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Résumé
Des contaminations bactériennes affectent lès tissus du palmier dattier en culture in vitro. I"n
recherche de I'origine du Bacillus cottanrinant a révélé leur endophytisme. L'utilité d'un test
de dépistage est donc nécessaire. Le milieu de culture des tissus adapté et enrichi par h pep-
tone (260 mg/l) et I'extrait de levure (80mg/l) est ntis au poirtt pour détecter ces contaminants.
Il permet I'extériorisation rapide des contaminations ett I à 4 jours seulement au lieu cl'une
semaine voire mênrc des ntois pour le milieu de cultnre non enrichi.

Irt lutte contre ces bactéries cotrtcuninantes est ffictuée par des antibiotiques, mais l'efficacité
de ces derniers nécessite des mesures d'accompagnement telles que :

t Le nettoyage des tisstts contaminés par rinçage dans I'eau distillée stérile dans un premier
stade qui permet de diminuer la population bactérienne, et ensuite en solution aqueuse d'an-
tibiotiques pour lutter contre ces bactéries avant même la mise en culture des tissus en tubes.
t La stérilisation particulière du matériel (scalpels et pinces pendant 2h. à 180"C/.) conta-
minés par ces bactéries sporulantes en utilisant le bec benzène et I'alcool 95o s'avère très ef-
ficace au nrcment de leur emploi.

EJ La lutte contre ces contaninations en utilisant toutes ces précautions sont autant efficaces
que les tissus sont jeunes.

Mots clés : Palmier dattier, culture in vitro, contaminations, bactéries , Baciltus
spp., assainissement
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Summary : Origin and detection of Bacillus contaminating date palm
vitro-culture and importance of manipulations conditions
Tissues of date palm,when cultured in vitro, are subject to bqcterial contamination. These conta-
minations are caused by several Bacillus spp. which are of endophytic nature. Thus early de-
tection of these contam.inants is essential to prevent loss of tissus.

The in vitro adapted medium usedfor tissue of micropropagation supplemented by pepton (260
mg/I) and yeast extract (80 mg/l) was found usefull This adjusted mediuitt was able to detect
contaminants rapidily ( I - 4 days) instead of one week or several months with normal medium.

The fficiency of control of the bacteria using antibiotics needs some measures :

t Cleaning of contaminated tissues by washing them in distilled water followed by dipping
the tissues in the antibiotics solution, before cuLnring in the physiological medium.

Cl Sterilisation oftools (scalpels andforceps at 180'C/2h.), using alcool 95" and bec benzen

flame during their utilisation.

CJ These meesures are more useful when culturing young tissue of date palm.

Key words : Date palm, in-vitro culture, contaminations, bacteria, Bacillus spp.
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Introduction

La micropropagation est une méthode permettant la multiplicati on in vitro des plantes, en condi-
tions aseptiques et stéri les. Cependant, bcaucoup de cultures in vitro des plantes ne gardent
pas leur asepsie. Les acariens, les thrips les champignons et les bactéries sont des contami-
nants potentiels (Blake, I 988 ; Enjalric et al., I 986 ; Leggat et al., 1988).

Les contarninations bactériennes sont considérées comme étant les plus sérieuses. Elles peu-
vent entraîner la réduction de la multiplication, la vitesse d'enracinement ou même la mort
descu l t u res (Lea rye tc t l . , 1986 ;Cornue t  M iche l ,  1987 ;Le i f ' e r t e ta l . ,  1989 ) .

Les contaminations en culture des tissus peuvent provenir de deux sources :

Û soit avec les tissus des explants (microorganismes vivant en surface ou endophytes).

[J soit à travers des erreurs de manipulations au laboratoire (Bradbury, 1988).

L'asepsie est l 'élérnent de base qu'i l  faut respecter en culture invitro afln d'éviter les conta-
minations bactériennes, tbngiques ou autres.

Ces contaminations sont donc la conséquence de la survie des bactéries à la surface des ex-
plants stéri l isés, ou sont endophytiques (à I ' intérieur du tissu végétal). Les bactéries qui
échappent aux techniques usuelles de stéri l isation appartiennent à la famille des bactéries
lbrmant des spores tel que le genre Bacillus.

Le palmier dattier cultivé in vitto est contaminé par le genre Bacil,lus (Leary et a1.,1986 ; Leary
et Chun,1989 ; Benjama, 1994 ;Benjama et Cherkaoui,l996).

