51 vis-à-vis des trois 

champignons phytopathogènes : Fusarium oxysporu albedinis (Foa) (Figure 26.A), Fusarium 

oxysporum lini (Foln) (Figure 28.A) et Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) (Figure 30.A) avec 

respectivement des taux d’inhibition très important 75%, 80% et 83%. Nous remarquons  

également que la souche TRR5 exerce une forte activité antagoniste vis-à-vis de Fusariumo 

xysporum f sp albedinis (F.o.a)  à de taux d’inhibition (69%). Moins activité antagoniste avec 

le Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) à de taux d’inhibition (47%). Alors qu'elle enregistre une 

faible activité antagoniste (11%) avec le Fusarium oxysporum f sp Lini (F.o.ln).  

Alors les faible taux d’inhibition sont enregistrés pour les souches (PF10, CF11,BF6, 

ZF2,TRR5, RF6, PF3 et CF1) avec le Fusariumo xysporum f sp albedinis (F.o.a)  à des taux 

d’inhibition 42%, 44%, 42%, 42%,46%, 42%, 41%, 50% respectivement (Figure 26.B). Et les 

souches (PF10, CF11, BF6, KFR2, ZF2, RF6, TRR5, PF3 et CF1) vis-à-vis de Botriosphaeria 

Dothidae (B.s.d) avec respectivement  des taux d’inhibition 49%, 49%, 45%, 47%, 47%, 47%, 

49%, 53%, 47% (Figure 30.B). Suivie par la suit les souches enregistrées les très faible taux 

d’inhibition 25%, 25%, 38%, 38%, 3%, 11%, 27%, 10% sont les souches  (PF10, CF11, BF6, 

KFR2, ZF2, TRR5, RF6, PF3 et CF1) avec le Fusarium oxysporum f sp Lini (F.o.ln) (Figure 

28.B).   Et la souche KFR2 avec le Fusariumo xysporum f sp albedinis (F.o.a) a de taux 

d’inhibition 33% (Figure 26.C). 

Ces résultats regroupent ces méthodes simultanées et déphasées car il y a une grande 

convergence des résultats entre les deux méthodes comme on peut le voir sur ses histogrammes 

(Figures 27, 29 et 31). 
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 Figure 26: activité antifongique des souches antagonistes contre le champignon phytopatogène 

Fusariumo xysporum f sp albedinis (F.o.a) sur le milieu PDA.   

 

Figure 27 : Résultats de l’activité antifongique contre le champignon phytopatogène Fusariumo 

xysporum f sp albedinis (F.o.a)  (courbe de pourcentage originale). 
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Figure 28: activité antifongique des souches antagonistes contre le champignon phytopatogène 

Fusariumo xysporum f sp Lini (F.o.ln) sur le milieu PDA. 

 

 Figure 29 : Résultats de l’activité antifongique contre le champignon 

phytopatogène Fusariumo xysporum f sp Lini (F.o.ln)  (courbe de pourcentage originale). 
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Figure 30: activité antifongique des souches antagonistes contre le champignon phytopatogène 

Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) sur le milieu PDA. 

 

 

 

Figure 31: Résultats de l’activité antifongique contre le champignon phytopatogène Botriosphaeria 

Dothidae (B.s.d) (courbe de pourcentage originale). 
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1.5. Sélection des souches de Pseudomonas spp.fluorescents 

antagonistes in vivo 

 
L’évaluation de l’activité antagoniste des trois souches de Pseudomonas spp. Fluorescents 

sélectionnés sur la base de leur forte activité antagoniste in vitro (TBR51, TRR5 et BF6) vis à 

vis de Botriosphaeria dothidae a été déterminée par l’apparition ou non de nécrose sur les 

fragments testés en les comparant avec le témoin positif inoculé uniquement avec le pathogène.  

 Les résultats obtenus diffèrent selon les souches antagonistes. Où nous avons exprimé par 

une estimation en pourcentages de l'évolution du taux d'infection apparu au cours de trois 

semaines d'observation par rapport au témoin positif présentant 100℅ de nécroses et le témoin 

négatif avec absence totale de symptômes (0℅). 

