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Introduction

Introduction

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Olea europea. L) constitue une essence fruitiére
principale, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et économique
de sa culture et de son role environnemental. Selon Gomes et al., (2012), il existe plus de 805
millions d’oliviers dans le monde entier dont 98% sont concentrés sur le pourtour méditerranéen.
En fait, le patrimoine genétique oléicole mondial est trés riche en variétés. 1l est constitué de plus
de 2 600 variétés differentes (Muzzalupo et al., 2014).

La culture de D’olivier en Algérie occupe une superficie totale de 240 000 hectares,
repartie sur trois zones oléicoles importante (La zone de la région ouest, La zone de la région

centrale du pays, La zone de la région Est). (DSA., 2010).

L’olivier est sujet a différents types d’attaques d’origine fongique ou bactérienne qui
peuvent causer de sérieuses pertes économiques. Les maladies des plantes sont parfois
regroupées par types de symptdmes, par type d’organes qu’elles affectent et par type de plantes
affectées (Benjama., 2003), mais le critere le plus utile reste la classification selon le pathogene
responsable de la maladie. C'est I'exemple de la tuberculose de I'olivier causée par Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi (Krid et al ., 2011).

La tuberculose de I’olivier Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est une maladie
bactérienne pratiqguement répandue dans tout le bassin méditerranéen, elle est responsable de la

formation des nceuds (galles) sur le tronc et les rameau. La pénétration de la bactérie dans les

tissus végétaux se faite a I’occasion d’une blessure provoquée par le gel et les plaies de taille. Il

S’agit d’une maladie bactérienne qui prend de plus en plus d’ampleur ainsi la lutte contre cette

derniére devient une priorité (Loussert et Brousse, 1978).

Dans la présente étude, Une collection des echantillons bactériens prévenant de la
région de Dijelfa; Dans l'objectif d'étudier les causalités de ces tumeurs, nous nous
sommes proposées de faire identification phénotypiques et biochimiques 1’éventuel agent
causale de ces tumeur ; notre étude constitue une contribution a 1’étude de la maladie de

la tuberculose d’olivier en Algeérie.

Notre plan de travail est divis¢ sur deux parties, la premicre c’est la
bibliographique sur I’olivier et la tuberculose d’olivier la deuxiéme partie c’est la partie

pratique au laboratoire qui a pour but 1’identification de ces isolats en se basant sur des
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caractéres morphologiques, biochimiques et physiologiques. La derniére partie a porte

sur une présentation des resultats et leur discussion.
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CHAPITRE 01 GENERALITES SUR L'OLIVIER

I .1. Historique et origine de I’olivier

L’origine de I’olivier est trés ancienne. Son apparition et sa culture remonterait a la préhistoire
(Miner ,1995), le berceau de I'olivier fut vraisemblablement I'Asie Mineure ou la Créte. Des traces en
référence a cet arbre millénaire ont été retrouvées dans 1’ancienne Asie Mineure de cet arbre datent
de 37 000 ans avant JC, sur des feuilles fossilisées découvertes dans les Tles de Santorin, en Grece.
Bien que les historiens et les archéologues ne soient pas unanimes sur le pays d'origine de l'olivier,
cet arbre a incontestablement trouve en Méditerranée des conditions naturelles, principalement
climatiques, auxquelles il s'est parfaitement adapté. Vers 1600 avant J-C, les Phéniciens diffusent

I'olivier dans toute la Grece. (Henry, 2003).

A partir du VI eme siecle avant J-C, Les grecs fondent des vergers d’olivier sur tout le bassin

méditerranéen en passant par Egypte , la Lybie, la Tunisie en Algérie , puis en Italie (Violap, 1998).

Dés 3000 avant J-C, l'olivier est cultivé dans le Croissant fertile, aire englobant I'Egypte, la

Syrie, la Palestine et la Phénicie.

Au cours de périodes plus récentes, l'olivier se trouve dans I'Afrique du Sud, I'Australie, le
Japon ou la Chine. D’aprés le COI (1998), l'olivier a poursuivi son expansion au-dela de la

Méditerranée avec la découverte de I'Amérique en 1492,

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).
I. 2. Classification d’olivier

La famille des Oléacées comporte environ 30 genres et 600 espéces. Les variétés cultivées ; se
composent souvent de spécimens se ressemblant d’un point de vue morphologique, mais aux
caractéres génétiques différent (Guignard et Dupont, 2004). Ces especes sont réparties sur les 5

continents.
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D’apres Dupont et Guignard, 2012, I’olivier appartient :

Regne : Plantae.

Embranchement : Embryophytes.
Classe : Magnoliopsida (Angiosperme).
Ordre : Lamiales.

Famille : Oléacées.

Genre : Olea.

vV V V V V V V

Espeéce : Olea europaea.

