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Résumé
Les contaminations bactériennes de tissus de vitro-plants de palmier dattier,

prouoque", par des bactéries clu genre Bacil lus' bactéries endophytes et

ipo.ùlnt"r, à manifestent en tube sôus fbrme soit de voile soit de film blanc ou

jaune.

Sur onze antibiotiques et huit antiseptiques testés pour leur activité. contre les

cultures bactériennes pures et sur le iissu des ulrro-plants, cieuv' antibiotiques, la

Novobiocine 20 pg/ml et la combinaison novobio cine 20 pg/ml + Gentamycine

lO frgl*f se sont-avérés efficaces pour maintenir propres les vitro-plants

"onii. inér. Après repiquage sur n"ti l i"u physiologique normal sans produits

antibiotiques, là croisiance bactérienne reprend et 95 Vo des vitro-planl.t sont

recontaminés

Les procluits antiseptiques tels que I'azide de Na et le thimerosal se sont avérés

phytotoxiques aux doses bactéricides'

Mots clés : Bacil lus,lutte, antibiotiques, vitro-plants, palmier dattier

Abstract
Effect of some antibiotics and antiseptics against Bacil lus

contaminating tissue culture of date palm

Bacterial contaminations of irl vilro micropropagated date palm' fbund to be

"our"a Ly bacteria of the genus Bacillus, end-ophytic and sporulating bacteria'

appeared in tube as veil or as yellorv or white tjlm'

Among eleven antibiotics and eigth antiseptics, only Novobiocin at 20 1tglml

and a"combination of Novobiocin 20 pg/ml and Gentamycin 10 pg/ml were

eff'ective against these bacteria, by maintaining clean contaminated vitro-plant.

However, if ier transfèr onto antibiotic l iee medium, bacterial contaminations

àevelopped again, and as many as 95 7o of the vitro-plants got contaminated

again.

Two antiseptics were phytotoxic at bactericidal concentrations : Sodium azide and

th imerosal .
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Introduction
Les contaminations bactériennes in vitro de tissus de cultures de palmier dattier
apparaissent à n'importe quelle phase de cette culture, phase d'init iation,
d'élongation ou d'enracinement (Benjama 1994:). Selon Boxus etTerzi (1987), les
contaminations bactériennes ne se rnanifestent pas souvent sur les milieux de
prol i férat ion ou d 'é longat ion,  a lors qu 'e l les apparaissent  sur  le  mi l ieu
d'enracinement. Elles diminuent le taux de multiplication, réduisent la vitesse
d'enracinement ou même entraînent la mort des cultures causant ainsi une grande
perte au stade de la production commerciale (Fisse er al. 1987 ; Cornu et Michel
1987 ; Leifert et al. 1989a; Leifert et Waites 1992).

Les bastéries contaminantes peuvent être introduites en culture invitro soit sur le
matériel végétal, soit à I'aide des instruments ou de verreries contaminés (Leifert
et al. 1989b; Leif 'ert et Waites 1992). Les contaminations bactériennes de
palmier dattier représentent un handicap sérieux à la maîtrise du processus de
multiplication des têtes de clônes sélectionnés. Nous nous proposons de tester
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certaines substances antibiotiques et antiseptiques et les techniques appropriées à

leur uti l isation pour lutter contre ces bactéries contamlnantes.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Les tests sont pratiqués sur des vitro-plants de palmier dattier contaminés, de la

variété Ziz, cuitivéi au laboratoire de physiologi e végétale depuis I 987.

Matériel buctérien

Les souches .pures étudiées sont différentes espèces de Bacil lus (Benjama

1994) (tableau l).

Tableau 1. Différentes espèces de Bacillus isolées de virro-cultures de palmier

dattier et de bananier

Erpè*,1été.**é. Aspcèla Plante
ontanindionsrnbe

d'origine

Bacillus punùlus

Bacillus brevis

Bacillus cereus

Bacillus luterosporus

Bacillus cereus

BaciLlus sphaericus

Bacillus circulans

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

vo i le

v o i l e

film blanc

film blanc

film blanc + voile

f i lm orange

film crème

ti lm crème

tllm crème

Palmier dattier (lnra)

Palmier datt ier ( lnra)

Palmier dattier et Bananier (Doo)

Palmier dattier (Inra)

Palmier dattier (Inra)