Le présent travail a pour but la détection de I 'ori-eine de ces contaminants, le dépistage des
bactéries contaminantes comme moyen de prévention et la désinfbction préalable des tissus
contaminés. I l met aussi cn évidence I' irnportance des conditions de manipulation dans la pré-
servation des tissus en yllro-culture.

Matériel et Méthodes

Recherche de I'origine des contaminations

L'origine des contaminations bactériennes des tissus clu Palmier dattier en culture in vitro est
la conséquence soit du manipulateur, des conditions cle travail, du tissu végétal Iui même ou
du sol .

Contrôle des conditions du travail au laboratoire

D Contrôle de la stéri l i té du flux laminaire

Pour contrôler la stérilité des postes de travail, toute la surface des hottes a été recouverte pen-
dant une heure par des boites contenant un milieu riche LPGA (Levure 7 g/L, Peptone 7 g/L,
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Glucose 7g/I-, Agar l8g/L) stérile. Les boites sont ouvertes durant toute I'heure de contrôle.

Ces boites sont ensuite incubées à21'C pendant 48 heures.

D Contrôle de l'autoclave :

Afin de s'assurer du bon fonctionnement de I'autoclave, des échantillons de milieu de cul-
ture de tissus autoclavés (à121'Cl20mn) sont ensemencés sur milieu de culture bactérien LPGA.
L'incubation dure 4Sheures à27'C.

D Contrôle du four Pasteur

Les pinces et scalpels stérilisés dans le four pasteur à 180'C durant 2 heures, sont passés en
surface du milieu LPGA. Ces boites sont incubées à21"C durant 48 heures pour observer la
présence ou absence de croissance bactérienne.

Recherche des contaminations bactériennes au sein du tissu végétal non encore
multiplié in vitro

On découpe et on dépose des petits fragments d'l mm de diamètre du cæur du palmier dat-

tier à tester sur milieu LPGA (milieu usuel riche) ou bien on broie une partie du cæur du pal-

mier dattier dans l'eau distillée stérile (EDS). A partir du broyat on ensemence le milieu de

culture bactérien LPGA, et on observe la croissance bactérienne après 48 heures d'incubation
à2'�1"c.

Recherche des contaminations bactériennes par analyse microbiologique du sol et
de la rhizosphère des rejets

Huit échantillons du sol de la rizhosphère du sol des principaux clones et variétés cultivées

in vitro, ont été ramenés du domaine de recherche deZagoraeï analysés au laboratoire de Phy-

tobactériologie sur le plan microbiologique (Tableau 1).

Un gramme du sol de chaque échantil lon est mis en solution dans 4.5 ml d'EDS. Cette solu-

tion subit ensuite une série de dilutions de 10 en 10. Trois isolements par dilution sont réali-

sés sur milieu de King et al (1954) additionnée d'actidione (antifbngique). Le milieu ense-

mencé est incubé à 2l"C durant 24 à 48 heures. Les souches bactériennes isolées subissent

les tests majeurs d'identillcation des Bacillus à savoir: les caractères morphologiques, Gram,

la catalase e[ la sporulation.

Dépistage, en culture in vitro, de la croissance bactérienne par
utilisation de milieu riche adapté

On a pris le milieu de Boxus etTerzi (1987) qu'on a adapté au palmier dattier par addition

de I'extrait de levure (80 mg/L) et de la peptone (260 mglL) au milieu physiologique utilisé

pour la multiplication des vifro-tissu du palmier dattier'

les explants issus du coeur du palmier dattier y sont repiqués. L-expérimentation est conduite

sur 20 tubes enrichis et 10 tubes non enrichis (témoins). Lincubation se f'ait dans une chambre

de culture à27"C à une intensité lumineuse de 2500 lux, et une photopériode de l618. L ob-

servation de la croissance bactérienne se f'ait durant une semaine.
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Nettoyage des tissus contaminés

Quarante huit plantules appartenant au génotype Ziz (clone du palmier dattier), et dont la conta-
mination bactérienne est sous forme de film au dessus du milieu de culture font I'objet de cette
expérience. Sous conditions stériles, les vitroplants contaminés sont débarrassés des parties
nécrosées sur papier stérile, les pinces et scalpels sont trempés dans I'alcool 95' et flambés
au bec benzen à chaque coup de scalpel et pince, et en déplaçantle vitro-plant rJe plus en plus
propre sur une partie du papier stérile.