L’espéce Olea europaea a longtemps été subdivisée en deux sous-espéces, Olea europaea var.
Europaea pour I’olivier domestique, et Olea europaea var sylvestris pour 1’oléastre, ou olivier

sauvage.
I. 3. Description morphologique de ’olivier

L’arbre de 1'olivier se caractérise par un tronc bas, de couleur grise. Avec une croissance lente
qui peut atteindre 15 a 20 meétres de hauteur selon les conditions climatiques. On le taille entre 3 et 5
meétres pour en améliorer la productivité. Il est toujours vert mais dont les dimensions et les formes
peuvent étre trés variables. C'est le seul arbre fruitier a feuilles persistantes. S'il n'est pas taillé, son

port est pyramidal.
a) Systéme radiculaire

Les racines de l'olivier ont une importante capacité d'exploitation du sol. Leur développement
est étroitement lié aux caractéristiques physico-chimiques du sol, au climat et au mode de conduite de
I'arbre (Villa, 2003).

b) Le tronc

C’est le principal support de I’arbre, droit et circulaire. En vieillissant, il se déforme et
acquiert son aspect tourmenté caractéristique. Des zones successives de dépression, les cordes,
apparaissent. Dans les zones trés humides, des caries peuvent déformer le bois pourtant trés dur
(Henry, 2003).

c) Les feuilles

Les feuilles de I'olivier sont persistantes d'une durée de vie de trois ans. Elles sont simples,

pointues. Sur le rameau, elles sont opposées et le petiole est court. Ce sont glabres et a bords
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révolutés. La face supérieure est luisante de couleur vert foncé, tandis que la face inférieure présente

un aspect argenté dd a une pruine (Henry, 2003).
d) Les fleurs

Les fleurs d’olivier sont regroupées en inflorescence, hermaphrodites et petites de couleur

blanche, odorante et dressées a l'aisselle des feuilles (Henry, 2003).
e) Le fruit

Pour les fruits olive, sont des drupes ovoides de forme sphérique, vert puis noires a maturité, a
mésocarpe charnue et recouvert par un péricarpe lisse et un noyau ou endocarpe fusiforme (Ghedira,
2008).

Figure 01 : Différentes parties d’Olea europaea.

1: Olea europaea, 2 : rameau en fleurs ; 3 : fruits ; 4, fruit du type cultivé ; 5. fruit type cultivé en
coupe longitudinale, Redessiné et adapté par Achmad Satiri M haman (Van Der Vossen et al .,
2007).
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1.4. Cycle de développement de Iolivier
L'olivier se développe en quatre périodes :

* période de jeunesse (I-7 ans) : c'est la période de croissance, de taille et de floraison. L'olivier

s'installe, s'étoffe mais ne produit rien.

» période d'entrée en production (7-35 ans) : c'est en quelque sorte la période d'adolescence de I'arbre

qui se prépare a I'établissement de productions réguliéres et importantes.

* période adulte (35-100 ans) : période de pleine production (rendement de 15 a 25 kg d'olives par
arbre). L'olivier est dans la force de I'age.

« période de sénescence (au-dela de 150 ans) : fin de la vie productive de l'arbre, petit a petit il
produit moins. Les branches charpentieres meurent, le tronc éclate. (Henry ,2003).

1.5. Cycle végétatif annuel de I’olvier

Le cycle végétatif de l'olivier est commandé par le climat méditerranéen, imposant tout d'abord
un repos hivernal de novembre a février. En mars-avril, commence le réveil de l'arbre, qui se
manifeste par I'éclosion des bourgeons sur le bois de I'année précédente et par l'apparition de
nouvelles pousses terminales. Ces derniéres vont s'allonger jusqu'en octobre, pour former les

rameaux qui porteront les fruits de I'année suivante

Pratiqguement tous les oliviers cultivés dans le monde sont des cultivars clonaux. Les graines
germent en 25-50 jours apres le semis, mais la viabilité des graines des oliviers cultives est en général
faible. Les plants d'olivier issus de semis ont une phase juvénile distincte de 4-9 ans et sont

caractérisés par une forte croissance végétative et une ramification abondante.

Les plants issus de boutures possedent un port plus adulte, avec des ramifications
Monopodiales ; ils peuvent commencer leur floraison en 3 — 7 ans aprés leur plantation au champ.

Les feuilles vivent 2-3 ans.

La floraison se produit annuellement au printemps, sur la partie des branches de la saison

précédente, avec 50-80% des aisselles de feuilles développant des inflorescences.
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La pollinisation par le vent et la fécondation croisée sont la régle en raison d’auto-
incompatibilité. Méme sous des conditions optimales de pollinisation et de nouaison seuls 1-3% des
fleurs se développeront en fruits matures en raison d’une importante abscission physiologique
précoce (pouvant atteindre50 %) 200 et tardive des fruits du stress hydrique des maladies et des
ravageurs. Lors des années de floraison abondante cette faible nouaison permet cependant d'obtenir

une bonne récolte.

L’olivier a un cycle fortement bisannuel, car une forte charge de fruits une année inhibe la
croissance des pousses nécessaires a la formation des rameaux porteurs de fruits I'année suivante, et
réciprogquement. La croissance des olives dure 6,5-7 mois de I'anthese a la récolte, les 20-40 derniers

jours étant essentiels pour la formation de I'huile dans le mésocarpe (Van Der Vossen et al ., 2007).
1.6. Les exigences climatiques

L’olivier est bien adapté est bien adapté au climat relativement sec et a saisons marquées de la
région méditerranéenne. La culture de l'olivier est circonscrite a 30-45° de latitude dans Hémisphere
Nord comme dans I'némisphére Sud, du niveau de la mer jusqu'a 900 m d'altitude sur pentes exposées
au sud (a plus de 1200 m en Argentine).

e Le gel printanier peut endommager les jeunes pousses et les fleurs, et le gel a la fin de
I'automne les fruits en cours de maturation. Les oliviers sont assez résistants au gel en hiver
et tolerent des tempéra- tures de -8°C a -12°C .L’initiation florale requiert, pour la plupart
des cultivars d’Olivier.

e Une période de vernalisation de 6-11 semaines a une température inférieure a 9°C. Qui se
termine 10-60 jours avant Antheése.