L'action inhibitrice la plus forte est enregistrée par la souche TRR5 vis-à-vis de champignon 

phytopathogène Botriosphaeria dothidae à des taux d'infection ne dépassant pas 20℅ (ce qui 

indique une forte réduction des symptômes de la maladie avec de petites nécroses au niveau du 

site d’inoculation comparé au témoin positif qui a montré un développement de nécroses sur 

toute la surface de confrontation (Figure32/ B). Suivie par les souches TBR51 et BF6 ayant 

enregistré une activité antagoniste moyenne a des taux d'infection d’environ 50℅ (Figure32/ 

A). 

 

Figure 32: Activité antifongique des souches antagonistes contre le champignon phytopatogène 

Botriosphaeria dothidae  in vivo.
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Figure 33 : Résultats de l’activité antifongique  contre le champignon phytopatogène 

Botriosphaeria dothidae  in situ (courbe de pourcentage originale). 
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Discussion 

Les Pseudomonas spp fluorescents sont un groupe de micro-organismes répandu parmi les 

bactéries associées à la rhizosphère végétale. Il sont considérés comme des armes biologiques 

contre les agents pathogènes des plantes importants pour l'agriculture, en raison de leur 

potentiel antagoniste avec les antibiotiques et la sécrétion la sécrétion de substances favorisant 

la croissance des plantes, d'enzymes hydrolytiques et d'autres traits antimicrobiens ( 

Shanmugaiah et al., 2006 ).  

Notre travail s’est basé sur l'identification d’une collection de 20 souches de Pseudomonas 

spp.fluorescents et l’évaluation de leurs effets antagonistes in vitro et in vivo vis à vis à des 

bactéries et des champignons phytopathogènes. 

L'identification préliminaire des caractères génériques selon les tests classiques a été basée 

en premier par la production de pigment fluorescent, la caractérisation morphologique, test de 

Gram, la catalase. Les caractérisations spécifiques d’identification des Pseudomonas spp. 

Fluorescents saprophytes ont été réalisés par les tests de LOPAT. 

Les résultats obtenus à partir de ces tests ont permis de sélectionner les vingt souches dans 

leur ensemble comme des souches présentant les caractéristiques du groupe Pseudomonas 

spp.fluorescents. 

Les résultats de ces tests ont montré la production d'un pigment fluorescent chez les 20 

isolats testés (test de fluorescence +), cette production est une spécificité des Pseudomonas 

fluorescens et qui peuvent généralement être distinguées visuellement des autres Pseudomonas 

par leur aptitude à produire un pigment jaune vert soluble dans l’eau (Palleroni et al., 1973) 

appelé les pyoverdines (Palleroni et Migula, 1984).  

Les souches bactériennes ont montré des caractères culturaux très proches. Ensuite, le teste 

de KOH à confirmer que les souches bactériennes testées sont des bactéries à paroi Gram - 

(Test de Gram). 

Le test de catalse est positive (catalase +) chez toutes les souches ce qui traduit par la 

capacité de ces souches de produire l'enzyme catalase qui décompose l’eau oxygénée en 

oxygène et en eau.
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Les souches testé sont oxydase positive ce qui confirme leur capacité de produire  l'enzyme 

cytochrome oxydase. Ainsi, une réaction positive pour l'arginine dihydrolase de ce fait que la 

dégradation de l’arginine est une voie caractéristique des Pseudomonas spp. Fluorescents 

saprophytes (Thornley, 1960).  