Le vitro-plant subit ensuite une série de nettoyage. La première consiste en un rinçage dans
un tube contenant 20 ml d'EDS, suivi de trois rinçages successif 's dans une solution d'EDS
contenant la novobiocine à2}pg/ml. Chaque trempage dure cinq mn en agitation. Après cette
série de nettoyage, le vitro-plant (vP) " apparemment propre " est déposé sur un nouveau pa-
pier filtre stérile, séché, puis transféré sur milieu de culture de tissus contenant la novobio-
cine à 20trrglml. Le témoin consiste en un simple rinçage des tissus contaminés dans l 'EDS.
L'incubation se fàit dans une chambre de culture à27"C, à une intensité lumineuse de 2500
Lux et une photopériode de l618 heures. Les observations se font toutes les semaines durant
40 jours' Ensuite, les vifro-plants maintenus propres sont repiqués de nouveau sur milieu de
culture de tissus ne contenant pas le produit traitant (repiquage normal) pendant 40jours et
observés chaque semaine.

Résultats et discussion

Origine des contaminations

Contrôle des conditions de travail :

D stér i l i té  du lJux laminai re :

Le test de contrôle de la stéri l i té des postes de travail s'est révélé négatif, c'est à dire qu'i l  n'y
avait pas de développement des bactéries sur milieu de culture LPGA. Ce contrôle de I'en-
droit de travail est à répéter d'une manière périodique.
D Contrôle de I 'autoclave

Le milieu contenu dans les tubes avec des tissus contaminés in vitro et autoclavés , a été ré-
ensemencé sur milieu de culture bactérien LPGA stérile. Il s'est révélé exempt de contami-
nations bactériennes à I 'exception de quelques tubes. On conseil le alors d'augmenter I 'auto-
clavage de ces tubes contaminés (verrerie sale) à deux fois 20 mn, à 12loC, espacées d'un léger
refioidissement pour povoquer des chocs thermiques qui sont fatales aux bactéries.
O Contrôle du matériel de manipulation

Les résultats de ce contrôle sont négatifs. La stérilisation des scalpels et pinces dans le fbur
pasteur à 180"C pendant 2 heures est efTcace. Cependant, on recommande leur stérilisation
juste avant leur uti l isation, et I 'emploi cle I 'alcool 95'et le bec Benzène pour leur f lambage.
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Les résultats cle ce contrôle sont négatit.s. I-a stéri l isation des scalpels et pinccs dans Ie foul'

pasteur à 180"C penclant 2 heures cst el 'f icacc. Ccpenclant, on l 'ecoll lmilnde leur stéri l isation

j'ste avant ler.rr uti l isation. et I 'emploi clc l 'alcool 9-5n et lc bec Benzènc pour leur f lanrbage

Les résultats cle contrôle 4es con<lit ions cle manipulation des tissus et les essais cl ' isolement

cles Bucil lus à partir cle rnatériel stéri le sorrt négatifs. Nos résrrltats ne concol'dent pas avec

ceux t rouvéspa rS ingha  e t l l , L . (  l 987 tqu i  on lpu i so le r l essouches  deB t t t ' i l l u t  s74 ràpa r t i r

cie pinces striÉes usagées, trernpécs clans l 'alcool 70oC ou 95'C ct f larnbécs à travers un brû-

leur. I ls ont rapporté que le flarnbage âu [.rcc bcnzène fburnit une stéri l isation efficacc.

Constantine et ttt. (1919) rapportent cux aussi la survic de Bucil lu,s pumiluS sttr des pinces

flarnbées à I 'alcool 7-5'C. Ces résultats Inonlrent que I 'alcool 75'C et lc brûleur r.re suffisent

paspourc lét ru i re lesspores c lcBcu' i l lus.Er l re 'uanchc.cesautcursrapportentquel ' inser t ion

des pinces dans le "bacti-cinelator" cor.tstitue [lrt lnoyen de stéri l isi it ion ef] ' icace.