e Les températures optimales pour la croissance des pousses et la floraison se situent a 18 C°.
Des températures supérieures a 30°C au printemps peuvent endommager les fleurs mais
I’arbre peut supporter de plus hautes températures en éte.

e La physiologie xérophyte des oliviers les rend hautement tolérants aux longues périodes de
stress hydrique mais pour obtenir des rendements correct du point de vue économique.

e Une pluviométrie faible et irréguliere (inférieure a 300 mm) doit étre compensée par
I'irrigation lors des stades critiques de croissance afin d'atteindre 500-800 mm par an.

e Les sols doivent étre de texture légere (moins de 20% d'argile), bien drainés et d'une

Profondeur d’eaux moins 1,5 m. Les oliviers poussent bien sur des sols trés pauvres, sauf s'ils sont

gorges d'eau, salins ou trop alcalins (pH supé- rieur a 8.5) (Van Der Vossen et al ., 2007).
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1.7. Répartition géographique

1.7.1. Dans le monde

L’olivier a connu une extension progressive a travers le monde. Il occupe la 24 eme place des
35 especes les plus cultivées dans le monde (Breton et al ., 2006).. La culture d’olivier occupe dans le
monde une superficie de 8.6 millions d’hectares en 2003 pour une production de 17.3 millions de

tonnes d’olives.

L’olivier est présent sur six continents : Europe, Amérique du nord, Ameérique du sud,
Afrique, Asie, Océanie. La zone naturelle de répartition géographique de 1’olivier dans le monde se
situe principalement entre le 26° et 45° degré de I’altitude nord et sud, , c’est dans le pourtour
méditerranéen que 1’on retrouve plus de 90 % des oliviers. Les principaux vergers d’oliviers se

situent en Espagne, en Tunisie, en Italie, en Turquie, en Gréce, au Maroc, en Syrie et au Portugal.

Mais aujourd’hui, on trouve des oliveries au Proche-Orient, aux USA en Amérique latin et en

Afrique du Nord et partout dans le monde.

Cependant, environ 97% des 850 millions d’oliviers, qui couvrent une superficie de 9 500 000

hectares dans le monde poussent en région méditerranéenne.

Figure 02 : La distribution géographique d’oliviers dans le monde (Argenson et al. 1999).
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1.7.2. En Algérie

En Algérie, I’oléiculture joue un rdle économique, social et environnemental important. Le
verger oléicole national couvre une superficie de plus 450 mille hectares avec un nombre d’olivier

atteignant les 6.200.000 arbres (Amrouni et al ., 2020).

L’institut technique de 1’arboriculture fruitiere et de la vigne (ITAFV) a déclaré en (2015) que la
superficie du secteur d’oléiculture est passée 165000 ha a 380 000 ha avec un pourcentage de 130%,
cette augmentation du secteur est due a 1’extension de la surface cultivée vers le Sahara sans oublier

la zone traditionnelle primaire.

Le patrimoine mondial est évalué¢ a 900 millions d’arbres avec densités qui varient entre 17 a 400

arbres/ha (C.O.1. ,2005).

L’olivier est une culture méditerranéenne par excellence, elle s’adapte trés bien aux conditions
pédoclimatiques de I’Algérie. Ces derniéres années, 1’oléiculture a connu une extension trés

significative dans les régions sahariennes (Djerroudi et al., 2017).

B BEJAIA
B TiZI QuZou
BOUIRA
B B.BOURRERIDIJ
I SETIF
JUEL
AUTRES

Figure 03 : Répartition des zones d’oliviers en Algérie (Ministére de I’agriculture Algérienne ;
2006).
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1.8. Maladies et ravageurs d’olivier

L’olivier comme d’autres arbres fruitiers est attaqué par une multitude des bios agresseurs

(Bellahcen ,2004).

Les maladies et ravageurs

Les dégats

Les scolytes de I’olivier.

-Facilite le desséchement de 1’arbre.

-Réduit la croissance de ’arbre.

Les cochenilles de 1’olivier.

-Reéduit le caractere de gravité.
-Créant un substrat sucré favorable au

champignon.

La mouche de I’olivier (Bactrocea —olea).

-Chute des fruits, et destruction de la pulpe

qui entraine une réduction du rendement

avec la diminution de la valeur
nutritionnelle.

La teigne de I’olivier (Parys olea). -Chute des feuilles et des fruits.

Le psylle de I’olivier (Euphllura olea). -Réduction du rendement.

Le verticilliose (Verticillium dahliae). -Réduction de la végétation avec

changement de la couleur des feuilles et

mort de la plante

Le tavelur de ’olivier

(cycloconium oleaginum).

-Chute des feuilles et des fruits au stade de

leur maturation.

La fumagine.

-Diminution de la valeur marchande de la

production et affaiblissement total de

I’arbre.

La tuberculose de I’olivier.

-Diminution substantielle de la taille de

I’arbre infectée et mort de la plante.

Tableau 01 : Parasites et ravageurs de ’olivier (Barranco et al, 2008 et Villa, 2003, Labdaoui,

2017).
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I1.1. Description de I’agent causal

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est I’agent causal de la tuberculose d’olivier est la
principale maladie infectieuse. Cette maladie est répandue dans tout le bassin méditerranéen et
considérée comme 1’une des plus graves maladies infectieuse ou les conditions climatiques sont
souvent favorables a sa propagation (Benjama ,2003). Elle était identifier la premiére fois par
Savastanoi en 1870 et au debut du 20éme siecle par Smith et Rorer 1904 (Guido, 2005). En Algérie la
maladie est traditionnellement connue, elle était localisée dans la région de I’Est vers les années 1960
(Benjema, 1998). Cette maladie est probablement la premiére maladie clairement décrite dans
I'antiquité par Théophrastus (Lacobellis, 2001).