Concernent le teste de pictinase, les résultats se sont avérés négatives, les souches 

bacteriennes sont incapable de produire le pectinase (pectinase ‐). Aucune tache nécrotique ou 

effondrement ne s’est produit dans la zone infiltrée de la plante de Nicotiana tabaccum var 

xanti (hypersensibilité de tabac ‐) 

Les résultats de l’identification phénotypique (teste de l’OPAT et de catalase) n’ont pas 

permis de réaliser une identification totale et précise. Car les résultats obtenu comparés par 

rapport les résultats obtenu par plusieurs auteurs (Mezaache, 2012 ; Benoussaid et al., 2018)  

ont validé que Pseudomonas spp fluorescents 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. Donc, c’est des 

technique efficace pour l’identification plus précise des Pseudomonas ce qui permet de 

confirmer ou infirmer les résultats obtenus par les méthodes classiques. Ainsi, elle permet de 

donner des résultats fiables dans un délai plus court que les méthodes habituelles et de réduire 

la quantité de l’échantillon à analyser (Dieckmann et al. 2005 ; Degand et al. 2008). 

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). 

     D'après les résultats de la confrontation sur milieu KB, il ne s'est pas bien montré en 

raison de la forte croissance des spots bactériens de chaque antagoniste sur le milieu, ce qui a 

rendu difficile l'identification des zones d’inhibition (Des zones d'inhibition pas claire), et donc 

nous n'avons pas pu déterminer l'effet antagoniste des souches antagonistes sur les souches 

pathogènes. TBR51 est la seule souche dont l’effet antagoniste était très marquant dont la zone 

d’inhibition était très importante (4.5cm) avec un taux d’inhibition de 52 %, contre les deux 

souches pathogènes (Agrobacterium.t [C5.83] et Erwinia.a [EMEA]).
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Au cours de ce test sur le milieu LPGA nous avons observé que l’activité antagoniste est 

variable selon le changement de dix souches antagonistes, ainsi que les deux souches cibles. 

    L’action inhibitrice la plus forte est estimée avec la souche PF3 (réduit ou inhibe 

complètement la croissance des deux photogène dans la boite). Elle est suivie de la souche 

TBR51 vis-à-vis des deux souches pathogènes [EMEA] et [C583] avec respectivement des 

diamètres de zone d’inhibition de 5 cm et de 3,7cm. Les souches représentant des zones 

d’inhibitions moins importantes (très faible zone d’inhibition) sont les souches (BF6, TRR5, 

PF10) avec respectivement des diamètres de 1.2cm, 1.2cm et 1.5cm pour le pathogène [EMEA] 

et les souches BF6, TRR5, ZF2, PF10, CF1, KFR2 avec respectivement des diamètres de 2.8cm, 

2.4cm, 1.4cm, 1.5cm, 1.3cm, 1.9cm pour le pathogène [C583]. Suivie par la suite les souches 

CF1, RF6, KFR2, CF11 vis avis du pathogènes [EMEA]. Et (CF11, RF6) avec le pathogènes 

[C83] n’ont montré l’absence des zones d’inhibitions et donc aucun effet antagoniste observé. 

D'après les travaux menés par Djellout, (2019), qui ont consisté à tester Le pouvoir 

antagoniste in vitro des souches de Pseudomonas contre la souche pathogène d'Agrobacterium 

tumefaciens sur milieu LPGA en suivant les mêmes étapes de travail que nous avons suivies 

sur le même milieu.  Les résultats obtenus étaient que les bactéries Pseudomonas utilisées 

montrent une activité antagoniste vis-à-vis la souche pathogène d’Agrobacterium tumefaciens. 

Les différentes souches antagonistes présentent un effet inhibiteur variable. 

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 et al., 2005). 

La forte croissance des souches de Pseudomonas sur milieu KB peut être due aux métabolites 

secondaires qu'elles produisent. Le milieu KB étant très favorable à la croissance de ces 

souches, elles synthèses des sidérophores qui chélates les ions de fer, suit à la production des 

pigments fluorescents (Hassal et al., 1991 ; Digat, 1992 ; Weller et Thomashow, 1993). En 

plus de la production d’autres métabolites secondaires.  

  En ce qui concerne le milieu LPGA, ces résultats indiquent que l'activité antagoniste sur ce 

milieu n'est pas due à l'effet de sidérophore, car le milieu ne favorise pas la production des 

pigments fluorescents. On peut alors suggérer que l'activité antagoniste était liée à la production 

d’autres métabolites secondaires tels que les antibiotiques (Dahah, 2017). 

