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Introduction

Introduction

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Oleaeuropea. L) constitue une essence fruitiere
principale, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et
économique de sa culture et de son rdle environnemental. Pour les algériens et tous les
musulmans, I’olivier et son huile est cité dans le saint Coran et Hadith comme étant un arbre
béni ; il est considéré comme un arbre de multiples donations et bienfaits.

Gomes et al., (2012), ont indiqué I’existence de plus 805 millions d’oliviers dans le monde
entier dont 98% sont concentrés sur le pourtour méditerranéen. En fait, le patrimoine
génétique oléicole mondial est tres riche en variétés. 1l est constitué par plus de 2,600 variétés
différentes (Muzzalupo et al., 2014).

En Algérie, I’olivier compte environ 32 millions d’arbres (Bensemmane, 2009 ; Mendil,
2006), répartie sur une superficie d’environ 328.884 hectares (FAOSTAT, 2013), soit 34,09%
du verger arboricole national. L’oléiculture algérienne est situee principalement dans la partie
nord du pays, ou la plupart des vergers (80%) sont situés dans des zones montagneuses avec
des sols pauvres.

L’olivier présente une remarquable rusticité et une plasticité lui permettant de produire dans
des conditions difficiles (adaptation & une large gamme de sol et une insuffisance de
I’irrigation), mais sa productivité reste toujours limitée par plusieurs facteurs biotiques et

abiotiques.

L’olivier est sujet a différents types d’attaques d’origine fongique, bactérienne ou
ravageurs qui peuvent réduire la capacité de production, par conséquent, causer de lourdes
pertes économiques. C’est I’exemple de la tuberculose de 1’olivier, une maladie incurable,
causée par Pseudomonas savastanoi. En cas d’infestation, la seule solution est de déraciner
les arbres atteintes, les brdler afin d'éviter la propagation et de stériliser les outils de taille des
oliviers apres chaque usage. En Algérie, la maladie a été détectée depuis la période coloniale.
En effet, chaque année des foyers de tuberculose sont signalés dans des exploitations
agricoles implantées dans plusieurs wilayas. En 2012, plus de 5.000 oliviers ont été touchés
par la tuberculose a Tébessa, et en 2013, 16% des oliviers a Oran et 45% a Ain-Temouchent
ont été infectés par la tuberculose de I’olivier. Jusqu’a présent, et en absence de statistique

officielle, les régions atteintes par 1’infection pourraient étre beaucoup plus vaste.



Introduction

L’objectif principal de cette étude est de :

> isoler de I’agent causal Pseudomonas savastanoi a partir des oliviers présentant les

symptomes de la tuberculose de 1’olivier dans la région de I’El Asnam a Bouira .

» caractériser les souches de Pseudomonas savastanoi isolées sur le plan morphoogiques et
biochimiques et biologiques
» confirmer ’identité de ce pathogéne par des tests de phytopathogénésité et des tests

moléculaires

Le document commence par cette introduction et il comporte les quatre chapitres suivant :

- chapitre | : consacré aux données bibliographiques sur 1’olivier et ses maladies,
chapitre Il : consacré aux données bibliographiques sur la tuberculose de 1’olivier
- chapitre Il qui renferme le matériel utilisés et les méthodologies adoptées

- chapitre IV : regroupe les résultats et discussions

Le document termine par une conclusion générale et des perspectives.



CHAPITRE I



Chapitre | Synthese bibliographique sur Iolivier

I.1.Histoire et origine

D’apres (Young, 2004) I’origine de I’olivier n’est pas du tout certain. Contrairement a
son nom, il serait originaire des contrées de 1’Asie qui semblent avoir été le berceau des
civilisations méditerranéennes. On pense qu’il fut transporté ensuite en Egypte et de 13, dans

le Maghreb d’une part et en Gréce d’autre part.

L’olivier cultivé, quoi qu’il en soit de ses origines, est un arbre bien typique qui existe
maintenant sur tout le pourtour méditerranéen. Il a été introduit dans certaines régions, qui ont
un climat de type méditerranéen, avec succes (Californie, Afrique du Sud, Australie), ainsi

qu’au Japon, au Mexique, au Brésil et en Argentin.

En Algérie, la culture de l'olivier remonte a la plus haute antiquité. Nos paysans s'y
consacraient durant plusieurs siecles (Alloum, 1974). L'olivier et ses produits constituaient
alors l'une des bases essentielles des activités économiques de nos populations rurales. L'huile
d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et Rome, durant I'époque romaine.
Depuis cette époque, I’histoire de 1’olivier se confond avec I’histoire de 1’Algérie et les
différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique de 1’olivier dont

nous avons hérité a I’indépendance du pays (Mendil et Sebai, 2006).

|.2.Systématique de I’Olivier

L’olivier méditerranéen (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) fait partie de la
famille des Oleaceae, qui contient environ 25 genres et au moins 600 espéces différentes
réparties dans les zones tempérées et tropicales (Besnard et al., 2018). Selon (Young, 2004),

la classification botanique de 1’olivier est la suivante:

L’olivier appartient a :
e Reégne : Plantae
e Sous regne : Tracheobionate
e Division : Magnoliphytes
e Embranchement : Spermaphytes
e Sous embranchement : Angiospermes

e Classe : Dicotylédones
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Sous classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées.

Genre : Olea.

Espéce : Olea europaea.

Green (2002) a classé 33 especes et neuf sous-especes dans le genre Olea. Le complexe
Olea europaea comprend six sous-especes: O. europaea subsp. europaea, O. europaea subsp.
cuspidata, O. europaea subsp. laperrinei, O. europaea subsp. maroccana, O. europaea subsp.
cerasiformis et O. europaea subsp. guanchica.

L'olivier cultivé et ses espéces sauvages apparentées méditerranéennes ont en outre été
reconnus comme différentes variétés et, respectivement, definies comme O. e. subsp.

europaea var. europaea et O. e. subsp. europaea var. sylvestris (Green, 2002).

|.3.Description de I’Olivier

L’Olivier est toujours vert. Ses dimensions et ses formes varient avec les conditions
climatiques, 1’exposition, la fertilit¢ du sol, les variétés, il peut atteindre 12 a 15 metre de
hauteur et son tronc se maintient le plus souvent élancé de bas en haut. L’Olivier se présente
en systeme radiculaire, tronc, écorce, feuilles, fleurs, fruits, rameaux (Benedicte, 2015)
(Fig.01).

1.3.1.Le systéeme radiculaire

D’aprés Benedicte (2015) Le systéme radiculaire s’adapte a la structure des sols et n’émet
des racines profondes que si les conditions d’alimentation sont difficiles. II reste
généralement, a une profondeur de 50 a 70 cm. Ce systéme radiculaire de 1’Olivier forme sous
le tronc une souche ligneuse trés importante dans laquelle s’accumulent des réserves, surtout
si les conditions de son alimentation sont difficiles.
1.3.2.Tronc

Selon Benedicte (2015) le tronc est jaunatre puis passe au brun trés clair. 1l est trés dur,
compacte, court, trapu (jusqu'a 2m de diametre), et porte des branches assez grosses,

tortueuses, et lisse.
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1.3.3. Ecorce

L’écorce est trés mince, percevant le moindre choc mécanique et sous le coup se déchire
facilement. L’épiderme devient épais, rude, crevassé et se détache en plaque (Benedicte,
2015).
1.3.4. Feuilles

Les feuilles sont persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a bord entiers et un peu
enroulés, portées par un court pétiole. Elles ont une couleur vert grisatres & vert sombre dessus
blanchatre et a une seule nervure dessous). Trés souvent, elles contiennent des matiéres
grasses, des cires, des poyphénols, des chlorophylles, des acides, des gommes et des fibres
végétales (Jilani et al., 2016.
1.3.5.Fleurs

Elles sont gamopétales, trés petites, d’'un blanc tirant vers le vert, réuni en grappes
auxiliaires inversés de chaque cOtéa base de chaque pédoncule. La formule florale est de 4
sépales incompletement soudés; 4 pétales linéaires; 1 androcée a 2 carpelles concrescents en
un ovaire a 2 loges et 2 ovules (Benedicte, 2015).
1.3.6. Fruit

La période de la mise a fruit s’étale d’octobre a novembre les fruits sont ovoides gros (1,5 a
2 cm), longtemps verts, puis noirs a compléete maturité, de forme variable suivant les variétés
a pulpes charnue huileuse (Benedicte, 2015).
1.3.7.Rameaux

Les jeunes pousses ont une écorce claire avec une section quadrangulaire, mais elles
s’arrondissent en vieillissant et leur couleur passe au vert gris puis au gris brun. Elles donnent

ensuite un bois tres dur, compact, de couleur jaune fauve marbrée de brun (Benedicte, 2015).

Figure 01 : les principales parties d’un olivier (AFIDOL).
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1.4. Condition de culture

I. 4.1. Température

Daniel (2015) signale que la resistance de I'Olivier au froid varie selon son stade végétatif.
En décembre et janvier si le refroidissement est progressif, il peut supporter des températures
de l'ordre -8° C. Toutefois, I'Olivier a besoin d'une période de refroidissement hivernal
inférieur & +7° C. pour assurer une bonne induction florale. La durée de cette période peut
varier avec la variété. Sa culture est possible en altitude jusqu'a 900 m environ mais la neige
par son poids peut provoquer la rupture des charpentieres. Dans les zones ou les chutes de
gréle sont fréquentes, la culture de I'Olivier doit étre écartée, pour les risques de destructions

du jeune bois, du feuillage et des fruits.

I. 4.2. Pluviométrie
D’apres Daniel (2015) la pluviométrie et la nature du sol sont des facteurs déterminants. A
moins de 500 mm de pluie, la culture sans le recours a lirrigation ne peut étre
économiquement rentable. L'humidité atmosphérique peut étre utile dans la mesure ou elle
n'est pas excessive (plus de 60 %) ni constante. Il est a signaler que les zones littorales, sous
I'influence des vents marins chargés d'humidité et d'embruns, sont déconseillées.
1.1.6.3. Sol
D’aprés Daniel (2015) la faculté d’adaptation de 1’Olivier aux différents types de sol est
grande, mais les sols fortement argileux, compacte, humide, ou se ressuyant mal sont a écarter
des plantations. Les sols ne dépassants pas 30% d’argile, avec une structure grossiere et non
fine ou compacte, humide, ou se ressuyant mal son installation est possible mais demande
beaucoup de soin en particulier durant la saison seche, pour éviter les craquellements du sol.
Les sols calcaires jusqu’a un pH = 8 peuvent lui convenir, par contre les sols acides avec un
pH = 5,5 sont a éviter. Ce méme auteur signale qu’en ce qui concerne, la teneur en sel des
eaux d'irrigation la tolérance peut atteindre 3 g/L en résidus secs. Pour une pluviométrie égale
ou supérieure a 500 mm et de 1 g/L pour une pluviométrie inférieure a 500 mm, ce qui permet

d'assurer le lessivage en absence d'irrigation.
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1.5. Principales variétés de ’olivier

1.5.1. Varietés dans le monde

Il y a actuellement plus de 2000 variétés d’olivier recensées dans le monde et chaque pays
privilégie certains cultivars (Breton, 2006) qui sont mentionnés dans le tableau 01.
Tableau 01: Principales variétés d’olivier cultivées dans les pays méditerranéens (C.O.l,
2006).