L’espéce bactérienne Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi s’installe sur les blessures et
provoque des tumeurs aériennes sur différentes parties du vegeétal. Il est considéré comme le seul
pathogene responsable de la formation des nceuds (tumeurs) bactériennes d’olivier sur le tronc et les
rameaux et les feuilles de plusieurs plantes hotes appartenant a la famille des Oleaceae (Janse, 1981).

Elle affecte les organes reproducteurs (Gardan et al., 1992).

Cette bactérie a la capacité de passer d'un mode de vie épiphyte (Laben ,1981) a un mode de
vie parasitaire a chaque blessure de nature diverse permet & la bactérie d'envahir le tissu de I'hote
(Marchi et al ., 2006).

La dissémination de la bactérie se fait par plusieurs voies : I’homme, la pluie et le vent.
Comme elle peut étre egalement transmise par les techniques de multiplication en pépiniere a partir
d’organes provenant d’arbres contaminés apparemment indemnes greffons-boutures (Quesada et al.,

2008).
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I1.2. Classification de Pseudomonas savastanoi

Le nom de Pseudomonas a été créé en 1913 par Stevens. Le genre Pseudomonas est classé
dans la famille des pseudomonadaceae, il comprend une soixantaine d’espéces, Selon Young(1996) la
classification de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est comme suit :

Reégne : Bacteria

Division : Proteobacteria
Class : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonaceae
Genre : Pseudomonas

Espece : Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

11.3. Cycle de la maladie

Le développement et la multiplication de Pseudomonas savastanoi nécessitent une plante héte, en
I’occurrence ’olivier. La bactérie prolifere au sein du végetal, au niveau des chancres (Quesada et al
., 2008).

Le cycle de vie de la bactérie Pseudomonas savastanoi se compose de deux phases :

L’une épiphyte : Durant laquelle Pseudomonas savastanoi s’introduit dans le végétal au
travers des tissus non cicatrisés : les plaies causées par la gréle, le gel, les pluies poussées par le
vent qui facilite la circulation de 1’agent pathogeéne. L’utilisation de matériel de propagation

infecté contribue également a la propagation locale (Quesada et al., 2010).

L’autre phase est dite endophyte, une fois la bactérie Pseudomonas savastanoi infecte la
plante elle circule dans 1’espace intercellulaire (xyléme) (Marchi et al., 2009), Le développement de
Pseudomonas savastanoi au sein du végétal s’accompagne de la sécrétion des hormones de
croissances (Auxine et cytokinines) bactérienne, entrainant une multiplication anarchique des cellules
du bois. Cela conduit a la formation des nceuds (Surico et Lavermicocca, 1989). Cette excroissance

présente a sa surface un exsudat riche en bactéries et constitue une nouvelle source de contamination.
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Figure 04 : Cycle de la tuberculose d’olivier (Quesada et al ., 2012).

11.4. Les symptomes de la maladie

Les symptdmes des arbres infectés comprennent des excroissances de couleur marron (nceuds)
sur les tiges et les branches de I’olivier dans les sites d’infection et occasionnellement sur les feuilles
et les fruits (Cayo, 2012).
Aprés quelques mois, les excroissances hyperplasiques acquiérent un aspect spongieux et irrégulier,
devenant dur et brun sur les petites pousses (Benjama, 1990 ; Bouaichi et al., 2019).1l semble que
I’intensité des dégats provoqués par la tuberculose d’olivier est fortement liée au nombre de tumeurs

par arbre (Barguigua, 2019).
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Figure 05 : Symptomes typiques de la tuberculose d’olivier formées sur les rameaux et le tronc

(verger de Sid Ali) ;(Boulssen et al ., 2016).

I1.5. Mode d’action de la bactérie

Les tumeurs se développent en réaction aux phytohormones produites par la bactérie
(Barguiga ., et al ., 2019). Le développement des galles de I'olivier dépend de production bactérienne
d'acide indole-3-acétique (IAA) et de cytokinines(Ck) (lacobellis, 1993 ; Magie, 1962, Smith, 1978).
Chez Pseudomonas savastanoi, I'lAA est synthétisé a partir de Tryptophane en deux
étapes catalysées par les produits de I'iaaM et Génes iaaH, tryptophane mono oxygénase et indole

acétamide hydrolase (Luis et al ., 2008).

La stimulation des phytohrmones est due a un plasmide qu’on I’appelle qui est transféré dans
les tissu étre transcrit, le nouveau ADN formé déclenche un vaisseau de ent sur les rameaux ou les
troncs de exopolysacharide. (Ti) (Tumeur, induisnt) dans le génome de | cellule hot pour production
autonome des phytohormones : I’acide indole-acétique (AIA) qui joue un role dans 1’élargissement
des cellules et le cytokinine qui favorise la division cellulaire (Serdoun, 2013).
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Législation

Suivant le décret exécutif 93-28623 /11/1993, la tuberculose de ’olivier Pseudomonas savastanoi est
considérée comme une quarantaine et malheureusement il n’ya a ce jour la aucun remeéde connu et

efficace contre cette maladie (Serdoun Bekri, 2013).