Les Pseudomonas sont déjà connus pour être des producteurs d'une gamme de molécules 

inhibitrices telles que l'acide ferrique, le HCN et les protéases, ce qui leur confère leurs 
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propriétés d'agents potentiels de lutte biologique contre de nombreux agents pathogènes des 

plantes et agents nuisibles aux cultures (Haas et Defago, 2005). 

    Les pseudomonas spp fluorescents sont déjà connus pour être des producteurs d'une 

gamme de molécules inhibitrices, notamment la chitinase, la β-1,3-glucanase, les sidérophores 

(comme la pyoverdine, responsable de la chélation de fer) (Mputu Kanyinda, 2012). Certains 

antibiotiques (2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), phenazines (PHZ), pyrrolnitrine), les 

composés organiques volatils (COV) tels que le cyanure d'hydrogène (HCN), l'acide indole 

acétique (IAA), les composés solvants phosphates et le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG). 

Cela fait des Pseudomonas fluorescents des agents de lutte biologique contre les agents 

pathogènes des plantes (antifongiques, antibactériennes, antivirales, antitumorales et 

antinématicides (Mishra, 2018 ; ADVİNDA, 2022). 

Concernant la confrontation bactéries-champignons, les dix souches de Pseudomonas spp 

fluorescents ont été testées pour leur capacité à inhiber la croissance mycélienne de trois 

champignons pytopathogéne : Fusarium oxysporum f sp albedinis (F.o.a), Fusarium oxysporum 

f sp Lini (F.o.ln) et Botriosphaeria dothidae (B.s.d). Cette inhibition se traduit par la réduction 

du diamètre des colonies des champignons, par rapport au témoin 

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

exercent des effets antagonistes à des degrés variables vis-à-vis à des trois champignons 

phytopathogénes. Cette variation de l’activité antagoniste varie selon les différentes souches 

antagonistes et les trois champignons phytopathogènes, et aussi les deux méthodes utilisé 

(déphasé et simultané) et qui peut être expliquée par la production d'une ou plusieurs substances 

antimicrobiennes par les bactéries (Kamilova, Validov et al., 2005). 

Cependant la présence d’activité inhibitrice dans le milieu PDA suggère que l’activité 

antagoniste n’est pas due à l’action des sidérophores, car ces milieux ne favorisent pas la 

production des pigments fluorescents. Alors nous pouvons suggérer que d’autres mécanismes 

ont été développés par la bactérie, telle que la compétition pour les éléments nutritifs ou 

l’antibiose. Selon  plusieurs  auteurs  les  activités  antagonistes peuvent  être  attribuées  à  la  

synthèse d’antibiotiques  et  à  d’autre  type  de  métabolites  secondaires  à  effet  d’antibiose  

(Digat  et Gardan, 1987 ;  Keel  et al.,1992 ; Défago,  1993 ;  Whipps    et  Lymsen,  2001)  

et  à  la  compétition pour  les  nutriments  et  pour  l’espace  ( Persello-Cartieaux et 
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al., 2000 ; Bloemerg  et  Lugtenberg,  2001; Persello-Cartieaux et al., 2003). 

Ces métabolites ont montré leur efficacité in vitro à l’égard des organismes pathogènes 

(Dahah, 2017) et la production des antibiotiques par Pseudomonas pour le contrôle contre les 

agents phytopathogènes a été mentionné la première fois par Howell etStipanovic (1979). 

Le pouvoir antagoniste la plus forte est enregistré pour la souche TBR51 vis-à-vis des trois 

champignons phytopathogènes, avec des taux .d’inhibitions allant jusqu'à 83%. Ces résultats 

sont proches de ceux obtenus par Benoussaid et al., (2018)et celle obtenue par Karmegham 

et al., (2020) qui ont constaté que Pseudomonas spp.fluorescents 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. 