Pays producteurs | Variétés principales

Espagne Picaul, cornicabra, hojibianca, gordal, manzanilla.
Italie Trantoio, leccino, moraiolo, ascolona, tenera.
Grece Koroneiki, mastoidis, concerviola, kalamata.
Portugal Verdal, carrasquenha, galega, redonli.
France Sabina, verdal, picholin, tanche, lucques.
Turquie Ayvalik, cakir, gemilk.

Syrie Sorani, zaiti.

Maroc Picholine marrocaine.

Algérie Chemlal, limli, azeradj, sigoise.

Tunisie Chemlal, chetoui, ouslati, meski

.En rouge : variétés a huile. En bleu : variétés mixtes. En vert : variétés d’olives de table.

1.5.2. Variété Algérienne de ’olivier
L’ Algérie dispose d’un patrimoine constitué¢ de 164 cultivars autochtones et introduits de

toute la méditerranée et qui sont mentionné dans le tableau 02.
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Tableau 02: Les variétés nationales les mieux connus sont recommandés dans les régions
d’origine (Saad, 2009).

Variétés et synonymes

Origines et diffusion

Caracteéristiques

Var. Azeradj

Petit Kabylie (oued Soummam),
occupe 10%de la surface oléicole

Nationale.

Arbre rustique et résistant a la
sécheresse.

fruit de poids élevé et de forme
allongee.

utilisée pour la production d’huile
et olive de table, rendement en
huile de 24 a 28%.

Chemlal
Syn. Achemlal

Occupe 40%des verges oléicole

national, « présent surtout en
Kabylie» s’étend des monts Zekkar a

I’ouest aux Bibans a 1’est

Variété rustique, et tardive, le fruit
et depoids faible et de forme
allongée, destiné a laproduction
d’huile, le rendement d’huile de

18 2 22%

Bouricha, olive
d’El-Arrouch

El-Harrouch, Skikda

Arbre rustique, résistant au froid et
a la sécheresse ; poids faible du
fruit et de forme allongée,
production d’huile, rendement de

18 a 22%.

Blanquette de

Guelma

Originaire de Guelma ; assez

répondue dans le nord-est

constantinois, Skikda et Guelma

Sa rigueur moyenne, résistant au
froid
sécheresse ; le fruit depoids moyen

etmoyennement a la

et de forme ovoide, destiné a la
production d’huile, le rendement de
18 a22% ; la multiplication par
bouturageherbacé donne un bon
résultat 43.4%
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1.6. Repartition géographique et production

1.6.1. Au monde : Des 800 millions d'arbres d’Olivier, 26,6 % sont cultivé en Espagne, 24,2
% en Italie, 12,3% en Gréce, 9,3 % en Turquie, 6,8 % en Tunisie et seulement 2 % en Algérie.

Le tableau 03 représente la répartition mondiale de 1’Olivier (Maillard, 1975).

Tableau 03: La répartition mondiale de I’Olivier.

Paye Répartition de I’Olivier

-Europe Méditerranéenne 71 % des arbres sur 60 % des surfaces
-Proche Orient 13 % des arbres sur 11 % des surfaces
-Afrique du nord 13 % des arbres sur 23 % des surfaces
Amérique latine et les U.S.A 3 % des arbres sur 2 % des surfaces

Selon les derniéres études FAOSTAT (2021) les tops 10 des pays producteurs d'olives dans
le monde pour I’année 2019 (Fig.02) sont : Espagne, Italie Maroc Turquie, Grece, Egypte,

Portugal, Tunisie, Algérie, république arabe syrienne.
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Figure 02 : Les dix des pays producteurs d'olives dans le monde.

1.6.2. En Algérie : L’olivier représente la plus importantes cultures arbustive de I’ Algérie,
couvrant environ 431 634ha durant I’année 2019 (Faostat, 2021),. Les zones traditionnelles de
culture de ’olivier sont la grande Kabylie (Tizi-Ouzou, Bouira), la petite Kabylie (Bejaia,

Bordj Bou Arredj, Jijel), Relizane (Jediouia, en irrigué) et Mascara (Sig en irrigué). Mais
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la culture s’est étendue vers d’autres régions du pays (Djelfa, Laghouat, EI-Oued, M'Sila,
Biskra) . La culture de 1’olivier n’a pas cessé de s’intensifier, d’une année a 1’autre, a travers
toute 1’Algérie méme au sud du pays, cette extension a permis de doubler la production en
olives ainsi selon FAOSTAT, la production d’olive a atteint jusqu’a 868 754 tones en 2019
(Fig.03), alors que celle de I’huile d’olive vierge est de 96 632 tonnes (FAOSTAT,2021).
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Figure 03 : Evolution de la production d’olive en Algérie durant la période 1961-2019.

1.7. Culture de ’olivier
1) Choix de la variéte

La production d’olive et la qualité d’huile extraite dépendent trés fortement du cultivar,
c’est bien le matériel végétal Donc le choix des variétés est devenu un aspect important.
(Ouaouich et Chimi, 2007). MENDIL (2006), a souligné que I’importance qu’avait le choix

de la variété est capitale, il est nécessaire de respecter :

L’adaptation de la variété aux conditions locales.
e Le type de production (huile ou olives de table).

e Lavigueur, le développement et le port de 1’arbre.
e La multiplication facile.

e Le mélange variétal (favoriser la pollinisation).

Selon TOMBESI (2007), le choix de la variété peut étre aussi fait en fonction des criteres

suivant :

10
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Précocité d’entrée en production et récolte abondante.
e Qualité de I’huile.

e Tolérance aux sols calcaires.

e Tolérance a la salinité.

e Tolérance aux maladies.
2) La densiteé :

Pour MENDIL (2006), la densité de plantation varie selon la nature du sol, les ressources en
eau, la variété et le port de I’arbre et I’orientation de la production. LOUSSERT et
BROUSSE (1978) signalent qu’une distance minimale de 6 m doit étre laissée entre les rangs.
Elle est portée & 7 m entre les oliviers. La distance entre arbres sur le rang est modulable selon
les variétés entre 5 et 7 m. Les distances définitives oscillent majoritairement entre 5 x 5 m, 6
x6met7x7m (TOMBESI, 2007).

3) Labour :

Le labour consiste a faire retourner le sol, principalement dans le but de contréler les herbes
et de faciliter ’infiltration. Le labour a été et est encore le systéme le plus utilisé par les
oléiculteurs mais I’exces de labours peut également avoir des effets négatifs sur 1’olivier et sur
le sol quand il favorise la formation d’une semelle de labour, qui nuit au développement des
racines de 1’olivier et donc favorise la diminution de la vitesse d’infiltration. L’olivier pousse
mal sur les sols argileux (< 40%) a cause de I’asphyxie que subissent les racines durant les
saisons pluvieuses (OUAQUICH et CHIMI, 2007).

4) Plantation :

Avant la plantation, s’effectue le piquetage. Sur les points ou seront situés les arbres. La
taille du trou, creusé a 1’aide d’une tariére ou a la main avec une béche, sera de 40 cm de large
et de profondeur. Les trous devront étre pratiqués lorsque le terrain est sec, dans des

conditions d’humidité importante.

L’époque de plantation est au printemps. Le plant est extrait de son pot et placé de manicre
a ce que la motte de terre soit située a 5-10 cm en dessous du niveau du terrain. Les plants
utilises sont ages de 18-24 mois. Ensuite, chaque plant est arrosée avec environ 10 litres d’eau

pour que le sol adhére aux racines (COlI, 2007).

11
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5) Fertilisation :

Selon (OUAOQOUICH et CHIMI, 2007), la fumure a pour but d’améliorer la plante en lui
apportant les éléments dont elle a besoin, notamment I’azote, le phosphore et potassium et les
oligo-éléments tels que le magnésium et le fer. L’azote est un facteur stimulant de la
croissance et de I’activation de tous les autres phénomeénes (la fécondation, le développement
du fruit...). Les effets positifs de cet élément se résument en I’augmentation du taux de
croissance de I’arbre (ce qui entraine I’augmentation de la surface productrice) et du calibre
des olives. Le potassium joue également un réle de régulateur de la migration des acides
(acide uronique), produits de dégradation des pectines et pro-pectines, et permet ainsi la
synthese des acides aminés et des acides phénoliques. L’utilisation du sulfate de potassium
comme engrais permet la réduction du développement de la surface morte de la plante, le
changement de la couleur du vert clair au vert foncé et I’augmentation du calibre du fruit et
par la suite I’augmentation du rendement. Quant au phosphore, il favorise I’absorption
d’autres éléments (azote, magnésium, calcium et le bore), et est donc indispensable lors du

développement du méristeme.
6) Irrigation :

Selon OUAQUICH et CHIMI (2007), I’olivier est une plante connue pour sa résistance au
déficit hydrique, I’intérét pour I’irrigation en ol€iculture consacrées a la production d’olives
de table, les exploitations destinées a la production d’olives a huile étant traditionnellement
conduites en régime pluvial. Toutefois, de nombreuses expériences démontrent que
I’irrigation est un instrument fondamental pour 1’amélioration qualitative et quantitative des
productions. Parmi les méthodes d’irrigation pratiquées en oléiculture sont : canalisation, par
aspersion, par goutte a goutte et la plus ancienne méthode le chaussage et le déchaussage. La
période d’irrigation influe beaucoup sur la floraison. Elle provoque une 1égére augmentation
de I’acide palmitique et une teneur en acide oléique et linoléique, différente de celles des

huiles des oliviers non irrigués.