11.6. La lutte contre la tuberculose de I’olivier

Les méthodes de lutte contre les bactéries phytopathogéne reposent sur des méthodes
préventives et curatives. Les mesures et la combinaison des deux doivent étre utilisées dans le cadre
d’un contréle. Les cing principaux objectifs d'un programme de lutte intégré contre les maladies des
plantes sont d'éliminer ou réduire l'inoculum initial, réduire I'efficacité de I'inoculum initial,
augmenter résistance, retarder I'apparition de la maladie et ralentir les cycles secondaires (Quesada et
al ., 2013). La gestion des maladies des pathogenes bactériens sur le terrain repose principalement sur
la prévention car il est difficile d'éradiquer les agents pathogénes une fois établis. (Quesada et al.,
2010). L'entretien et l'utilisation de matériel vegétal certifié exempt d'agents pathogénes sont l'une
des principales mesures préventives utilisées pour controler les agents pathogénes des plantes. Dans
le cas du Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi, ils comprennent tous ceux effectués pour
désinfecter les plantes, les machines agricoles.

e Ll'utilisation de cultivars ou variétés résistants ou de cultivars peu sensibles aux
maladies bactériennes des plantes serait I'une des méthodes de lutte contre la maladie
les plus appropriées.

e le controle chimique des nceuds d’olive a donné des résultats incohérents dans les
expériences sur le terrain et peut également avoir une faible efficacité et méme
présentent une phytotoxicité pour certains tissus. Cette variabilité est due a plusieurs
facteurs, tels que la quantité d'inoculum, moment des traitements, conditions
climatiques, sensibilité des cultivars, méthode d'application du traitement ou état
physiologique de la plante héte.

e Les composés de cuivre sont le principal traitement chimique préventif recommandé
contre les tumeurs et leur utilisation est recommandée chaque année lorsqu'il existe
un risque d'infection, en printemps et automne avant les pluies, aprés la chute des
feuilles et surtout apres la gréle et le gel ou autre événements causant des blessures
aux olives (Penyalver et al., 1998 ; Protta, 1995 ; Smith et al., 1991 ; Wilson,1935).

e La lutte biologique est une autre alternative pour controler la nodosité de I'olivier,

mais elle est rarement testée contre le Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi . A ce
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jour, les agents de lutte biologique ont été évalués a l'aide d'isolats de Pseudomonas

fluorescents et des mutants Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi produisant des

bactériocines, mais sans résultats (Krueger et al., 1999; Varvaro & Martella, 1993).



Materiel et methodes
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1. Matériel biologique
Le présent travail porte sur 1’identification phénotypique et biochimique d’une collection des
echantillons bactériens prévenant de la région de Djelfa ; cette collection est composée de 26 isolats
bactériens isolés a partir de tumeurs d’olivier sur le milieu King B. Ces isolats ont été conservés a
4°C.
2-Rajeunissement des isolats
Nous avons fait un rajeunissement des isolats. Plusieurs repiquages successifs par technique des
trois secteurs sur milieu King B ont été effectues afin d’obtenir des isolats pures.
3-ldentification phénotypique des isolats
Aprés I’isolement 1’identification phénotypique des isolats a été basée sur les caractéres
macroscopiques, morphologiques de ces isolats. Il s’agit d’une observation a I’ceil nu, en lumiére
naturelle et artificielle des colonies bien isolées sur milieu de culture King B .Elle permet la
détermination des différents caracteres spécifiques a chaque espece : couleur, aspect, taille, forme et
pigmentation des colonies. Ceci nous permet de prélever et de sélectionner seulement les colonies
possedant les caractéristiques des bactéries phytopathogénes plus spécifiguement du genre
Pseudomonas.
4-Tests biochimiques
Ces tests permettent d’identifier le genre des isolats bactériens a partir de ces
caractéres biochimiques (Ouzari et al ., 2008)
4-1Coloration de Gram
Ce test sert a étudier la morphologie des bactéries (bacille, coccobacille ou cocci), le
mode de regroupement, et leur mobilité ainsi qu’au Gram. Ce test se réalise par un frottis bactérien
préparé sur une lame, suivi sa coloration par la méthode de Gram. La coloration consiste a
recouvrir le frottis par le violet de gentiane pendant 1 min puis le rincer a I’eau distillée ; Ensuite,
du Lugol sera appliqué pour une minute.
Puis rincé a I’eau distillée ; une décoloration a I'alcool 95 %, pour 15 & 30 secondes ;
I’alcool doit étre éliminé par un ringage a I’eau distillée. Une recoloration a la fuchsine pendant
10 & 30 secondes par la suite necessite également un ringage a I’eau distillée (Camille., 2014).
L’observation se fait sous microscope optique a 1’objectif 40X et a immersion 100X.
Cette coloration permet de distinguer entre deux types de bactéries ;_les bactéries « Gram + »
apparaissant en violet foncé tandis que les bactéries « Gram — » sont colorés en rose voir (Figure
06).
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Figure 06 : Photo de la coloration de Gram (Original ,2023).

4.2. Test KOH

Ce test a pour but de déterminer rapidement si une bactérie est gram positive ou
négative. Le test d'hydroxyde de potassium (KOH) 3% confirme les résultats de la coloration de
Gram par (Suslow et al., 1982)._A I’aide d’une anse de platine, une colonie bactérienne a été
mélangée par des mouvements circulaires, dans une goutte de la solution de KOH (Hydroxyde de
potassium) a 3%._Apres quelques seconds le mélange sera tiré vers le haut ; si un fil visqueux a éeté
observé entre la boucle et la lame cela, signifie que la bactérie est a Gram négatif, si rien n’est

observée la bactérie est dite a Gram positive (Islam et al ., 2013) voir (Figure 07 ).