Ainsi la souche TRR5 exerce une forte activité antagoniste contre Fusarium oxysporum f 

spalbedinis (F.o.a), avec un taux d’inhibition (69%) et un taux moins important (47%) contre 

le Botriosphaeria dothidae. 

Cependant, à travers nos résultats, nous remarquons que chez certaines souches bactérienne 

PF10, CF11, BF6, KFR2, ZF2, RF6, PF3 et CF1 faible taux d’inhibition ce qui peut être 

expliquer par la production de quantités insuffisante du métabolite secondaire par les 

Pseudomonas spp fluorescents pour l'activité inhibitrice. 

La seconde partie de notre travail est consacrée à la suppression in vivo de l’effet nécrotique 

de Botriosphaeria dothidae par les souches de Pseudomonas spp fluorescents. 

Les résultats obtenus dans le test d’antagonisme de trois souches de Pseudomonas 

spp.fluorcsents sélectionnés sur la base de leur forte activité d’antagonisme in vitro (TBR51, 

TRR5 et BF6), vis-à-vis d’un champignon phytopathogène Botriosphaeria dothidae (espèce de 

la famille Botryosphaeriaceae), in situ, après trois semaine d’incubation des fragments (rachis) 

de palmier dattier, ont montré une différence très significatives entre le taux des nécroses des 

boutures inoculées par les antagonistes et le pathogène. Cette différence est due à des souches 

antagonistes différentes. Où nous avons exprimé par une estimation en pourcentages de 

l'évolution du taux d'infection apparu au cours de trois semaines d'observation par rapport au 
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témoin positif présentant 100℅ de nécroses et le témoin négatif avec absence totale de 

symptômes (0℅). 

La souche antagoniste TRR5 ont montré un fort d’activité antagoniste contre le champignon 

phytopathogènes (Botriosphaeria dothidae) à de taux d'infection tendant vers 20℅ par rapport 

au le témoin inoculé par le pathogène. Ou nous avons enregistré le moins forte d’activité 

antagoniste avec les deux souches TBR51 et BF6 a de taux d’infection tendant vers 50℅. 

Les champignons de la famille Botryosphaeriaceae sont des champignons phytopathogènes 

qui peuvent infecter plusieurs hôtes comme le palmier dattier .Ce champignons a été rapporté 

comme un agent causal de plusieurs maladies sur différentes parties du palmier dattier, la 

pourriture des inflorescences (El-Morsy, 1999 ;  Al-Sadi et al., 2013) et la pourriture de la 

base des feuilles  (Botryodiplodia theobromae) (El-Morsi et al., 2012). 

De manière générale, les symptômes de la maladie peuvent apparaître et s'exprimer 

uniquement lorsque l'hôte est stressé (Slippers et Wingfield, 2007). 

D’après les travaux de  Bustamante et al ., (2022)  , qui ont montré    une aactivité inhibitrice 

d’ un  groupe de Pseudomonas spp ( P. chlororaphis) contre les Botryosphaeriaceae 

responsables de la  maladies du tronc de la vigne (MTG) , ils ont expliqué que cette activité 

inhibitrice de  groupe de Pseudomonas  revient à la production des antibiotiques telle que la 

phénazine et les sidérophores( la pyoverdine). 

 A  la  lumière  de  ce  qui  précède on peut expliquer  la  forte activité antagoniste des trois 

souches de Pseudomonas spp. Fluorescents contre le champignon phytopathogène 

(Botriosphaeria dothidae), que ces bactéries endophytes  ont la capacité d'améliorer la tolérance 

de l’hôte  aux maladies par différents mécanismes, à savoir la compétition pour les nutriments 

et l'espace, l'antibiose, l'interruption de la signalisation pathogène ou l'induction de défenses de 

la plante  (Rezgui et al., 2016 ; Compant et al ., 2013). 

En revanche, le caractère endophyte permettant à l’hôte de renforcer sa tolérance aux stress 

biotiques et abiotiques avant le passage d'un comportement endophyte à un comportement 

pathogène (Graniti et al., 2000 ; Hrycan et al ., 2020). 