L’olivier cultivé en sec a besoin de 10 a 15 ans pour fructifier, alors qu’en conditions

favorables il n’a besoin que de 4 a 5 ans pour fructifier.
7) La taille :

La taille de I’olivier est pratiquée pour augmenter la productivité, permettre une

fructification précoce, régulicre et rentable, améliorer ’aération et méme favorise la

12
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croissance d’un nombre inférieur de pousses plus vigoureuses. L’olivier qui ne fait pas 1’objet
d’une opération de taille réduit la fructification et rend les arbres peu adaptés aux techniques
de culture. La taille consiste a éliminer une partie de la plante, en général une partie de la
frondaison comprenant les branches, les rameaux et les feuilles considérés inutiles pour la
gestion correcte de 1’arbre (COI, 2007), LOUSSERT et BROUSSE (1978), notent qu’en
fonction des objectifs recherchés, on distingue 4 types de tailles :

v’ taille de formation (lere année de la pousse du plant). S’effectue sur de jeunes arbres
encours de croissance pour orienter le développement de la charpente et hater I’entrée
en production

v taille de fructification (se pratique d’une fagon périodique). Maintient un équilibre
entre le développement de la frondaison et I’alimentation.

v' La taille de rajeunissement (se pratique aprés un gel ou un incendie).permet la
naissance réguliere de jeunes rameaux fructiferes et élimine les rameaux agés.

v' La taille de régénération (administrée aux oliviers agés ou tres hauts).elle est plus
sévere que la précédente. Elle s’effectue sur des arbres 4gés pour rénover toute la

charpente qui formera une nouvelle frondaison.

|.8. Donnés bibliographique sur les maladies de I’Olivier

L'olivier comme d'autres arbres fruitiers est souvent attaqué par une multitude de bio-
agresseurs (bellahcene, 2004) dont le nombre est : 110 espéces d'insectes, 100 especes de
nématodes, 90 especes fongiques, 13 espéces d'arachides, 13 virus, 5 especes bactériennes, 4
mousses, 3lichens et 3 angiospermes (Sasanelli, 2009). Les principales maladies fongiques
existantes chez 1’olivier sont ceil de paon causé par le champignon Cyclonium oleaginum
(Gratraud et Pinatel, 2011), Plomb de I’olivier, la fumagine, la verticilliose, 1’olivier peut étre

sujet d’attaque de bactérie telles que Pseudomonas savastanoi et Xylella fastidiosa.
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1. La tuberculose de ’olivier
11.1. Définition

Parmi les malades qui attaquent 1’Olivier on trouve la tuberculose de 1’olivier qui est une
maladie bactérienne causée par une bactérie Gram négatif appelé Pseudomonas savastanoi.
Le genre Pseudomonas appartient aux gramma-protéobactéries. Ce groupe englobe la

majorité des especes de bactéries phytopatogenes.

La bactérie Pseudomonas savastanoi provoque sur les organes végétatifs de I'olivier,
feuilles et rameaux, l'apparition de tumeurs typiques trés caractéristiques. Sur les fruits
(olives), on n'observe pas ces excroissances fissurées (Benedicte, 2015). Les points d'infection
de la tuberculose de I'olivier se présentent comme des zones sombres pouvant exsuder une

matiere visqueuse.

La bactérie responsable de la tuberculose de I’olivier répandue dans tous les pays oléicoles
est une bactérie en forme de batonnet, gram-négatif, aérobie, ne constitue pas de capsule ni de
spores avec des dimensions de 1 a 3.3x 0.3 a 0.8um, se déplacant avec des flagelles leur
nombre varie entre 1-7; la température optimale de croissance est comprise entre 23-26°C
(Daniel, 2015).

11.2. Les symptomes

Les symptomes de la maladie apparaissent sous forme de tumeurs (excroissances). Les
tumeurs sont le plus souvent formées au niveau des sites de développement des bourgeons, en
raison de l'infection des cicatrices foliaires par la bactérie; cependant, ils peuvent également
étre formés a d'autres points d'entrée des agents pathogénes, tels que les plaies de taille ou de

blessures causés par le gel ou la gréle (INRA ,2016).

L’infection de par Pseudomonas savastanoi dans les plaies fraiches commence par une petite
cavite sur les sites d'infection résultant de la prolifération des tissus végétaux. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi entraine la formation d’une croissance hyperplasique des tissus de
I’héte, I’hyperplasie qui se manifeste par 1’apparition de tumeurs d’abord sur le tronc (Fig.04),
puis sur les rameaux (Fig.05) et parfois sur les feuilles (Fig.06) et les fruits (Corrado et al.,
2016).
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Figure 05 : Des tumeurs formées sur les rameaux (Originale).
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Figure 06 : Des tumeurs formées sur les feuilles (Serdoun bekri, 2013).

Les tumeurs de la tuberculose de l'olivier peuvent étre séparées les unes des autres ou
attachées pour former une grande zone enflée sur la branche infectée. Leur développement
provoque la lignification des cellules qui bloque le transfert des quantités suffisantes d'eau, ce

qui explique la chute des feuilles et des branches lorsque I'attaque est sévere (Fig.07).

Figure 07 : la chute des feuilles et des branches (Originale).
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Les bactéries peuvent se propager sur de longues distances en raison de I’introduction et la
plantation de matériel infecté, ou sur de courtes distances transportées par les éclaboussures
de pluie, aérosols chablis, insectes et pratiques culturelles (Polese, 2015).

Lorsque les bactéries infectent un olivier a I’automne, les tumeurs vont commencer a se
développer plusieurs mois plus tard, mais si I’infection se produit au cours du printemps, le
temps nécessaire pour la formation des tumeurs peut étre seulement deux semaines (Marchi et
al., 2009).

Il a été noté que les fruits des arbres infectés ont généralement une odeur indésirable ; de
petites taches et de la pourriture apparaissent sur les fruits lorsque les températures et

I’humidité sont élevées ; I’arbre finit par s’affaiblir et sa production diminue.

11.3. Systématique de Pseudomonas savastanoi
Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des Pseudomonadaceae (Young, 2004).
Regne : Bacteria
Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Genre : Pseudomonas

Espece : Pseudomonas savastanoi
Cette espece est divisée en 5 pathovars :

v' Pseudomonas savastanoi pathovar savastanoi qui cause la galle, ou bien la tumeur
dans la famille des oléacées.

P.savastanoi pathovar glycinea cause de la rouille bactérienne du soja.

P.savastanoi pathovar phasealicola cause la rouille de halo de I’haricot.

P savastanoi pathovar fraxini.

D N N NN

P.savastanoi pathovar nerri.

11.4. Pouvoir pathogéne

Dans les plaies fraiches d’oliviers, I’agent pathogéne colonise initialement les tissus autour
de P’infection et a travers des enzymes pectolytiques et hémicellulolytiques, la bactérie
perturbe I’intégrité des cellules hétes, produisant des cavités dans lesquelles le pathogéne peut

se regrouper; par conséquent, il peut envahir directement les vaisseaux du xyléme
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(Maldonado-Gonzélez et al., 2013). Successivement, les facteurs de virulence bactérienne,
principalement de I’acide indole-3-acétique (AIA), les cytokinines qui sont codés par le
plasmide plAAlet les génes hrp de P.savastanoi et autres bactéries coexistant en nceuds,
provoquent une augmentation de la taille de la cellule vegétale (hypertrophie) suivie d’une
division cellulaire anormale (Marchi et al., 2009). En plus des phytohormones, qui jouent un
role crucial, d’autres facteurs de virulence sont impliqués dans le développement de la

maladie.

I1.5. Cycle de la maladie

Bien que la bactérie puisse étre présente tout au long d’un verger, il ne peut inciter a la
maladie qu’apres 1’entrée passive de 1’hote par des blessures ou des cicatrices foliaires
(Corrado et al , 2016). La transmission de la maladie est liée a la pluie événement qui stimule

la croissance de la population bactérienne et facilite la circulation de I’agent pathogéne.

Les pluies de printemps sont particulierement propices au développement de la maladie
parce qu’un grand nombre de feuilles tombe en mai et juin, laissant des cicatrices foliaires
sensibles aux agents pathogenes. Les cicatrices foliaires sont plus sensibles a 1’infection dans

les deux jours apres une pluie, mais peuvent rester sensibles pendant sept jours apres la pluie.

Une fois la bactérie infecte la plante, elle produit des hormones de croissance des végétaux
(auxine et cytokinines) qui stimulent la prolifération des tissus résultant en une galle ou
nceud (Corrado et al., 2016 ; Smidt et Kosuge, 2000).

Des études récentes montrent que la bactérie peut étre transportée dans la plante par les
vaisseaux du xyléne, ce qui provoque des nceuds « secondaire » le long de tige. Cette nouvelle
information souligne I’importance de la prévention des infections initiales de la gestion des

populations de 1’agent pathogéne a I’extérieur de I’arbre (Corrado et al , 2016).
11.6. Impact de la maladie
Les dégats de la tuberculose de I’olivier peuvent se traduire sous divers aspects :

- Perte de feuilles des brindilles du fait de 1’étranglement mettant hors circuit 1’alimentation

des feuilles en aval.

- Desséchement de bois par suite d’une photosynthése défaillante.
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- Réduction méme de la taille des arbres

- Réduction du rendement d’olive et de la qualité de son huile grace a des caractéristiques
organoleptiques inférieures, telles que une odeur désagréable et un go(t amer rance

(Lavermicocca et al., 2002).
I1.7. Gestion de la maladie

Les conditions climatiques semblent avoir un effet sur la dissémination et la virulence de
la maladie. Les zones a pluviométrie importante sont généralement plus affectées par la
tuberculose que les zones a faible pluviométrie. Les variétés d’oliviers semblent présenter des
sensibilités différentes a la maladie. Actuellement, il n’existe pas de moyens de lutte curatifs
pour faire disparaitre ou atténuer les effets de la maladie et limiter la propagation (Marchi et
al., 2009).

11.8. La répartition géographique de la tuberculose d’olivier
La tuberculose de I’olivier est répandue actuellement dans tous les pays ou 1’on cultive
I’olivier.
- Europe : France ; Germanie, Gréce, Italie, Portugal, Spain, Norwid, Suéde, Yougoslavie.
- Asie : Iran, Irag, Palestine, Lebanon, Turquie.
- Afrique : Algérie, Libye, Maroc, sud d’Afrique, Tanzanie, Tunisie.
- Nord Amérique : Mexique, USA (Arizona, Californie, Texas, Arkansas).
- Sud Amérique : Argentine, Brésil, Colombie, Pérou, Uruguay.
- Australasie : Australie, New Zélande (Marchiet al., 2009)

11.9. Plantes hotes

La bactérie s’attaque a toutes les variétés de ’olivier et s’attaque également a d’autres
plantes comme le laurier rose, le fréne, le troene, le jasmin, le forsythia, et les espéces du

genre phillyrea sp (Daniel, 2015).
11.10. Les moyens de lutte
Certaines mesures préventives peuvent limiter la propagation de la maladie telles que ;

v" Favoriser des variétés résistantes ou tolérantes aux maladies.
v" Choisir des plantes indemnes et certifiées lors de la création d’un verger.

v Ne pas utiliser des batons pour récolter les fruits.
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v Appliquer les traitements d’hiver de fagon permanente.

v Pulvérisation des composés a base de cuivre, aprés de fortes pluies ou la gréle (au

moins deux applications & I’automne apres la récolte et au printemps avant la

floraison).

v Recouvrir les troncs des arbres avec une solution de chaux hydratée jumelée avec un

composé cuivré (Daniel, 2015).