Figure 07 : Photo du test KOH (Original ,2023).
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4-3Test Hugh et Leifson

Ce test est mis en évidence sur le milieu Hugh et Leifson (1953 année).Ce milieu est
destiné a vérifier la capacité des bactéries a métaboliser le glucose par voie Oxydatif ou
fermentatif. Chaque isolat a été inoculé dans deux tubes du milieu contenant du glucose, I’'un
des deux tubes été recouvert avec 1’huile de vaseline stérile, la lecture des résultats est faite
apres une incubation a 26°C de 3 a 5 jours (Syabhri et al., 2019).

Le résultat positif se traduit par le virage de I’indicateur bleu de bromothymol au
jaune du milieu. Dans le cas du virage du milieu au jaune en anaérobiose cela indique que la
bactérie utilise le glucose par métabolisme fermentaire. Si le virage est observé uniquement
en aérobiose cela veut dire que la bactérie utilise le glucose par métabolisme oxydatif /
respiratoire. Dans le cas d’aucun changement la bactérie est considéré comme inactive vis-a-

vis du glucose voir (Figure 08).

Figure 08 : Photo du test Hugh et Leifson (Original, 2023).

4.4. Test de fluorescence
Les colonies bactériennes ensemencées dans des boites de pétrie du milieu King B

ont été observées sous une lumiére naturelle et avec une lumiére ultra violet de 360 nm et de

noter la présence ou I’absence de fluorescence voir Figure 09 ;(King, 1954).
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Figure 09 : Photo de fluorescence (Original, 2023).
5-Test biochimiques (LOPAT)

Ce test permet la mise en évidence de la polymeérisation du fructose en poly fructose par la
bactérie (test Levane), la production bactérienne d’une enzyme oxydase intracellulaire (réaction
d’oxydase), la capacité des bactéries a dégrader la pectine présente dans le milieu Pectinase (test
Pectinase), la présence ou I’absence d’enzyme arginine dihydrolase (ADH) et la mise en évidence du
pouvoir pathogéne des Pseudomonas sur les feuilles du tabac (test hypersensibilité sur Tabac) (Krid
etal., 2011).

5-1 Test Levane

Le test Levane se fait par un ensemencement, en série de stries, d’une colonie bactérienne jeune
sur une boite de Pétri contenant le milieu Levane solide, suivi d’une incubation faite a 26 ° C pendant
4 a5 jours.

Ce test a pour but de vérifier la polymérisation du fructose en poly-fructose par la bactérie
(Schaad ,1988) Voir (Figure 10).

Figure 10 : Photo de test Levane (Original ,2023).
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5-2Test Oxydase

Le test de I'oxydase est fondé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase. Nous

avons utilisé des bandelettes d’oxydase, un de ces bandelettes est placé, dans une boite de Pétri
contient papier buvard stérile, sur celui-ci une colonie bactérienne a été déposee en utilisant une
pipette Pasteur stérile (Camille., 2014).

Le résultat du ce test se définit par une apparition d’une tache violette au bout de 60 secondes, la
bactérie est oxydase positive et elle possede le cytochrome oxydase. L’absence de la coloration
violette dans les premicres 10 secondes est due a ’absence de I’enzyme, cela indique que la bactérie
est dépourvue de I’enzyme respiratoire cytochrome et la bactérie est considérée oxydase négative

voir (Figure 11).

Figure 11 : Photo de test Oxydase (Original, 2023).

5-3Test de I’activité péctinolytique

Le test Pectinase a pour but d’identifier la capacité¢ d’une bactérie du dégrader la pectine présente
dans un milieu de culture spécifique ou des tranches de pomme terre. (Ghanney et al ., 2016).
Ce test se fait a la suivant : Un tubercule de pomme de terre a été stérilisées a 1’éthanol 75%, en suite
un ringage successifs a I’eau distillé stérile puis séchées ; ces tranches ont été mises dans des boites
de pétrie sur un papier stérile. .Une suspension bactérienne a été inoculés au centre de tranches, puis
inhbibé le papier avec 1’eau distillé stérile, ensuite une incubation est faite a 26° C pendant sept a
quatorze jours. L’apparition d’une pourriture signifie la présence de I’enzyme Pectinase (Test
Pectinase positive). Et son absence signifie une réponse négative (Ghanney et al ., 2016) voir (Figure
12).
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Figure 12 : Photo du test Pectinase (Original ,2023).

5-4Test d’arginine di hydrolase (ADH)

Ce test sert a déterminer la présence ou 1’absence de ’arginine di hydrolase chez la
bactérie. Le milieu est inoculé avec des colonies bactériennes par une pigdre centrale dans deux
tubes, les deux tubes sont recouverts avec huile de vaseline stérile et incubés a 26 ° C pendant 3 a 5
jours (Taylor et Whitby., 1964).

Une_réponse positive dans ce test se défini par un virage de couleur du rose au rouge mais, Si

le tube reste rose cela se traduit par une réponse négative voir (Figure 13).

Figure 13 : Photo du test Arginine dihydrolase (Original, 2023).
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5-5 Test d’hypersensibilité sur les feuilles de tabac
Ce test permet la mise en évidence du pouvoir pathogéne d’une bactérie suite au
desséchement des zones d’inoculation. (Schaad & al., 2001). Pour ce test, nous avons injecté
une suspension bactérienne d’une culture gée entre 24 a 48 heures 108 UFC/ml dans I’espace
intercellulaire du limbe d’une feuille du tabac sur sa face inférieure Pour la lecture du
résultat, la zone foliaire inoculée devient légérement translucide. Par la suite, les tissus
s’assechent et prennent une couleur brun clair a beige au bout de 24 heures voir (Figure 14).
Le desséchement des zones foliaires inoculées signifie que la bactérie est
phytopathogéne (réaction positive) (Oulebsire et al ., 2017).