De nombreux exemples de lutte biologique réussie remontent aux mécanismes de 

mycoparasitismes et/ou antibiose, à l'efficacité racinaire, la synthèse d’enzymes lytiques telles 
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que la chitinase et la glucanase impliquées dans la dégradation de différents métabolites du 

phytopathogène (Chet, 1987 ; Yedidia et al., 1999). Les antibiotiques synthétisés par les 

souches antagonistes peuvent être impliqués dans l’inhibition de la croissance de 

Botriosphaeria dothidae  (dothidae, 2002). 

Avant de mettre en place une stratégie de lutte contre les champignons phytopathogènes à 

l'aide de produits biologiques, il est nécessaire de connaître le comportement des antagonistes 

et leurs interactions avec le pathogène (Larkin et al.,  1999), c’est pour cette raison  deux tests 

d'activité antagoniste ont été réalisés in vitro et in situ entre les isolats de Pseudomonas  spp 

fluorescents et les champignons phytopathogenes (Fusariumoxysporum f spalbedinis (F.o.a), 

Fusariumoxysporum f spLini (F.o.ln) et Botriosphaeria dothidae). Ces deux tests ont donné des 

résultats différents  in vitro étant plus indicatif par rapport à ceux obtenus sur place. Cependant, 

la relation entre les potentiels affichés in vitro et in vivo n'est pas toujours évidente 

(Benchaabane et al., 2000).  
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Les endophytes sont des micro-organismes qui habitent et prolifèrent intérieur des plantes 

sans aucun symptôme distinct de maladie in-planta (Tripathi et al., 2022). Parmi ces  

endopytes, certains d’entre eux, notamment Pseudomonas spp.fluorescents sont considérée 

comme des armes biologiques contre les agents pathogènes des plantes importants pour 

l’agriculture en raison de leur potentiel antagoniste ( Shanmugaiah et al., 2006 ; Suresh et al., 

2021). 

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  études leur 

pouvoir antagoniste  in vitro et in vivo. 

L’identification des souches de Pseudomonas spp. Fluorescents selon les tests de 

Fluorescence, de Gram, de catalase   et les tests LOPAT, nous ont permis de sélectionner vingt 

souches dans leur ensemble présentant des caractéristiques de Pseudomonas spp.fluorescents 

saprophytes qui peuvent se regrouper en sous- groupes Vb de Pseudomonas fluorecsens. 

 Les  isolats de Pseudomonas spp fluorescents endophytes sélectionnées selon les régions 

ont montré une activité antagoniste variable in vitro vis-à-vis de deux bactéries pytophatogénes 

(Agrobacterium tumefaciens [C5.83] et Erwinia amylovora [EMEA]) sur deux milieux (King 

B et LPGA) par la technique de confrontation directe. Les meilleurs résultats ont été observés 

sur le milieu LPGA ou l’action inhibitrice la plus forte est estimée avec la souche PF3   avec 

un diamètre de zone d’inhibition de 5 cm. 

L’activité antagoniste des  isolats sélectionnées realisée in vitro vis-à-vis des trois 

champignons pytopathogéne : Fusarium oxysporum f.sp albedinis (F.o.a), Fusarium 

oxysporum f.sp Lini (F.o.ln) et Botriosphaeria dothidae sur le milieu PDA par deux méthode : 

déphasée et simultanée ont marqué une activité antagoniste importante. La plus forte activité a 

été enregistrée par la souche TBR51 avec un taux d’inhibition allant jusqu'à 83%.   

Dans la partie in vivo, nous avons sélectionnées    trois souches de Pseudomonas spp. 

Fluorescents (TBR51, TRR5, BF6) qui ont montré une réduction importante des nécroses avec 

des taux d’inhibition allant jusqu’à 83%. vis-à-vis de  Botriosphaeria dothidae. 
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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 

phénotypique plus sophistiqué par des moyens moléculaires tels que PCR, 

électrophorèse, western blot, le MALDI-TOF-MS, car le groupe Pseudomonas spp. 

fluorescents est un groupe très hétérogène nécessitant des études génétiques plus 

profondes. 