Les mesures curatives qu’on peut appliquer une fois la maladie est installée sont citées ci-

apres :

Enlever les excroissances par la taille des branches mortes, qui contiennent des

tumeurs, cette opération

doit étre effectuée lorsque le taux d’humidité est bas de

maniere a réduire. Les risques d’infection par les bactéries.

v" Couvrir les blessures résultant de taille en utilisant le mastic.

v' Désinfecter les outils de la taille en passant d’un arbre a un autre (Daniel, 2015).

I1.11. Les travaux réalisés sur la tuberculose en Algérie

Le tableau suivant récapitule les thématiques de recherche qui traitent la tuberculose de

I’olivier en Algérie (tableau 04).

Tableau 04 : Synthéses des travaux sur la tuberculose en Algérie.

Nom et année

Synthese

MERZOUK Ibtissem
OULD HAMICHE Mouna
2019/2020

L’objectif est d’isoler Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi a partir des échantillons présentant des nceuds
formés sur les oliviers cultivées ; et [’étude des
caractérisations de quelques souches isolées dans différents

régions de la wilaya de Bouira.

Kheddache Khadidja
Bettayeb Fatma Zohra
2017/2018

L’objectif est et la recherche et I’identification de la
bactérie  Pseudomonas savastanoi. Un  diagnostic
symptomatologique suivi d’isolement de la bactérie et
d’une série des tests biochimiques et biologiques au

laboratoire.
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SERDOUN BEKRI Naoul
2012/2013

Méthodes analytiques de détection de Pseudomonas
savastanoi doivent étre développées et adaptées a un travail
de routine.

Dans la présente étude, les protocoles existants relatifs a

ces deux techniques ont été évalués sur des macérats

contaminés.
SAADI Sihem Détection et caractérisation de bactériocines produites par
2008/2009 des souches de rhizobia contre des souches de
Pseudomonas (P. savastanoiet P. syringae).
FATMI Feryal Les objectifs sont d’isoler et identifier le phytopathogeéne
SAMMAR Malek ainsi que d’autres bactéries endophytes a partir des
2018/2019 échantillons provenant des oliviers infectés de la variété

Sigoise, cultivée au verger de la commune Amira Arres,
wilaya de Mila.
Les profils phénotypiques des isolats ont été réalises en se

basant sur ensemble des tests.

Hobaya Oussama

BendimeradMerwan

Le travail consiste a I'é¢tude des ravageurs de 1’olivier

dans la région de Tlemcen. Une enquéte devant les

2011-2012 agriculteurs est entreprise pour déterminé les principaux
ravageurs de l’olivier et un inventaire des principaux
ravageurs dans trois stations est effectué.

Boulssen Bouthaina Zahra| Le but de travail est d’isoler des bactéries a partir des

Bouraoui Nour El Houda
2015/2016

échantillons provenant des tumeurs formés sur les branches
des oliviers cultivées d’établir le profil phénotypique des
espéces microbiennes et tester leur pouvoir de résistance et

sensibilité aux antibiotiques.

Hanane HASSINOUI
Karima BELHORMA
2018/2019

L’étude vise a isoler des bactéries et identifier a partir des
tumeurs trouvees sur la branche des arbres, et de tester leur
pouvoir de résistance et sensibilité aux extraits des

differentes plantes.
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Chapitre 111 - Matériel et méthodes

Dans ce chapitre la présentation de la région et de la station d’étude est abordée en

premier lieu, ensuite, la partie méthodologie est presentée en détail.

I11.1. Présentation de la région de Bouira

La wilaya de Bouira est située dans la partie nord du pays, au sud-est de la capitale. Elle
est limitée par les wilayas suivantes (Fig.08) :

e Au nord par les deux wilayas de Boumerdeés et de Tizi Ouzou.
e Al'est par les deux wilayas de Béjaia et de Bordj Bou Arréridj.
e Ausud par la wilaya de M'Sila et Médéa.

e A louest par la wilaya de Blida.

WILAYA DE BOUMERDES
WILAYA DE TIZI-OUZOU

SAredoD)

~= § WILAYA DE
" 1AGHZOUT -, BEJAIA

WILAYADEBBA

('@ Ovel bew e Wiheyn
B Ohel e de Ouire
»  Ohel Sou Commans

W e e wreniag
B fove agra-paviacein
MESDOUR

Ton du banm phaivrs
BOUR EL
DO BOIDS OXHIS
GHOZLANE

TAGUEDE
RIDANE  yaamiuna

HAD JIeA

TERGA
WILAYA DE MEDEA

Figure 08: Carte géographique et administratives de la wilaya de Bouira.

La wilaya s'étend sur une superficie de 4 454 Km?. Elle est bordée par une série de chaine

montagneuse : Djurdjura au Nord et Nord-Est, Bibans au Sud-Est et les montagnes de Dirah
au Sud-Ouest.
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> Présentation de la station d’étude (El Asnam)
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Figure 09 : Localisation géographique de la région d’El Asnam de wilayas de Bouira.

La commune de I’El Asnam est située dans le sud de la wilaya de Bouira et appartient a la
daira de Bechloul (Fig.09). Les habitants locaux 1’appellent : Ath Yaala ou parfois transcrit Ath

Yala, relativement au patriarche Yala, une partie du parc national du Djurdjura ou se trouve la station

touristique de Tikjeda.

111.2. Méthodologie

Notre travail sur terrain consistait a faire des prospections sur les parcelles des oliviers et
de faire des observations visuelles en cherchant des symptdmes caractéristiques de la maladie
de la tuberculose de 1’olivier (présence des tumeurs). En cas de présence de cette maladie on
effectue un questionnaire a la base d’une fiche d’enquéte pré- établie et on préleve des
échantillons pour analyse au laboratoire. Cette derniére tache a été effectuée dans les
laboratoires du département de sciences agronomiques de 1’université d’ Akli Mohand Oulhadj

a Bouira.
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111.2.1.Prospections sur terrain

Les prospections faites ont concernées la région d’El Asnam a Bouira et ont été effectuées
de début de avril a la fin de mois de juin et ont a touché 7 parcelles de 1’olivier. Les
prospections ont été faites grace a la collaboration de I’agent de 1’inspection phytosanitaire de

la subdivision de I’El Asnam.
111.2.1.1.Fiches d’enquéte

Notre outil de travail principal sur le terrain est les fiches d’enquétes qui regroupent des
renseignements utiles relatifs a la culture mise en place. Les principaux points entrepris dans

la fiche d’enquéte sont les suivant:

= Stade phénologique

= Variété

=  Age de I’oliveraie

= Etat phytosanitaire de 1’oliveraie

= Date d’apparition des symptomes de la Tuberculose
» Pourcentage d’attaque du verger

= Pourcentage d’attaque de I’arbre et du verger

= Position des arbres infectés par rapport a la source d’eau
= Traitements ou autres mesures utilisées

= Pratiques de taille

= Taille des tumeurs observées mesurées en cm

Un modele de fiche d’enquéte utilisé dans ce travail est donné en annexe 01.

111.2.2. Echantillonnage

Des sorties ont été organisées en collaboration avec agent de 1’inspection phytosanitaire de
la subdivision de I’El Asnam -Bouira- dans le but de diagnostiquer la tuberculose de I’olivier
et réaliser 1’échantillonnage. L’échantillonnage a été effectué sur les arbres présentant les
symptomes de la tuberculose (présence des nceuds). On a préleve les rameaux et les brindilles
avec les tumeurs jeunes dont une grande partie des tissus est encore verte. Pour chaque verger,
plusieurs prélevements sont effectués a 1’aide d’un sécateur désinfecté a I’eau de javel. Le

matériel végétal obtenu est mis dans des sacs en plastique étiquetés (date le lieu de
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prélevement). Les prélevements sont transportés directement au laboratoire pour 1’isolement
de I’agent causal. Au niveau du laboratoire, les nceuds sont préleve délicatement des rameux

et brindilles, et leurs diametre et leurs poids sont mesurés.
111.2.3. Isolement de Pseudomonas savastanoi a partir des nceuds
% Préparation du milieu culture King B

C’est un milieu semi sélectif utilisé pour la recherche de la production de la pyoverdine
qui un pigment fluorescent élaboré par un groupe d’espéces du genre Pseudomonas. La
production du ce pigment rends le milieu jaune fluorescent (fluorescence sous rayon UV)
(Schaad et al, 2001). Ce milieu est utilisé pour I’isolement, la purification et la conservation des

isolats de Pseudomonas savastanoi.

» Composition :
¢ 20 g protéose peptone.
e 1.145 g K,HPO,
¢ 1.59 MgSO,,
e 159 agar.
¢ 15 ml de glycérol (18.9 g).

e 11 d’eau distillée.

» Préparation

Dans une balance de précision on pese des quantités de 20 g protéose peptone, 1.145 g
K2HPO4, 1.5 g MgSO4, 15g agar, 15 ml de glycérol (18.9 g) et on les met dans un bécher
puis on ajoute un volume de 1 litre d’eau distillée. Le tout est mis sur un agitateur magnétique
avec chauffage. Pour I'nomogenéisation du milieu, on laisse agiter assez du temps pour
dissoudre complétement les constituants du milieu. Le milieu ainsi obtenu est mis dans des

flacons ferment a vise (Fig.10) pour étre autoclavé a 120°C pendant 15 min.
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Figure 10 : Flacons contenants de king B (Originale).

> Isolement du Pseudomonas savastanoi

Approximativement une vingtaine de tumeurs ont été prélevées soigneusement a partir de
notre matériel végétal a I’aide d’un scalpel ou sécateur désinfecté préalablement a la flamme.
Les tumeurs ainsi obtenues sont désinfectées superficiellement a 1’aide d’un papier stérile
imbibé avec de 1’éthanol 95° (Marchi et al, 2005) puis lavés deux fois dans de 1’eau distillée
stérile. Les tissus internes de la tumeur d'aspect hydropique sont excisés avec un scalpel
stérile, puis écrasés dans 2ml d'eau distillée stérile; les tissus ainsi traités sont laissés macérer
pendant 30min. A I’aide d’une pipette pasteur, une goutte de la suspension obtenue est étalée
(ensemencement) sur la gélose King B coulé en boites de Pétri. Les boites sont mises a
incubation dans un phytotron a 26°C pendant 2 a 4 jours (Fig.11).
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[ 1-Prélevement des tumeurs a partir du matériel végétal

3-Rincage des tumeurs avec 1’eau distillée stérile
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4- Macération des tumeurs ]

Figure 11: Etapes d’Isolement du Pseudomonas savastanoi a partir des tumeurs (Originale).
> Purification des isolats bactériens

La purification est une étape nécessaire apres 1’étape de 1’isolement. Elle a pour but
d’obtenir des isolats purs indispensables pour effectuer 1’identification et tous les tests

biochimiques, biologiques et moléculaires ....etc

Aprés I’étape de l’isolement, on a obtenu 3 types de colonies avec des caracteres
morphologiques différents désignes par des chiffres (1-2-3), ces colonies ont été purifiées.
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A T’aide d’une pipette pasteur stérilisée a la flamme du bec Bunsen, On a prélevé la
colonie bactérienne choisie et qui est bien individualisé et puis on 1’a ensemencé sur le milieu
King B. Les colonies 1 et 2 possédaient toutes les deux les caractéristiques phénotypiques de
Pseudomonas savastonoi (colonies creme a blanchatres. Avec un pigment jaune-vert
fluorescent sous lumiére UV). Les boites sont ensuite mises a incuber dans un phytotron a

26°C pendant 2 & 3 jours.