Figure 14 : Photo du test de I’hypersensibilité sur feuilles de tabac (Original ,2023).
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1-1dentification des isolats

1-1Rajeunissement des isolats
Dans la présente étude, nous avons fait plusieurs repiquages successifs par la technique des
trois secteurs sur le milieu semi-sélectif King B, pour obtenir des colonies pures.
Une collection de plus de 26 isolats bactériens provenant de tumeurs d’olivier a été identifiée en
utilisant une série des tests biochimiques.
2-Les Tests biochimiques
Une série de tests biochimiques a été effectuée pour identifier les genres des isolats bactériens
sélectionnés ; ces tests sont : la coloration de Gram, test KOH, test oxydase, métabolisme
oxydation/Fermentation, et test de fluorescence sur KB.
2.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de divisé le monde bactérien en, les bactéries « Gram + » qui
apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries « Gram — » qui sont colorées en rose. Apres la
réalisation de ce test, I’observation microscopique de ces 26 isolats permet de déterminer que 24
isolats font la morphologie des bactéries qui sont des bacilles a Gram négative « - » voir (Figure 14).
Au contraire les deux isolats son de gram positive.
Chez les bactéries a Gram négatif (-) les lipides de la membrane sont dissoutes par 1’alcool, et
la paroi plus mince en terme de peptidoglycane et de composition différente laisse alors sortir la

coloration violette et sera colorée en rose (Camille, 2014) voir la Figure 15.

Figure 15 : Résultats du Coloration de Gram (Original ,2023).
2.2. Test KOH
Le test d'hydroxyde de potassium (KOH) 3% confirme les résultats de la coloration de Gram
(Suslow et al., 1982). Nous avons des résultats positifs pour I’ensemble des 24 isolats. Les parois

cellulaires des bactéries a Gram négatif sont decomposees par 3% de KOH et liberent a leur tour le
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matériel chromosomique donc, la suspension devient épaisse ce qui se traduit par la formation de fil
visqueux dans les premiéres 30 secondes qui se traduit par la libération de I’ADN (Bazzi et al., 2017)
et (Islam et al ., 2013) voir (Figure 16).

Figure 16 : Résultats du test KOH (Original ,2023).

2.3. Test Hugh et Leifson

Le milieu Hugh et Leifson est destiné a verifier la capacité des bactéries a métaboliser le
glucose, qui se traduit par le virage de I’indicateur bleu de bromothymol au jaune. Nos résultats du
test montre que pour les 24 isolats testés, les tubes en aérobiose ont pris une coloration jaune ce qui
indique une acidification du milieu, cela signifie que la bactérie utilise le glucose par métabolisme
oxydatif / respiratoire ; dans le cas des tubes en anaérobiose nous n’avons observé aucun changement

de couleur (Syahri et al., 2019) voir (Figure 17).
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Figure 16 : Résultat du test Hugh et Leifson (Original ,2023).

2-4.Test de fluorescence

Le test de fluorescence utilisé principalement pour la détection et la différenciation des
Pseudomonas (King B, 1954). Dans ce test, la fluorescence de tous les 24 isolats bactériens testés a été
confirmée sous lumiére ultraviolet 360 nm. Le milieu King B favorise la production de pyoverdine et
inhibe par ailleurs la production de pyocyanine ; Le phosphate di potassique augmente la concentration
en phosphore apporté par la peptone et stimule ainsi la production de fluorescéine, et le sulfate de
magnésium apporte les actions nécessaires a la production de pyoverdine et inhibant la production de
pyocyanine (Oulebsir et al ., 2017).

Les résultats des tests biochimiques : Coloration de Gram, Test KOH et Test Hugh et Leifson

ainsi la fluorescence sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Résultats des tests “ KOH, coloration de Gram, la fluorescence et

test Hugh et Leifson”.
Coloration | Test KOH | Fluorescence sur | Hugh et Leifson
Tests | de Gram King B Aprés 241 | Aprés 48h
Sans | Avec | Sans | Avec
Isolats huile | huile | huile | huile
Isoll G- + F + - + -
Iso 12 G- + F + - + -
Iso 13 G- + F + - + -
Isol4 G- + F + - + -
Isol5 G- + F + - + -
Iso 16 G- + F + - + -
Iso 17 G- + F + - + -
Iso 18 G- + F + - + -
Iso19 G- + F + - + -
Iso |10 G- + F + - + -
Iso |11 G- + F + - + -
Iso |12 G- + F + - + -
Iso |13 G- + F + - + -
Iso |14 G- + F + - + -
Iso | 15 G- + F + - + -
Iso | 16 G- + F + - + -
Iso | 17 G- + F + - + -
Iso 118 G- + F + - + -
Iso 119 G- + F + - + -
Iso 120 G- + F + - + -
Iso 121 G- + F + - + -
Iso 122 G- + F + - + -




()

Résultats et interprétations

Iso 123 G- + F + |- + |-
Iso 124 G- + F + |- + |-

Isol : isolats / + : positive (présence d’un filament visqueux)

- . négative / F : fluorescente / G - : Gram négative

Les résultats des tests biochimiques indiquent que ces 24 isolats testés sont des bacilles a Gram
négatif « - », des aérobies strictes, et sont fluorescentes sur le milieu King B, ce qui confirme que nos

isolats appartient au genre Pseudomonas.