A notre scns les résultats trouvés par Singha c-t rr1. (1987) étaicnt prévisibles puisque la sté-

ri l isation des pinces était fàite au clépalt dans utt uutoclave (l2l 'C pcndirnt 20 mn) et non

pas dans un fbur Pasteur bien conçu poLrr la stéri l isation de cc genre dc r-natériel (C'est à clire

180"C au moins pendant 2 heures ar,r plus). Pourtant on parti ige le môme avis sur le fàit que

rnalgré l ' imrnersion {ans l 'éthanol suivie par Ie flambagc i) I 'aide du brûleur comme noyen

de stéri l isation, ]a procéclure est inacle<cputte contrc les Ru:il lus.ipp. qui produiscnt des spo-

res résistantcs à la tempémture ct c1r.ri sottt réc:alcitrants à l 'éthanol. I..a stéri l isaticln efficace

cles instruments contaminés par des bactéries fbnrtant cles endospores exige lcur exposition

aux fbrtes températures obtenucs pal lc coLtple rinçage àr 1'alcool 95"C - l lambagc au bec

benzène (flamme bleu) ou dans un bacti-cinerattlr.

Contrôle de la propreté du t issu végétal nouvellement introduit pour la
micropropagation par milreu riche (dépistage)

Comme le montre la Figurc l. lcs tissus clécoupés et déposés sur le milieu de culture adap-

té et enrichi ont révélé la présence cle-s bactérics au sein du tissu végétal issu des rejets de

palnrier clattier f iaîchement introcluit au laboratoire de culturc de tisstls. Les bactérics ont été

iclentif lées comme des Bat' i l lus (Bcniarna, l994 : Bcniarna et Cherkaoui. 1996).

Figure 1. Développement bactérien à partir de macérat entourant le coeur de palmier dattier
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Cassells ( I 99 I ) confirme ce résultat. Il avance que les Bacillus appartenant à Ia catégorie cles
bactéries de fbrme " L" associées aux plantes sont intracellulaires et donc leur désinfection
par des antiseptiques de surface ne les atteint pas. Ils échappent donc aux eff'ets de la stérili-
sation de surfàce du matériel végétal. Ces contaminations restent donc à l 'état de latence
pour ne manifester leur croissance qu'à travers les milieux de culture des tissus. I1 serait donc
nécessaire de les dépister avant que le tissu végétalne soit multiplié in vitro. Cette analyse
nous montre donc que ces Bacillus arrivent avec le tissu du palmier dattier à partir du champs.
Ce qui confïme leur origine et leur caractère endophyte tel que développé dans ce travail.

Analyse microbiologique du sol

A partir des huit échantillons de sol de rhizosphère analysés des rejets de palmier dattier àZa-
gora, 48 souches bactériennes différentes sur le plan morphologique, ont été isolées (Tableau
I  ) .

*Ot"u,, 1. Localités des souches bactériennes isolées à partir du sol des reiets au domaine
expérimental de Zagora

local i té nombre de souches 7o de Bacillus

79

Nebch AF15

A J I

P l0  Sud BSTMN F l7

Essai Bayoud/ BFG
Essai Bayoud /JIIL
Essai Bayoud /AIRL

P9 Sud A AJI
A F I 5

l 2  (7BS;3F ;  IBSS)
6 (4BSr lF;  ln i )
8 (4BS; 3F;  ln i )
6 (68S)
4  (3BS;  l n i )
4  (3BS;  1F )
5  (4BS;  lBSS)
3  ( l F ;  I B S S )

14.5
8.3
16 .6
12.5
6.2
o . L

10.4
6.2

Total 48  (32  BS ,  3  BSS;  l 0  F ;3  n i ) 80.9
ni :  non identi t iée; BS'. Baci l lus avec spores; BSS :Bacl l las sans spores

L'identif ication de ces bactéries contaminantes a révélé qu'i l  s'agit du genre Bacil lus pour la
plupar t .  Le but  de I 'analyse microbio logique du sol  est  de conf i rmer l 'or ig ine de ces
Bacillus.

Parmi les 48 souches bactériennes isolées, l0 seulemcnt sont f luorescentes sur le milieu King
B et al (1954), soit un pourcentagc de 20 Vo environ de l 'échantil lon réalisé. Les 35 autres
souches sontdes Bacil lus (Tableau I). Parmi ces 35 souches bactériennes,3 seulement(354-
4, 360-2,360-6) ne possèdent pas de fbrme de résistance à savoir la spore. Quand aux autres
souches (32) ayant la forme de bâtonnet droit ou courbé, Gram+ ou Gram-, possédant I'acti-
vité catalase et résistantes à une température de 80oC durant l0 minutes grâce à leur formc
de conservation - la spore- sont attribuécs au genre Bacillus. Le pourcentage élevé (environ
80 Vo) que représentent ces Bacillus par rapport à la population incligène du sol constitue
donc un argument puissant de I 'origine des contaminations bactériennes du tissu du palmier
dattier en culture in vitro. L'eau d'irrigation à partir cles puits et bassins a été analysée etaré-
vélé aussi la présence des Bacillus. Ccs bactéries sont absolbées par les tissus du palmier dat-
tier pour vivre en conditions endophytes.
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Tableau 2. Pourcantage de culture propres obtenues avec ou sans nettoyage (témoin)