Plusieurs repiquages successifs par technique des trois cadrans sur milieu King B ont été

effectués afin d’obtenir des souches pures & la manipulation.

» Conservation des isolats purs

Pour la conservation a long terme des souches purifiées, on a utilisé le milieu King B
I’autoclave puis mis dans des tubes coniques de type eppendorf de 1.5ml & raison de
1ml/tube, ensuite trois a quatre colonies jeunes (agée de 48h) sont suspendues dans ce
mélange. Le tout est homogénéisé a I’aide d’un agitateur vortex. Les tubes sont conservés
dans un congélateur (a-18°). Les souches ainsi conservées peuvent restées viables durant une

période allant de 1 & 3 ans (Fig.12).

Figure 12: Tubes de conservation des isolats bactériens (Originale).
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111.2.4. Tests biochimiques

Ces tests sont considérés comme un approche classique qui permettre 1’identification
des bactéries phytopathogenes. Tous les tests biochimiques réalisés dans le cadre de ce
travail sont effectués sur des souches bactériennes agées de 24 a48h cultivés sur milieu
King B a 26°C.

«» Tests de LOPAT

C'est une méthode classique qui permet de différencier les especes au sein du genre
Pseudomonas Ces tests incluent. la production du levane sur le milieu NSA, la réaction
oxidase, I’activité pectinolytique sur les tranches de pomme de terre, 1’activité Arginine

dihydrolase et la réaction de I’hypersensibilité su les feuilles du tabac (Schaad et al., 2001) .
» Test Levane (NSA)

Ce test permet de vérifier la polymérisation du fructose en poly-fructose par la bactérie
testée (Schaad, 2001). A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, I’ensemencement d’une colonie
bactérienne jeune se fait par une série de stries sur une boite de Pétri contenant le milieu NSA
(Nutrient Sucrose Agar), puis incubées a 26 ° C pendant 3 a 5 jours. La bactérie est dite
levane positif si elle forme des colonies luisantes bombées (forme en déme) (Marchi et al.,
2005).

» Test Oxydase

Ce test permet de mettre en évidence la présence (ou non) du complexe enzymatique :
cytochrome-oxydase (cytochrome C19) dans la chaine respiratoire des bactéries (Schaad,
2001).

Sur un papier filtre stérile, on dépose une goutte du réactif oxydase (préparé avec 0.25¢g de
NNN tetraméthyleparaphényléne diamine et 25 ml d’eau distillée stérile), puis a I’aide d’une
pipette pasteure stérile, on préléve une quantité de la créme bactérienne et on la pose sur le
papier imbibé du réactif, on I’étale un peu, et on lit la réaction aprées 30 secondes (Fig.13). S’il
y a apparition d’une tache violette, la bactérie est oxydase positive et elle posséde le
cytochrome oxydase et 1’absence de la coloration violette est due a I’absence de 1’enzyme

recherchée, cela indique que la bactérie est depourvue de cette enzyme (Steel, 1960).
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[ Pipettes pasteure

Souches
bactériennes

Papier imbibé du
réactif d’oxydase

Figure 13 : Matériel utilisé dans test oxydase (Originale).
» Test Pectinase

Le test péctinase (la recherche de I’activité pectinolytique) permet de déterminer la
présence ou l'absence de I'enzyme péctinase. Dans notre étude on a utilisé comme substrat des
rondelles de pomme de terre. La tubercule de pomme de terre étant riche en pectine et son

hydrolyse en présence de péctinase se traduit par I'apparition de pourriture molle.

Des tranches de pomme de terre sont stérilisées a I'éthanol 70° puis lavées a I'eau distillée
stérile et séchées. Dans des boites de Pétri contenant du papier filtre mouillé avec de 1’eau
distillée stérile, les tranches sont déposées au centre, et inoculées de colonies bactériennes

fraichement prélevées (Fig.14) et laissé a incubé a 26°C. La lecture se fait aprés 7jours.

Figure 14 : Colonies bactériennes déposées sur des tranches de PDT (Originale).
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» Test d’arginine dihydrolase (ADH)

Ce test sert a déterminer la présence ou 1’absence de 1’arginine dihydrolase, dans notre
travail ce test n’a pas été réalisé d’une maniére classique, mais il a fait partiec des tests
miniaturisé réalises sur le micro-tube de la galerie API 20 E., son nom dans cette galerie est

ADH et il est en position 2 dans le premier triplet.
» Test d’hypersensibilité sur feuilles de Tabac

Ce test met en évidence le pouvoir phytopathogéne d’une bactérie suite au dessechement
des zones foliaires inoculées sur les feuilles de Tabac (Rathore et al., 2000). Une suspension
bactérienne a été préparée avec deux colonies bactériennes prélevées d’une culture jeune
dans un ml d’eau distillé stérile, puis elle a été injectée a ’aide d’une seringue a tuberculine,
dans DI’espace intercellulaire entre 1’épiderme et le parenchyme palissadique d’une jeune
feuille de tabac (Fig.15). L’eau distillée stérile est utilisée comme témoin négatif. Le test est
considéré positif s’il y a apparition d’une tache nécrotique correspondant a la zone infiltrée

dans les 24 h qui suit I’injection. Le desséchement des zones foliaires inoculées signifie que la

bactérie est phytopathogéne. Le résultat est négatif si aucune réaction n’est observée durant

les 24h (Borkar, 2017).

Figure 15 : Injection des suspensions bactériennes dans les feuilles du Tabac (Originale).
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% Autres tests biochimiques realisés
» Test KOH

Dans le but de vérifier le Gram d’une bactérie d’une maniére rapide et Sans avoir recours a
un microscope, une colonie isolée a été mélangée a une goutte d’une solution de KOH
(Hydroxyde de potassium) a 3%(préparée avec 3g de KOH dans 100ml d’eau distillée) a
I’aide d’une anse flambée au bec bunsen. Aprés quelques secondes, le mélange est tiré vers le
haut, s’il y aura une formation d’un filament entre la boucle de 1’anse et la lame, la bactérie
est considérée a Gram négatif, si rien n’est entrainé par I’anse, la bactérie est considérée a
Gram positif (Suslow et al, 1982).

> Test catalase

L’enzyme catalase sert a la détoxification de peroxyde d'hydrogéne (H.O) produite au
cours de certaines réactions metaboliques, elle catalyse la dégradation du peroxyde
d’hydrogéne en eau (H,0) et en oxygene (O,). Cette enzyme est présente chez beaucoup de

bactéries aérobies ou aéro-anaérobies et souvent absentes chez les bactéries anaérobies.

La technique consiste a prélever la creme bactérienne au moyen d’une boucle d’anse de
platine stérile (ou bien a I’aide d’une pipette Pasteur) et la déposer dans une goutte peroxyde

d'’hydrogéne a 3% sur une lame stérile.

La lecture du résultat se fait immédiatement. L’apparition des bulles d’air signifie que le

test est positif et que la bactérie produit I’enzyme de catalase (Singleton, 2005).
» Test de fluorescence

La gélose King B permet la production de fluorescence, pigment jaune vert fluorescent
sous la lumiére ultraviolet ayant une longueur d’onde de 254 - 360 nm, par certain
Pseudomonas. Les souches bactériennes sont déposées sous la lumiére ultraviolette pour

observer leur fluorescence. (Schaad et al.,2001).
> Test de galerie API 20F

Le systeme API Biomerieux (Appareillage et Procédé d’ldentification) est une version
miniaturisées et standardisées des techniques biochimiques conventionnelles pour

I’identification des Bacilles a Gram négatif.
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Les trois isolats bactériennes ont été identifiés par la galerie APl 20E (Biomerieux, SA.,
Marcy-L’étoile, France), cette dernier comporte 20 microtubes contenant des substrats sous
forme déshydratée, Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites pendant la période de 2 jours d'incubation a 26°C se

traduisent par des virages colorés spontanées ou révélés par I'addition de réactifs (Annexe 02).

La technique consiste a faire une suspension bactérienne faible d’opacité dans de 1’eau
physiologique stérile (2 a 3 colonies dans 10 ml d’eau physiologique).La suspension
bactérienne préparée a été introduite dans chaque microtube a 1’aide d’une micropipette. Les
microtubes des tests CIT, VP et GEL ont été remplis par I’inoculum jusqu’a la cupule alors
que les microtubes correspondant aux tests : ADH, LDC, ODC, H2S et UREE ont été remplis
par la suspension bactérienne et recouverts par une couche d’huile de vaseline pour assurer la

condition d’anaérobiose.

La lecture de ces reactions se fait apres incubation & 26°C pendant 2 jours, Aprés incubation
les réactifs indiqués dans le tableau 05 sont ajoutés, on attend 10 minutes pour lire la réaction

Tableau 05 : Les réactifs ajoutés aprés la période d’incubation.

Puits Réactif

TDA Une goutte de réactif TDA

IND Une goutte de réactif de James ou kovacs

VP Une goutte de réactif de VVP1 puis VP2

A l'aide du tableau de lecture (annexe 03), les résultats des réactions obtenues sont notés

sur une fiche de résultats standards (Fig.16).
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Figure 16 : Fiche de résultat (Originale).

111.2.5. Tests de pathogénésité
» Test phytopathogénésité sur la plante héte (olivier)

Les agents pathogénes bactériens des plantes provoquent divers symptdémes de maladie
dans différents organes des plantes. Le test de pathogénicité des bactéries isolées des plantes
est l'une des étapes les plus cruciales et les plus importantes des études de diagnostic. Cela
implique la reproduction des Iésions suite a I'infection artificielle d'hotes appropriés dans des

conditions de serre (Janse, 2005).

Ce test a été réalisé sur des plantes d’olivier 4gé d’une année et demie de variété Chemlal
greffé sur Oléastre. Des rameaux et des brindilles de l'olivier sont blessés a l'aide d'un
couteau. Puis a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, on préleve une quantité de la créeme
bactérienne et on la pose sur les blessures. Ensuite les blessures sont couvertes avec le papier
parafilm (Fig.17) pendant 2 jours puis I'enlever. Si il y a reproduction des tumeurs sur les
endroits inoculés, I’identité de la bactérie est vérifiée, et elle est considéré Pseudomonas

savastanoi avec certitude. L’apparition des tumeurs peut durer du 15 jours & 2 mois.
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Figure 17 : Créme bactérienne posée dans des différents rameaux (Originale).