Palmier dattier (lnra)

Palmier dattier (Inra) (Doo)

Bananier (Doo)

Bananier (Doo)

(Source : Benjama 1994)

* Inra : Institut national de la reoherche agronomique, Marrakech

* Doo: Domaine de Oued ouislane, Meknès

Détermination de I'activité inhibitrice d'antibiotiques et antiseptiques

Préparation du milieu de culture

Dix neufs produits, 1l antibiotiques et 8 antiseptiques, ont été testés à différentes

concentraiions vis-à-vis de la croissance des souches pures de bactéries

conraminantes (tableau 2). Les produits antibiotiques et antiseptiques sont

incorporés après autoclavage au milieu de culture stérilè GPGA) en surfusion.

Préparation des cultures bactériennes

Les bactéries contaminantes ont été isolées, purifiées, identifîées et conservées

sous huile de paraffine stérile sur milieu de culture LPGA (Levure 7 g/1, Peptone

7 g/1, Glucosèl gtt, Agar 18 g/l). Des cultures âgées de 24 h ont été uti l isées

po-ur préparer des suspensions bactériennes (5.108 bactéries/ml)'

A I'aide de I'ensemenceur multipoints qui permet de déposer des gouttes calibrées

de l0a bactéries/goutte, nous avons ensemencé des boites de milieu LPGA
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contenarit les concentrations des produits à tester. Le témoin consiste en la
culture des suspensions bactériennes sur LPGA sans substances. L'essai est
répété trois fbis dans les mêmes conditions d'expérimentation. L'incubation se
fait à 27 

'C 
durant 72 heures. La croissance bactérienne est observée toutes les

24 heures pendant 3 jours.

Assainissement des vitro-plants contaminés en tubes

Sous conditions stériles, les vitro-planrs (VP) contaminés sont débarrassés des
parties nécrosées sur papier stérile, en flambant à chaque coup scalpel et pinces,
et en déplaçant le VP de plus en plus propre sur une partie du papier stérile. Le
VP subit ensuite une série de nettoyages. Le premier consiste en un trempage
dans un tube contenant 20 ml d'eau disti l lée stéri le, suivi de trois trempages
successifs dans la solution antiseptique ou antibiotique. Chaque trempage dure 5
minutes.

Après cette série de nettoyages, Ie VP est déposé sur un nouveau papier filtre
stéri le, séché, puis transféré sur milieu de culture de tissu pour jeunes plantules
contenant soit une substance ou une combinaison de substances bactéricides à
tester. L'incubation se f'ait dans une chambre de culture à27 

"C 
à une intensité

lumineuse de 2.500 lux et une photopériode de l6 heures de lumière et de 8
heures d'obscurité. Les observations se font toutes les semaines durant 40 jours.
Ensuite les VP sans contaminations visibles sont repiqués de nouveau sur milieu
de culture ne contenant aucune substance traitante pendant 40 jours et observés
chaque semaine. Le nombre de tubes traités est de 100.

Dépistage de la croissance bactérienne par utilisation de milieu riche

On ajoute au milieu physiologique d'init iation de I 'extrait de levure (88 mg/l) et
de la peptone (265 mg/l) (Boxus et Tersi 1987). Les explants issus du coeur du
palmier dattier (clone H 5) y sont repiqués ; ensuite on observe la croissance
bactérienne. L'expérimentation est conduite sur 20 tubes enrichis et l0 tubes non
enrichis (témoins).

Résultats et discussion
Efficacité des substances testées sur la croissance des Bacillus

Parmi les antibiotiques testés, seules la Novobiocine et la Gentamycine ont
inhibé la croissance de toutes les souches pures de Bacillus à partir des doses
respectives de I mg/l et de 3,12 mg/l (tableau 2). Parmi les antiseptiques, le
cristal violet, le vert de malachite,l'azide de sodium et le thimerosal sont actifs
contre la croissance des Bacillus.
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Tableau 2. Test de l 'eff icacité des différentes substances antiseptiques et

antibiotiques contre les contaminations bactériennes en culture pure

Produits Concentrations Concentration minimale
restées inhibitrice

An t i b i o t i ques

Augmentin Lactamides)

Bacitracine (PolypePtides)

Chloramphenicol
(Phénicoles)

Colistine (Polypeptides)

Keflin (R-Lactamines)