Pourcentage dc t issus propres

8 l

Durant traitement Après repiquage

Tissus nettoyés
Témoin

30 % (au 40 ème jour)

0 Vo (au 20 ème jour)
5 Vo (at 40 ème jour)

0 %

Le traitement est donc sans efficacité si le vitro-plant contaminé n'est pas soigneusement
nettoyé (Trg.2) et les tissus âgés (stade plantule).

Les résultats du tableau 2 montrent donc bien que les techniques de nettoyage à priori sont,
pour une grande part, importantes pour I'obtention de vitro-plants propres. Ce pourcentage
est plus élevé quand on a afI'aire à des tissusjeunes (explant ou au stade bourgeons) et quand
ces tissus nettoyés sont maintenus en milieu avec antibiotiques ( 100 7o de tubes propres). Ces
tissus se rnultiplient normalement sans aucune anomalie ni phytotoxicité.

Le flambage à chaque coup de scalpel et pince permet d'éliminer un grand nombre de bac-
téries qui permet d'éviter ainsi la contamination d'une autre partie du vitro-plant qui pourrait
êh'e indemne. Le rinçage des vitro-plants dans 1'EDS avant son traitement par les antibiotiques
permet de diminuer la population bactérienne. Cette population mesurée par dilution et comp-
tage est de l 'ordre de 8,4. l0'cfu/ml de milieu très contaminé au départ. Elle diminue à
8,4. 105 cfu/ml après rinçage de ccs tissus. Cette population devient ainsi plus vulnérable vis-
à-vis des produits antibiotiques. L'idée se rapportant aux techniques appropriées de nettoyage,
nécessaires pour sauver les génotypes en culture est aussi avancée par Cornu et Michel (1987).
Les cultures assainies serviront pour un nouveau programme de prolifération.

Conclusion

Cette étude met en évidence :

D L'endophytisme des Bacillus contaminants les vlfro-plants de palmier dattier, qui sont ori-
ginaires du sol et de 1'eau d'irrigation.

O L'uti l i té du milieu riche pour le dépistage des bactéries contaminantes très tôt avant I ' ini-
tiation de la culture des tissus afin de réduire les grandes pertes causées par ces contamina-
tions.

D La nécessité de contrôler périodiquement les endroits de travail.

C La nécessité des précautions qu'il fâut prendre en considération dans les manipulations des
tissus en vilro-culture (nettoyage, rinçage et flambage des instruments).

D L'intérêt de I 'uti l isation de I 'alcool 95oC, au l ieu de 
'75oC, 

et le flambage par le bec ben-
zène (flamme bleu) revêt un grand intérêt dans les travaux en bactériologie et en culture de
tissus pour la réussite de I'assainissement des tissus contaminés. C'est le bec benzène qui four-
nit une stéri l isation efTcace.

ff La stérilisation des instruments inf'ectés par les bactéries formant les endospores, notam-
ment les Baci l lus,danslefourpasteur , justeavant leurut i l isat ion,est indispensableetrevêt
un caractère particulier.
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O L intérêt du nettoyage des tissus très contaminés préalablement par I'eau distillée stérile
avant leur mise en tube de milieu physiologique contenant les antibiotiques, contribuent à la
propreté de ces tubes qui peuvent constituer les repères de redémarrage de la multiplication
sur des bases assainies et sans contaminations. Le pourcentage faible au départ (20 Vo de
tubes propres par rapport aux témoins qui est de 100 Vo contaminés) doit augrnenter à condi-
tion que ces mesures soient maintenues dans les temps après plusieurs repiquages (nettoyage
en eau distillée suivie de rinçage par des bains d'antibiotiques et mises des tissus en milieu
physiologique auquel on a additionné la novobiocine et la gentamycine au moins pendant 3
repiquages successifs de quarante jours chacun) (Benjama et Charkaoui, 1997).
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