> Test de pathogénésité des tranches de carotte

Le Test de pathogénésité realisé sur des tranches de carotte est un nouveau test pour la
pathogénésité de Pseudomonas savastanoi publié en 2020, Notre objectif est de Vérifier les

résultats de cette publication sur nos souches,

Nos isolats bactériens ont été testés sur des tranches de carottes fraiches (Daucus carota).
Les racines pivotantes de carottes ont été lavées sous l'eau du robinet, désinfectées par
trempage dans de l'alcool éthylique a 70 % pendant 5 min, rincées 3 fois a I'eau distillée
stérile et séchées sur papier filtre stérile. Apres désinfection de la surface, les racines
pivotantes de carottes ont été coupées en tranches de 0.5cm d'épaisseur a I’aide couteau stérile

par flamme.

Dans des boite de Pétri contenant du papier filtre mouillé avec de 1’eau distillée stérile, les
tranches sont déposées, et inoculées avec des colonies bactériennes fraichement prélevées.
Par la suite les tranches inoculées sont incubées a 26°C (Fig.18). La lecture se fait
périodiquement sur une durée 14 jours. Une réaction positive se traduit par la formation des

tumeurs dans 7 & 14j d’incubation
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Figure 18 : Test de pathogénésité réalisé sur des tranches de carotte (Originale).

111.2.6. Test PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR est un test moléculaire qui repose sur I’amplification spécifique d’une séquence
d’acide nucléique in vitro. Chaque cycle de PCR s’effectue en 3 étapes : dénaturation
thermique de I’ADN a 95°C, hybridation des amorces a 50-65°C, élongation a 72°C. Dans le
cadre des travaux de doctorat de Mr Hassouna M A dans les laboratoires de la faculté SNV de
Bouira sur les souches de Pseudomonas savastanoi en Algerie, la souche n 2 (la plus
supectée d’étre Pseudomonas savastanoi selon les resultats des tests biochimiques) a été
analyse par la PCR ; pour I’identification par PCR, le géne spécifique iaalL a été recherché.
Ce geéne est responsable de synthése de phytohormone impliqué dans la formation des

tumeurs.

Les amorces utilisés pour I'amplification du géne iaal étaient les suivantes : amorce iaal
Forward, 5'-GGC ACC ACG GGC AAC ATC AA -3'; amorce iaaL Inverse, 5-CGC CCT
CGG AAC TGC CAT AC-3' (Penyalver et al., 2000).
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Chapitre 1V : Résultats et discussions

IV.1. Prospections des parcelles visitées

Les sites prospectés durant la période allant du mois d’avril au mois juin sont en nombre
de sept (Tableau 06), La superficie totale prospectée était du 31.5 ha, cultivée essentiellement
en variété Chemlal. Deux autres variétés ont été rencontrées, il s’agit d’ Azeradj et de Sigoise.
L’age des oliviers varie entre 7 et 100 ans avec un age de 16 a 50 ans sur 68.2% des

superficies visitées. Les oliviers ont été tous en stade floraison.

Tableau 06 : Vergers visités d’avril a juin.

Situation Age de Superficie Stade Exploitation /
N° géographique Variété I’oliveraie (Ha) Phénologique | Agriculteur
1 La ferme Kaci Chemlal 20 2 Floraison /
El Asnam
2 Ouled Makaci Chemlal 20 3 Floraison Boutoghmace
El Asnam Azeradj
3 El Hannache Chemlal 50 7 Floraison Hamade
Slimane EI Asnam Djelloul
4 El Bardi EI Asnam Chemlal 16 6 Floraison Abachemouh
Sigoise end Said
5 El Bardi EI Asnam Chemlal 50 2.5 Floraison Abache Nour
Eddine
6 La ferme Kaci Chemlal 16 1 Floraison Kaci  Nacer
El Asnam Allah
7 Tighzarth n | Chemlal 7-100 10 Floraison /
Bouaaza Azeradj
El Asnam

Le symptdme de la tuberculose de I’olivier (présence des nceuds) a été constaté dans 5
vergers sur les sept prospectés (tableau 07), les nceuds ont été présents au niveau des
rameaux et du tronc, mais pas sur les feuilles. La taille des nceuds était hétérogene, le diametre
des nceuds varie entre 0.5 et 15 cm. Les nceuds récemment formés sur les rameaux sont de
couleur verte, petits de 0.5 a 4cm de diametre et ont la surface lisse. Les anciens nceuds sont
ligneux généralement de taille plus grosse de surface rugueuse et de couleur brun foncé.
Selon CABI (2019), les nceuds se fissurent, se nécrosent partiellement avec l'age, se
décomposent et meurent dans les 6 a 8 mois suivant leur formation. Dans certaines

circonstances, ils peuvent durer plus longtemps et augmenter en taille.
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Tableau 07 : Informations générales sur les parcelles visitées d’avril a juin.

Date Pourcentage | Pourcentage | Position des Position des Diamétre des
NG d’apparition des | d’attaque de d’arbres arbres arbres infectés nceuds de
symptémes du I’arbre infectés dans infectés / / source d’eau tuberculose
Tuberculose le verger verger (cm)
1 / / / / / /
2 10 ans 70% 20% Bordure | Pluie en force 245
3 15 ans 80% 80% Aléatoire Puits a la75
proximité
4 / / / / / /
5 3 ans 30% 5% Aléatoire / 05a3
6 5 ans 40% 10% Aléatoire / la4
7 3 ans- 20 ans 5%-80% 50% Bordure Riviere a 0.5a15
Aléatoire proximité

D’aprés les propriétaires des vergers, la date d’apparition des premiers symptomes de la
tuberculose varie de 3 ans a 20 ans, le pourcentage d’attaques chez les arbres infectés est
entre 5% a 80%. Les arbres infectés sont surtout concentrés a proximité des sources d’cau
(puits, riviére, ou subissant les pluies en force), les arbres infectés sont trouvés en bloc ou bien
en ligne soit a la bordure du verger soit a I'intérieur du verger en position aléatoire, le
pourcentage des arbres infecté par verger est entre 5 et 80%, Selon Quesada et al. (2010), la
présence de nceuds, méme sur un seul arbre, conduit normalement a l'infection rapide de
I'ensemble du verger car I'agent pathogene est disséminé tres rapidement et efficacement, avec

une colonisation importante des arbres sains.

L’état phytosanitaire global pour les parcelles prospectées était bon pour la plus part
d’entre eux a I’exception de deux parcelles N°2 et N°3 (annexe ), et ¢a peut étre expliqué par
le bon entretien que les agriculteurs donnent a cette culture, ils pratiquent le désherbage
mécanique (dans un seul parcelle sur les sept visités) ce qui permet de détruire les mauvaises
herbes qui sont des réservoirs probables pour les insectes ravageur et constituent une source
d’inoculum en agents phytopathogénes. Le labour presque pour toutes les parcelles qui permet
d’amélioration de 1’état structural, 1’enfouissement des résidus de récolte et d engrais, et la
circulation de 1’eau. La pratique de la taille des arbres pour toutes les parcelles qui permet de
concentrer un maximum de seve sur les fruits, limiter la croissance de 1’arbre et facilite la
récolte. D’un autre coté, les oléiculteurs utilisent des engrais azotés (3 parcelles) qui assurent
la fertilisation de sol et utilisent également le piégeage massif (3 parcelles) pour éliminer ou

diminuer certains insectes ravageurs.
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L’état phytosanitaire mauvais du verger n 2 (arbres presque morts et il ne produit plus

d’olive) est du exclusivement a la tuberculose (%, pourcentage d’attaque par arbre est 70%).

D’autre part, La littérature n’est pas claire en ce qui concerne les pertes de récolte causées par
la tuberculose de l'olivier, qui dépendent fortement de la situation géographique et du cultivar
d'olive, bien qu'il soit généralement admis qu'il s'agit de l'une des maladies les plus
importantes affectant la culture de l'olivier (Young, 2004). La vigueur, la croissance et le
rendement des arbres peuvent étre modérément ou séverement réduits, tout comme la taille et
la qualité des fruits (Quesada et al., 2010)

IV.2. Description de la parcelle prélevée

Le verger prélevé est le verger n°7, constitué de deux parties, une partie avec des jeunes
plantations d’oliviers a4gés de 7ans, et une autre partie constituée d’oliviers dont I’4ge varie
de 20 & 100ans. , le nombre d’oliviers dans la totalité du verger est 300 dont 150 présentent
des tumeurs. Le pourcentage d’infestation chez les arbres jeunes (7ans) est élevé 80% alors
que le pourcentage d’atteinte par arbre infesté est faible (5 al0%). d’autre part, le
pourcentage d’infestation de la partie du verger qui contient les arbres agés est de 1’ordre de

30% alors que le pourcentage d’atteinte par arbre infesté est élevé 70 a 80%.

Les tumeurs observées dans ce verger sont de taille différente et de couleur allant du jaune

verdatre au noir, elles sont localisées sur les rameaux et les troncs (Fig.19).

Le propriétaire de ce verger pratiquent la culture des légumes entres les arbres d’oliviers
jeunes entre autre le melon, I’oignon, I’ail, le poivron, la tomate, et sont irrigués par
aspersion. Ce mode d’irrigation peut expliquer le pourcentage élevé d’infestation chez les

arbres jeunes.

Figure 19 : Symptémes observés sur les rameaux et le tronc (Original).
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IV.3. Résultats des tests effectués
1V.3.1. Taille et poids des nceuds prélevés

Le poids des tumeurs verts prélevés varie entre 0.1 et 2 g avec un poids moyen de
0.992g, alors que leur diametre varie entre 0.5et 2.5 cm, avec un diamétre moyen de 1.3cm.
Tsuji et al (2017) qui ont travaillé sur des isolats japonais de Pseudomonas savastanoi ont

rapporté des diamétres de nceuds agés de trois mois qui varient entre 5—20 mm.

IV.3.2. Isolement et purification des souches de Pseudomonas savastanoi

A partir des nceuds frais (jeunes) prélevés, nous avons pu isoler aprés trois jours
d’incubation a 26°C sur le milieu King B trois types de colonies bactériennes désignés par
les chiffre , 01 et 02 et 03, les colonies 01 et 02 sont de couleur blanc cassé et la colonie 03
est de couleur jaune claire avec une production abondante de muqueuse. Sous lumiére de la

lampe a UV, les colonies 01 et 02 sont fluorescentes.