Netilmicine (Aminosides)

Pénicilline (B-Lactamines)

Streptomycine (Aminosides)

Thyrotricine

0,5 à 128 mgil Inefficaces contre toutes ou
la p lupar t  des souches
bactériennes

Gentamycine (Aminosides)

Novobiocine (sel de Na)

0,64 à 200 mg/l 3,5 mg/l

0,5 à 128 mg/l 1 mg/l

Ant i sep t i ques

Actidione

2.4 D

Rouge de congo à 0. I 7o

Thiosulfate de Na

0,5 à 128 mg/l

0,5 à 128 mg/l

2 ; 3  m l f l

8  ; 5  ; 9  g / l

Inelïcaces

Azide de Na

Cristal violet à 0,1 %

Vert de Malachite à0,1 Vo

Thimerosal

0, I  g i l

l m l / l  à 5

l  m l l l à7

0, I  mg/ l

0,r gll

ml/l 1,5 ml/l

ml/l 3 ml/l

0,1 mg/l

Efftcacité des substances en présence des vitro-plants contaminés

L'az\de de sodium et le thimerosal se sont avérés phytotoxiques à très faible dose

(0, I et 0,01 g/l respectivement) au bout de la première semaine de contact avec

les tissus du palmier dattier. I ls sont donc écartés de I 'expérimentation. La

concentration minimale inhibitrice en cultures pures des autres substances s'est

avérée insuffisante pour éliminer les contaminations bactériennes en présence des

vitro-plants de palmier dattier. Ces doses ont été augmentées et leurs

combinaisons essayées.



5 8 AI Awsmia 93 - Juin 1996

Deux fbrmules se sont révélées intéressantes pour assainir les VP contaminés. La
première fbrmule consiste en I ' incorporation de la Novobiocine à raison de
20 ltglml dans Ie milieu de culture de multiplication des tissus, et la seconde en
I'association dans un seul milieu de Novobiocine à 20 pglml et Gentamycine à
l0 pglml. Le pourcentage de vitro-plants propres ; c'est à dire à indice de
contamination nul, est de 80 7o durant les 40 jours de contact pour la
Novobiocine (20 pg/ml), alors que pour la Novobiocine + Gentamycine
(20110 pglml), ce pourcentage est de 88 Vo sur 100 vlrro-plants traités
(tableau 3).

Tableau 3. Comportement des vlfro-plants contaminés, après repiquage sur
milieu avec antibiotique

Indice de contamination

Transfert sur Délai de
l en t r  r19

mrl leu contenant  l : " ' "(jours)

2*l *0x 3r. totalvitro-plants

Novobiocine

201t9/ml

80** t 720

r00l 58040

Novobiocine

20 pg/ml +

Gentamycine

10 pg/ml

x Indice de contamination : 0 = sain, I = présence d'un nuage floconneux,
) = présence d'un voile, 3 = présence d'un filnr bactérien, ** Pourcentage de
tubes propres

Après repiquage des vitro-plants propres sur milieu physiologique sans
antibiotique, le pourcentage des vitro-plants sans contaminations a fbrtement
diminué au bout de 40 jours. Il redescend à 3 7o pour la Novobiocine (20 1tg/ml)
et à 5 % pour la novobiocine + gentamycine (20 pg/ml + l0 pglml) (tableau 4).
On pourrait expliquer cette chute du pourcentage des VP propres par le fait que :

- les bactéries du ulrro-plant ne sont pas toutes en oontact avec les antibiotiques
apportés, ot quand elles le sont, la dose d'antibiotiques peut être insufïsante. On
a constaté qu' à la dose de 20 ytglml, la novobiocine est bactéricide, alors
qu'à I pg/ml, dose minimale inhibitrice, la novobiocine est bactériostatique. On
a constaté aussi que ces antibiotiques ne pénètrent qu'à 3 mm dans le tissu par
infiltration sous vide. Donc les bactéries qui ne sont pas atteintes par les produits
restent vivantes. Elles reprennent leur activité dès que les VP sont repiqués sur
un milieu de culture sans antibiotique. Cependant, pour Leif'ert et al. (1989a), des
périodes limitées de contact des antibiotiques avec les contaminations causées par
lactobacilltts plantarum chez hemerocallis d'ora peuvent suffire à éliminer les
bactéries dans les cultures de tissus et permettre une bonne croissance des VP ;