• La poursuite de l’étude est nécessaire, car l’antagonisme in vitro ne peut pas à lui 

seul, s’imposer comme le critère fondamental de la sélection des investigations. 

• Nous encourageons à entreprendre d’autres études dans le futur afin d’élargir nos 

connaissances sur l’exploitation de Pseudomonas spp.fluorescents comme des 

inoculum microbiens, destinés aux applications pratiques en tant que biofertilisants 

et biopesticide. 
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Annexe I :  

1. Composition des Milieux de cultures 

 

 

 
Milieu King B (KB) (King et al., 1954) 

 

Milieu  L.P.G.A (Levure‐Peptone‐Glucose‐Agar) 

‐ Peptone…………………………..20 g  

-Glycérol……………………..…..15 ml 

‐ K2 Hpo4  ………………………1,5 g 

‐ MgSO4 …………………………1,5 g 

‐ Agar…………………………….. 20 g 

     PH = 7,2 

 

‐ Extrait de levure……………………....0,5g 

‐ Peptone………………………………..0,5g 

‐ Gélose………………………………….15g 

‐ Glucose………………………………10g 

 

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) 

(Jonsthon et Booth, 1983) 

 

Milieu Levane (Hildebrand et al.,1988) 

 

‐ Pomme de terre ............................. 200 g 

‐ Dextrose .......................................... 20 g 

‐ Agar .................................................. 20g 

    PH =7 

‐ Extrait de levure................................... 2 g 

‐            Bactopeptone………………………….5 g 

‐ NaCl ..................................................... 5 g 

‐ Saccharose .......................................... 50 g 

‐ Agar ..................................................... 20g 

   PH= 7,2 

 

 
Gélose M9  (Miller, 1974) 

 

Moller-arginine  
(Gardan et aLuisetti, 1981) 

 

‐ Na2HPO4 ..................................... 6g ‐  ‐ ‐
KH2PO4…………………………………………3g 

‐NH4CL.......................................... 1g 

‐Na Cl ......................................... 0.5g 

‐ Agar ............................................ 17g 

Autoclavage puis additionné:  

Cellulose.....10g + extrait de levure 1.2g 

‐ monoHcl ....................................... 10g 

‐ Bactopeptone .................................. 1g 

‐ Na Cl ............................................... 5g 

‐ K2HPO4 ........................................ 0.3g 

‐ Rouge de phénol ......................... 0.01g 

‐ Gélose .............................................. 3g 

 

pH = 7.2 
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Ces ingrédients pour 1 litre d’eau distillées 

Après préparation du milieu, celui-ci est placé dans l'autoclave pendant 20 minutes à une 

température d'environ 120°C afin de le stériliser et d'homogénéiser les composants.Il est 

ensuite placé à température ambiante afin de le refroidir pour le manipuler plus facilement et 

surtout afin d’éviter la condensation sur les couvercles des boites de Pétri. 

2. Les réactifs : 

• L’hydroxyde de potassium 'KOH'.  

• Peroxyde d'hydrogène (H2O2). 

• N diméthyl‐paraphénylène‐diamine. 

• Le tampon PH4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexes  

83 

 

Annexe II   

1. Appareillage 

Nom de 

l’appareil 
Photo (Originale) 

Nom de 

l’appareil 
Photo (Originale) 

Etuve pour 

la croissance 

des bactéries 

et des 

champignons 

 

 

Réfrigérateur 

pour la 

conservation 

des bactéries 

et les milieux 

de cultures  

 

Autoclave 

 

Micro‐onde 
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Balance 

 

Microscope 

optique 

 

Lampe UV 

 

Vortex 

 

Bec Bunsen 

 

Micropipette 

 



Annexes  

85 

 

2. Verrerie et Accessoires 

• Entonnoir. 