1VV.3.3. Description macroscopique des trois isolats

Les trois colonies purifiées par plusieurs repiquages sur le milieu King B Afin sont
caractérisées phénotypiques, les caractéres retenus sont : la couleur de colonie, 1’élévation ;
I’abondance et la viscosité. Les résultats sont illustrés dans le tableau 08. Les isolats 01 et 02
donnent des colonies blanc cassé non visqueuse et plat aprés 48 h d’incubation a 26°C, alors
que I’isolat 03 donne des colonies de couleur jaune claire, bombée Iégerement visqueuse

avec de la créme bactérienne abondante.

Tableau 08 : Résultats de la caractérisation phénotypique.

Souches 01 02 03
Couleur Blanc cassé Blanc cassé Jaune claire
Elévation Plat Plat Bombé
Abondance - - +
Viscosité - - +/-
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I1V.3.4. Tests biochimiques
% Tests de LOPAT

Parmi les tests biochimiques importants qui ont été effectués, le test LOPAT qui joue un
role distinctif et permettent de différencier les espéces appartenant au genre de Pseudomonas.
Et qui sont des bacilles Gram négatif, mobile par ciliature polaire, non sporulant, aérobie

stricte.

Les résultats de test LOPAT des trois souches bactériennes isolées a partir des tumeurs de

I’olivier sont mentionnés dans le tableau 09.

Tableau 09: Résultats du test de LOPAT.

Tests Levane Oxydase | Pectinase ADH Hypersensibilité sur

Souch les feuilles de tabac.
Boite 01 + - - - +
Boite 02 + - - - +
Boite 03 + - - + -

+ : positif - : négatif

» Test Levane (NAS)

La lecture des résultats des 03 souches ensemencés sur milieu Levane (NSA), a montré que
toutes les souches ensemencées sur ce milieu polymérisent le fructose en poly-fructose, et
sont donc levane positif (Fig.20), la description morphologique des colonies bactériennes

formées par nos 3 isolats est présentée dans le tableau 10.

Tableau 10 : Résultats de la caractérisation phénotypique sur Levane.

Souches 01 02 03
Couleur Blanc Blanc cassé Jaune claire
Elévation Bombé Bombé Bombe
Abondance + + ++
Viscosité - - +
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Figure 20 : Résultats de test Levane (Originale).

Ces observations ne sont pas en accord avec celles rapportés par Moretti et al. (2008) qui
ont étudié 53 isolats de P. savastanoi pv savastanoi, et ils ont rapporté que tous les isolats
étaient levane négatif. Cependant des souches levane positif ont été décrites par d’autres
auteurs (Marchi et al., 2005 ; Khezri et al., 2019).

» Test Oxydase

Les résultats de ce test montrent que les 03 isolats présentes une réaction négative (absence
de coloration violette) (Fig.21), ce qui signifie I’absence de I’enzyme oxydase (Steel, 1960),
qui est I’enzyme responsable d’une réaction oxydoréduction, en impliquant une molécule

d’oxygene comme accepteur d’électrons.

S—

Figure 21 : Résultat de test oxydase (Originale).
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Les résultats obtenus sont en accord avec les données bibliographiques qui confirment que
tous les souches de Pseudomonas savastanoi isolés jusqu’a maintenant sont tous oxydase
négatif (Lamichhane et Varvaro, 2013 ; Khezri et al., 2019)

> Test Pectinase

La lecture des résultats du test pectinase sur les tranches de pomme de terre a montré que
les 03 souches utilisées ne dégradent pas la pectine et pas de formation des nécroses (Fig.22).
Elles sont déduites comme étant des souches a pectinase négatif. Ces résultats sont en
concordance avec ceux obtenus par Guido et al.,(2005) et qui ont rapporté que les

Pseudomonas savastanoi ne dégrade pas les pectines.

Figure 22 : Résultat de test pictinase (Originale).

» Test d’Arginine dihydrolase (ADH)

Le test ADH déduit de la galerie APl 20E a donné des résultats négative (couleur jaune),
pour les souches 01 et 02, et sa nous montre 1’absence de 1’arginine d’hydrolase, ce dernier est
une enzyme capable de dégrader I’arginine en ammoniac et amines (composees basiques)
(Melotto et al., 2013) . Pour la souche 03, le résultat est positif (couleur rouge) donc

présence de I’arginine d’hydrolase (Fig.23).
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Les données bibliographiques rapportent que tous les souches de Pseudomonas savastanoi
isolés jusqu’a maintenant sont tous oxydase négatif (Lamichhane et Varvaro, 2013 ; Quesada
et al,2010 ; Khezri et al., 2019) ,

Figure 23 : Résultat de test d’ Arginine dihydrolase (ADH) (Originale).

» Test d’hypersensibilité sur feuilles de Tabac

Dans ce test les résultats sont variées, suivant les souches, il y’a une différence dans le
temps de l'apparition des nécrose sur les feuilles du tabac. Pour les souches 01 et 02, les
nécroses apparaissent dans les 24h, alors que pour la souche 03, la réponse apparait aprés 7
jours (Fig.24). Le test d”hypersensibilité sur tabac met en évidence le pouvoir phytopathogéne
d’une bactérie donnée, la bactérie est considéré phytopathogene si il y’a formation du nécrose
dans les 24 qui suivent 1’injection de la suspension bactérienne (Borkar, 2018). Les résultats
obtenus pour les souches 01 et 02 sont en concordance avec ceux observé sur les souches de
Pseudomonas savastanoi (Marchi et al., 2005 ; Khezri et al., 2019).
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Figure 24 : Résultat de test d’hypersensibilité sur feuilles de Tabac), Haut : Réactions

observées aprés 24h (souche 1 et 2°) ; Bas : Réaction observée apres 7 jours (souche 3).
«» Autres tests biochimique

Les résultats de test KOH, Catalase et le test de la florescence sont résumés dans le tableau
11.

Tableau 11: Résultats des autres tests biochimiques.

Tests KOH Catalase Fluorescence
Boite 01 + + +
Boite 02 + + +
Boite 03 + + -

+ : Réaction positive - : Réaction négative




Chapitre IV Résultats et discussions

» Test indicateur du Gram KOH

Les résultats obtenus dans ce test montrent que toutes les souches isolées (03 colonies) ont
leurs paroi de type Gram -, la réaction positive se traduit par la formation du filament
lorsque la creme bactérienne est mélangé avec la solution du KOH (Fig.25). Selon Coléno,
(1973) et Suslow et al. (1982), seules les bactéries de type gram négatives sont lysées lorsque

les cellules sont mélangés avec une solution de KOH a 3%.

Figure 25 : Résultat de test KOH (Originale).

Nos résultats sont en accord avec tous les travaux réalisés sur Pseudomonas savastanoi
(Marrch et al., 2005 ; Young, 2004 ; Khezri et al., 2019)

» Test catalase

La bactérie qui contiennent I’enzyme de catalase dite bactérie a catalase +, peuvent
décomposer le peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau : 2H202 — 2H20+02. Cette

décomposition forme des bulles graces a cette I’enzyme.

Les résultats de ce test étaient positifs pour tous nos isolats (Fig.26). Les données
bibliographiques confirment que tous les souches de Pseudomonas savastanoi possedent
I’activité catalase (Khezri et al., 2019).
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Figure 26 : Résultat positif du test catalase (Originale).

» Test de fluorescence

Parmi les caracteres essentiels des Pseudomonas savastanoi est la fluorescence sous la
lumiere UV lorsqu’ils sont cultivés sur le milieu King B. Les colonies cultivée sur ce milieu
produisant une pigmentation jaune-verdatre (pyoverdine) qui est fluorescents sous la lumiére
UV. Dans nos essais, cette fluorescence a été observée seulement dans le cas de la souche 01

et 02 (Fig.27).

Figure 27 : Résultat de test de fluorescence sous lampe UV (Originale).

Plusieurs auteurs ont rapportés que les souches de Pseudomonas savatanoi produisent de la
fluorescence sous lampe UV lorsque ils sont sur le milieu King B (Tsuji et al ,2017 ; Khezri et
al., 2019)
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> Test de galerie API 20F

dans le tableau 12.

La souche 01 est positive pour le test d’utilisation du citrate, le test de I’activité gélatinase
et pour la fermentation de I’arabinose elle est négative pour tous autres tests restant. La
souche 02 est positif pour les tests suivants ; I’activité -galactosidase, utilisation du citrate,

I’activité gélatinase et pour la fermentation de Mélibiose et I’amygdaline, elle est négatif pour

les tests restant

Tableau 12 : Résultats de la Galerie API1 20 E

Résultats et discussions

Résultats obtenus de tests de galerie API 205 des 03 souches bactériennes sont groupés

Test Souche | Souche | Souche
1 2 3
1 ONPG : B-galactosidase - + +
2 ADH : Arginine dihydrolase - - +
3 LDC : lysine décarboxylase - + -
ODC : ornithine décarboxylase - - -
5 CIT : utilisation du citrate + + +
6 H2S : production de sulfure d'hydrogene - - -
7 URE : activité uréase - - -
8 TDA : tryptophane désaminase - - -
9 IND : production d'indole - - -
10 | VP : détection de I'acétoine - - +
11 GEL : gélatinase + + -
12 | GLU : fermentation du glucose - - +
13 MAN : fermentation du mannose - - +
1 INO : fermentation de I’inositol - - +
15 | SOR : fermentation du sorbitol - - -
16 RHA : fermentation du rhamnose - - +
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17 SAC : fermentation du saccharose - - +
18 MEL : fermentation du mélibiose - + +
19 AMY : fermentation de I'amygdaline - + +
20 | ARA : fermentation de I'arabinose + - +

La souche 03 est positive pour I’activité -galactosidase, I’activité Arginine dihydrolase
utilisation du citrate, la production de I'acétoine et pour la fermentation du glucose, mannose,
rhamnose, saccharose, 1’inositol, mélibiose, ’amygdaline et 1’arabinose. Elle est négative

pour le reste.

Plusieurs auteurs ont rapportés des réactions variables vis-a-vis de 1’utilisation des sucres au
sein des souches de Pseudomonas savastanoi (Ghasemi et al., 2006; Taghavi et Hasani,
2012, Khezri et al., 2019 ).

111.3.5. Tests de pathogénésité

Les tests de pathogénésité consistent a reproduire les symptdmes de la maladie sur des
plantes hotes inoculés artificiellement dans le laboratoire. Dans notre cas on vise a reproduire
la formation des nceuds sur des plantes d’oliviers saines ou plantes alternatives apres
inoculation par nos souches. Les résultats de deux tests de pathogénésité sont groupés dans
le tableau 13.

Tableau 13 : Résultats des tests de pathogénésité.