9 l20

r008840
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- les Bacillu.s se conservent sous lbnne de spores qui leur confèrent une très

grande résistance en conditions cléf'avorables (Sneath et rt l '  1988;Freney et al.

iggZ). f"t antibiotiques ne sont prclbablement pas efficaces contre cette fbrme de

conservation. Ce qui rend la lutte encore plus difficile ;

- le produit pénètre assez mal dans les tissus des VP âgés. C'est pour cela que les

dif'€rents auteurs conseillent I'application des traitements au stade explant'

Tableau 4. Comportement des vitro-planÏs propres issus de milieux avec

antibiotiques, repiqués sur milieu sans antibiotique

lndice de contamination

vitro-plants Délai de
provenant lecture (ours)

de milieux avec

3>k2>kl{<0r< total
vitro-pktnts

Novobiocine

201:,glml

1  8 *x l 9 49 t 420

100642240 l l

Novobiocine
20 pg/ml +

Gentamycine
10 pg/ml

29^ 1l 0l 820

10076T J4A

* : Indicede contamination : 0= sain, I =

2 = présence d'un voile, 3 = présence d'un
tubes propres

présence d'un nuage floconneux,
film bactérien, x* : Pourcentage de

Il nous parait important de noter que malgré les manipulations subiQs par les

t,itro-plants au cours de nos expériences, nous n'avons observé aucune'Variation
phénotypique des tissus des vitro-plants de palmier dattier pouvant être provoquée

par les c loses d 'ant ib iot iques.  D'après les physio logis tes,  (Aouine,

communication personnelle), i l  faut des doses supérieures à 50 pg/ml pour qu'on

puisse éventuellement suspecter des variations génétiques.

Dépktage des contaminations baclériennes

Les contaminations bactériennes pcuvent s'exprimer à n'impolte quelle phase
(init iation, élongation, enracinement) de la culture dcs tissus du palmier dattier.

Ceci a été observé par Boxus eLTerzi (1987) sur d'autres cultures tcls que les

arbres fruit iers et le tiaisier. Les auteurs rapportcnt que les contaminations

bactériennes ne se manif 'estent pas sur les milieux de prolifération ou

d'élongation, mais seulement sur le milieu d'enracinement. Pour celà, le

clépistage des bactéries contaminantes, s'avère intéressant dès I ' init iation de la

"uiture in vitro cles explants. r'utilisatiott du Inilieu physiologique enrichi nous a
permis I 'extériorisation rapide des contaminations par Bacil lus en 4 jours sur

ies 20 tubes (100 Vo), alors que les milieux non enrichis n'ont manifesté la



60 AI araamia 92 Mars 1996

croissance bactériènne qu'au bout de 7 jours d'incubation, dans 6 tubes sur 10
(apparition du voile bactérien). L'intérêt de ce test consiste à dépister en un espace
de temps réduit, les explants contaminés pour leur éventuel traitement. On peut
reconnaître les rejets contaminés qui seront soit traités soit écartés.

Conclusion
Les bactéries du genre Bacillus, apportées vraisemblablement par I'explant, sont
très difflciles à combattre à cause de leur capacité de sporulation, et donc
d'adaptation aux conditions défavorables à leur croissance.

Les résultats obtenus jusqu'à présent semblent être prometteurs. Le travail se
poursuit dans I ' investigation d'autres produits plus efficaces contre ces
contaminations. Cependant, sur le plan pratique et afin de limiter au maximum
ces contaminations, des mesures simples sont à préconiser :
- la stérilisation de la verrerie et des instruments de repiquage, en four Pasteur à
180'C pendant 2 heuresjuste avant leur uti l isation;
- I'autoclavage des tubes usagés (tubes + milieu physiologique + contaminants)
pendant I heure à121"C;
- le nettoyage des vitro-plants avant leur assainissement est indispensable afin de
diminuer la population bactérienne et la réduire à un seuil qui permettrait aux
substances de jouer leur rôle antiseptique ou antibiotique;
- maintenir toutes les souches du palmier dattier en milieu physiologique avec
20 1t"g/ml de Novobiocine ou avec la combinaison Novobiocine - Gentamycine
(20-10 pg/ml);
- ne repiquer que les souches du palmier dattier traitées et propres, et éliminer
tous les tubes contaminés.
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