• Anse de platine. 

• Des boites pétries. 

• Eprouvette graduée de 10ml, 20ml et 250ml. 

• Erlenmeyer de 500ml, 1000ml et 2000ml. 

• Fiole conique graduée de 250ml. 

• Lame en verre.  

• Flacons stérile de 150ml, 250ml et 1000ml.  

• Portoir. 

• Pipette Pasteur. 

• Seringue stérile. 

• Spatule. 

• Tubes à essai Pipette Pasteur. 

• Seringue stérile. 

• Spatule. 

• Tubes à essai. 

• Embout bleu. 

• Embout jaune. 
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Annexe III : Tableaux de résultats de confrontation   bactérie‐

champignons 

Tableau 06 : Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de Fusariumo xysporum f sp albedinis 

(F.o.a)  sur le  milieu PDA.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 07 : Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de Fusarium oxysporum f sp Lini 

(F.o.ln)  sur le  milieu PDA.   

Les souches 
Le pourcentage 

de MD 

Le pourcentage 

de MS 

L’écartype de 

MD 

L’écartype de 

MS 

CF1 50 % 22% 0,070 
0,07 

 

ZF2 42% 34% 0,070 
0,070 

 

PF10 42% 34% 0,21 
0 

 

CF11 44% 44% 0,081 
0,040 

 

KFR2 33% 14% 0,069 
0,033 

 

TRR5 46% 69% 0,062 
0,029 

 

PF3 41% 42% 0,029 
0,026 

 

BF6 42% 42% 
0,054 

 

0,025 

 

RF6 42% 42% 0,055 
0,023 

 

TBR51 75% 68% 0,049 
0,022 

 

Les souches 
Le pourcentage 

de MD 

Le pourcentage 

de MS 

L’écartype de 

MD 

L’écartype de 

MS 

CF1 50 % 22% 0,070 
0,070 

 

ZF2 42% 34% 0,070 
0,070 

 

PF10 42% 34% 0,21 
0 

 

CF11 44% 44% 0,081 
0,040 

 

KFR2 33% 14% 0,069 
0,033 
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Tableau 08 : Diamètres d’inhibition de chaque souche vis-à-vis de Botriosphaeria Dothidae (B.s.d) 

sur le  milieu PDA.   

 

 

 

 

 

 

 

 

TRR5 46% 69% 0,062 
0,029 

 

PF3 41% 42% 0,029 
0,026 

 

BF6 42% 42% 
0,054 

 

0,025 

 

RF6 42% 42% 0,054 
0,023 

 

TBR51 75% 68% 0,049 
0,022 

 

Les souches 
Le pourcentage 

de MD 

Le pourcentage 

de MS 

L’écartype de 

MD 

L’écartype de 

MS 

CF1 44% 49% 
0,070 

 

0 

 

ZF2 49% 49% 
0,070 

 
0 

PF10 44% 45% 0 
0,070 

 

CF11 47% 47% 0 

 

0,040 

 

KFR2 47% 45% 
0,040 

 

0,034 

 

TRR5 47% 46% 
0,035 

 

0,029 

 

PF3 48% 49% 
0,031 

 

 

0,026 

 

BF6 53% 52% 
 

0,028 

0,024 

 

RF6 47% 47% 
0,026 

 

 

0 

 

TBR51 83% %77 
0,025 

 

 

0,023 
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Tableau 09 : résultats de la confrontation bacterie‐chompignon in situ (de vingt repetition

Les 

souches 

Les résultats de l’activité antagoniste 

TRR5 + + ++ + + ++ + ++ + + 

+ ++ + ++ + ++ ++ + + + 

BF6 ++ ++ + +++ + ++ +++ ++ + ++ 

+ ++ +++ ++ ++ +++ + ++ +++ ++ 

TBR51 ++ ++ +++ +++ + ++ +++ ++ +++ ++ 

+++ ++ + ++ ++ + + + ++ + 

témoin 

positif 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

témoin 

négatif 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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