Tests Phytopathogénésité sur Pathogénésité sur tranches
Souches I’olivier de carotte

souche 01 +/- -
souche 02 + _
souche 03 - -

+ : Réaction positive - : Réaction négative
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> Test phytopathogénésité sur plantes I’olivier

Nous avons établi qu'un P. s. pv. savastanoi peut provoquer la formation de nceuds sur
I'olivier. Dans nos essais, la premiére formation de nceuds sur les rameaux et des brindilles de
I'olivier a été observée dans 03 semaines apres l'inoculation pour la souche 02, des chancres
ont apparu un mois apres I’inoculation pour la souche 01 et pas de formation des nceuds dans

des rameaux inoculé de souche 03 (Fig.28).

Souche 01 Souche 02

Souche 03

Figure 28 : Résultats de test phytopathogénésité de 1’olivier (Originale).
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La souche n 2 a reproduit clairement les nceuds sur les trois répétitions, donc son
identification est confirmée comme étant Pseudomonas savastanoi. La souche a reproduit des
chancres et début de formation de nceud dur 2 répétions, Pour son identité, on ne peut pas
dire avec certiture qu’il s’agit de Pseudomonas savastanoi, on peut suggérer que il s’agit
d’une souche non pure constituée de mélange de Pseudomonas savastanoi avec une autre

bactérie fluorescente.

» Test de pathogénésité sur tranches de carotte

Nous avons effectué ce test pour confirmer les résultats d’un article publié récemment
(Dokstz et Bozkurt, 2020).les résultats de test du pathogénesité sur tranche de carotte ont été

négatifs pour les 3 souches étudiés, (il n’y pas reproduction de formation des nceuds).

Nos résultats ne sont pas en accord avec les auteurs cet article qui a confirmé que les
souches de Pseudomonas savastanoi peuvent reproduire des nceuds sur les tranches de carotte
(Fig.29). Cependant les résultats de cet article n'ont pas été vérifier par d’autres auteurs et sur

une grande gamme de souches.

Figure 29 : Résultat de test de pathogénésitédes tranches de carotte (Originale).

1V.3.6. Test PCR (Polymerase Chain Reaction)

Le test PCR a été effectué seulement sur la souche 02 et a permis de confimer 1’identité
par I’amplification de géne IAAL responsable de la production de I'acide indole-3-acétique
(AIA) qui est un phytohormone produit par Pseudomons savastanoi, ce gene est responsable
de la formation des tumeurs sur I’olivier (Marchi et al., 2009). Le poids moléculaire de ce
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géne est de 454 pb; nous avons remarqué la présence d’une bande ADN au niveau de
marqueur du poid de 400 pb ce qui confirme bien que la souche 2 possede le gen IAAL
(Fig.30). Nos résultats sont en accord avec ceux annoncés par Penyalver et al. (2000).

Marquers
de poids
moléculaire

Souche 2 Témoins positif

Figure 30 : résultats de la PCR
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Conclusion générale

Conclusion générale

La culture de I’olivier est en constante extension en Algérie durant ces dernieres années,
cette extension a engendré une augmentation des rendements en olive et en huile d’olive,
mais elle a aussi causée la propagation de certains nombres de maladie dont on cite la

tuberculose de ’olivier.

Dans ce travail, nous nous somme intéressé a 1’étude de la tuberculose de I’olivier dans la
wilaya de Bouira, une wilaya oléicole par excellence. Les prospections préliminaires dans 7
vergers au niveau de la commune de L’El Asnam ont révélé la présence de la maladie dans
cing vergers avec des pourcentages d’attaque allant de 5 a 80%. La taille des tumeurs

observées sur les rameux et sur le tronc varie entre 0.5 et 15 cm en diamétre

L’isolement des bactéries sur le milieu King B a concerné des tumeurs provenant d’un seul
verger de la commune d’El Asnam et a donné trois isolats dont deux présentent des
caractéristiques morphologiques de Pseudomonas savastanoi. Les tests biochimiques
effectués ont révélé que ces trois souches sont de gram négatif, catalase positif, oxydase
négatif, pectinase negatif, levane positif. Les souches ont répondu différemment aux tests de
I’activité gélatinase, arginine dihydrolase, utilisation de citrate et la fermentation des sucres.
La réponse a été variable aussi vis a vis du test d”hypersensibilité sur feuille du tabac et vis a

vis du test de pathogénésité

Le test PCR effectué seulement sur la souche 02 a permis de confirmé avec certitude

I’identité de cette souche comme étant Pseudomonas savastanoi pv savastanoi

En perspective, il est intéressant de compléter cette étude avec les tests biochimiques
complémentaires qui auront pour but une caractérisation plus précise des souches. Et d’élargir
la zone d’étude vers toutes les régions a vocation oléiculture. Il sera utile également
d’effectuer des analyses génétiques pour connaitre s’il y a une variabilité génétique de
Pseudomonas savastavoi pv savastanoi dans la région de Bouira ou entre les différentes

souches isolées sur le territoire nationale pour pouvoir comparer 1’agressivité de ces souches.
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Annexe 02

Les réactifs utilisés dans la galerie biochimique API20E

JAMES
RI:HCTIN Lo 100 ml
R2: Compound J 2183.. ..o 0,66 g

VP : Voge Proskauer

o VP1
Hydroxydede potassium .............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 40¢g
H20 o 100ml
o VP2
O-NaPhtOl. .. 6g
Ethanol ... 100ml

Nitrate réductase (NR)

eNIT1

Acide sulfanilique..........coooiiiiiiii 0,4¢g
ACTAACEIQUE. ...ttt 30g

H20 . 70ml

o NIT II

AN, N-dimethyl-1-naphthylamine...........................ooeeels 0,6g
ACTAaCCtIqUE. ...t e 30g

TDA: truptophanedesaminase

Perchlorure de fer ..., 3.4g
H2O o 100ml
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Huile de vaseline

Poudre de Zin
Annexe 03
Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée API120.
Tests Réactions Composants actifs Ajout  de Résultats
réactils Négatil Positil
ONPG Béta-galactosidase 2-nitrophénil  béta-D- | MNoa Incolore Jaune
galactopyranaside
ADH Argining dibydrolase L-arginine Mon Jaume Crange ou rouge
LI Lysine décarbpxylase L-lysine Mon Jaume Crange ou rouge
[l Ormithine décarboxylase | L-pmithine Mon Jaume Crange ou rouge
CIT Assimilation de citrate Citrate trisodique Mon Vert pale ou jaune Blew vert ou bleu
H:5 Thipsulfate réductase Thiosulfate de sodium | Mon Incolore ou grisdtre | Diépdt noir
I'RE Lréase Lirde Mon Jaume Change  ou rouge
wailace

TDhA Tryptophane L-tryptophane TDA Jaume Marron  ou hmun

désaminase foncé
IND Production d"indole L-tryptophane James Jaume Rose ou rouge
VI Production d”acétoine Pyruvate de sodium VPI Incolore Rose ou rouge

VP2
GEL (élatinase Crélatine de boeuf Mon Mon Diffusion du | Diffusion du
charbon charhon
LI Glweose D-glucose Mon Bleu ou blew vert Jaune
MAN Mannitol D-rmannitol Mon Bleu ou blew vert Jaune
10 Inoaitol Inesitinl Mon Bleu ou bleu vert Faumnz
S0OR Sorhitol De-sorbatol Mon Bleu ou blew vert Jaune
RHA R hammose L-rhamndse Mon Bleu ou bleu Faumnz
Vert

SAC Saccharose [e-zaccharose: Mon Bleu ou blew vert Jaune
MEL Mélibiose D libibmae Mon Bleu ou bleu vert Faumnz
AMY Amygdaline Amygdaline Mon Bleu ou bleu vert Jaune
ARA Arabinose L-arabinose Mon Bleu ou blew vert Jaune
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Annexe 04

Tableau de I’état phytosanitaire des parcelles visitées d’avril a juin.

Etat Autres problémes Systeme de plantation Observations
N° | phytosanitaire phytosanitaires (unité meétre) et
général observés d’irrigation
1 Bon Mouche de I’olive | -Plantation alignee, | - Labour
extensive (10*10) - Lataille
- Irrigation par gravité - Piégeage massif
contre la mouche de
I’olive
2 Mauvais - (Eil de paon -Plantation alignée, | - Labour
- Cercosporiose extensive (9*9) - La taille
- Verticiliose -Irrigation par gravité
3 Mauvais - Mouche de I’olive | -Plantation aléatoire, - Labour
- Teigne de I’olivier | extensive (9*8) - Piégeage massif
- (Eil de paon -Irrigation par gravité contre la mouche de
I’olive
4 Bon -(Eil de paon -Plantation alignée, | - Labour
intensive (5*5) - La taille
-Irrigation par gravité - Engrais azoté (urée
46)
5 Bon - -Plantation alignée, | - Labour
- Teigne de I’olivier | extensive (10*10) - La taille
-Irrigation  goutte & | - Engrais azoté (urée
goutte 46)
- Piege a phéromone
contre la teigne de
I’olivier
6 Bon - (Eil de paon -Plantation alignée, | - Labour
- Cercosporiose extensive (9*9) - La taille
- verticiliose -Irrigation par gravité - Désherbage
mécanique
7 Bon - (Eil de paon -Plantation alignée, | - Labour
- Jaunissement extensive (10*10) - La taille

-Mouche d’olivier
- Psylle

-Irrigation par gravité et
par aspersion.

- Engrais azoté (urée
46)




Résumé

L’objectif de ce travail est d’isoler et de caractériser les souches de Pseudomonas
savastanoi pv savastanoi a partir des échantillons présentant des nceuds formés sur les oliviers
cultivés dans la région d'El Asnam de la wilaya de Bouira. L’isolement et la purification sur
le milieu king B a permis d’obtenir 3 souches de caracteres morphologiques différents, les
tests biochimiques effectués ont révélé que ces trois souches sont de gram négatif , catalase
positif , oxydase neégatif, pectinase négatif, levane positif. Les souches ont répondu
différemment aux tests de I’activité gélatinase, arginine dihydrolase, utilisation de citrate et la
fermentation des sucres. La réponse a été variable aussi vis a vis au test d’hypersensibilité sur
feuille du tabac, test de pathogénésité et les tests moléculaires.

Mots clés : Tuberculose Pseudomonas savastanoi, olivier, tests biochimiques, isolement.
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Summary

The objective of this work is to isolate and characterize the strains of Pseudomonas
savastanoi pv savastanoi from samples showing knots formed on olive trees cultivated in the
El Asnam region of the wilaya of Bouira. Isolation and purification on king B medium made
it possible to obtain 3 strains of different morphological characters, the biochemical tests
carried out revealed that these three strains are gram negative, catalase positive, oxidase
negative, pectinase negative, and levan positive. The strains responded differently to tests for
gelatinase, arginine dihydrolase, citrate use, and sugar fermentation. The response was also
variable with respect to the hypersensitivity test on tobacco leaf, pathogenesis test and
molecular tests.

Keywords: Tuberculosis Pseudomonas savastanoi, olive tree, biochemical tests, isolation.