3-Tests LOPAT

Les tests biochimiques appelés LOPAT ont été réalisés pour identifier I’espéce : Levane,
Oxydase, activité Péctinolytique, présence de I'Arginine dihydrolase et hypersensibilité sur feuilles de
Tabac (Krid et al., 2011).

3-1 Test Levane

Suite a I’incubation des cultures ensemencées sur le milieu solide Levane, la lecture des
résultats de nos 24 isolats se fait apres 5 jours ; chez les colonies obtenues nous avons remarqué
I’absence d’une culture abondante, bombée, muqueuse, blanche et brillante. C’est pour cette raison,
nous avons considéré ces isolats comme des levanes négative ce qui signifie qu’elles ne polymérent
pas le fructose (Moretti et al ., 2008). Voir (Figure 18).

Figure 18 : Résultats du test Levane (Original ,2023)
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3-2 Test Oxydase

Dans notre essai, nous avons testé la production d’enzyme oxydase chez ces 24 isolats
bactériens. D’apres les résultats de ce test, aucune coloration violette n’a été observée dans les 10
premiéres secondes, ce qui se traduit par I’absence de 1’enzyme respiratoire cytochrome En présence
de cytochrome C, I’enzyme oxyde le réactif pour former un composé coloré en violet (I’indophénol)
voir (Figure 19). Les bandelettes oxydases contiennent le N, N, N, N -tetramithyl -1, 4
phénylendamine, un accepteur d’électrons qui change de couleur lorsqu’il est oxydé par le

cytochrome C oxydase (Camille, 2014).

Figure 19 : Résultats du test Oxydase (Original ,2023).

3.3 Test Pectinase

Tous les 24 isolats bactériens ont été testés pour voir s’ils ont la capacité de dégrader la pectine
présente dans les tranches de pomme de terre ou non.
Les résultats obtenus aprés 14 jours d’incubation a 26 C °, montrent que les 24 isolats sont des
Pectinase négatifs car aucune pourriture n’a été observée, cela indique qu’elles la bactérie ne
dégradent pas la pectine présent dans les tranches de pommes de terres. , Pour les 5 isolats on a une
Réaction positive traduit par ’apparition d’une pourriture et une odeur indésirable.

(Ghanney et al ., 2016) Voir (Figure 20).
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Figure 20 : Résultats du test Pectinase (Original ,2023).

3-4Test d’arginine di hydrolase (ADH)

Aprés 5 jours d’incubation a 26 C°, les 24 isolats inoculés sur le milieu arginine di hydrolase
montrent que le milieu garde sa couleur rose ,cela indique que ces isolats bactériens n’ont pas pu
faire la dégradation de 1’arginine en anaérobiose par ’enzyme Arginine dihydrolase (ADH) voir
Figure 21 . Qui agissant selon les deux réactions successives :

La premiére réaction est une transformation de I’arginine en citrulline et ammoniaque par
son activité dihydrolase. La seconde est une décarboxylation de la citrulline en ornithine et
ammoniaque (Hildebrand, 1988).

Figure 21 : Résultats du test Arginine dihydrolase (Originale ,2023).
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3.5. L’hypersensibilité sur les feuilles de tabac

Le test d’hypersensibilité sur les feuilles de tabac a été effectu¢ uniquement pour 7 isolats,
I’inoculation de la suspension bactérienne se faite a la face inférieure du feuilles dans I’espace
intercellulaire du limbe.

Aprés 24 a 48 heures, la zone foliaire injectée sera légérement translucide et prennent la
couleur brune claire et sechent, Le dessechement des zones foliaires inoculées a été observe chez tous
les isolats testés, ce qui signifie que ces bactéries sont phytopathogéne (Oulebsire et al ., 2017).voir
la (Figure 22).

Figure 22 : Résultats du test de I’hypersensibilité sur tabac (Original ,2023).

Les résultats de Test LOPAT: Levane, Oxydase, Pectinase, Arginine di hydrolase et

L’hypersensibilité sur les feuilles de tabac sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 03 : Résultats des tests LOPAT

Isolat ] Arginine di | Hypersensibilité sur les
Levane Oxydase | Pectinase )
ests hydrolase feuilles de tabac

Isoll - - - - - +

Is0 12 - - - -

Isol3 - - - - -

Iso 14 - - - - -

Iso 15 - - - - -

Iso 16 - - - - - +

Isol7

Iso 18 - - - - -

Iso 19 - - - - -

Iso 110 - - - - -

Iso | 11 - - - - -

Iso 112 - - - - - +

Iso 113 - - - - -

Iso |14

Iso 115 - - - - - +

Iso 116 - - - - -

Iso 117 - - - - - +

Iso 118 - - - - -

Iso 119 - - - - -

Iso 120 - - - - -

Isol21 - - - - -

Iso | 22 - - - - - +

Iso | 23 - - - - -

Iso 124 - - - - - +
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Les résultats obtenus a partir du test LOPAT montrent que les 24 isolats sont des
(Levane négative (-), Oxydase négative (-), Pectinase (-), Arginine di hydrolase (-) et 7 isolats sur 24
isolats donnent une réponse positive dans le test d’hypersensibilité sur les feuilles de tabac, ce qui
confirme que ces 7 isolats ont les caractéristiques des Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
isolées a partir d’olivier (Benjama, 1989). Nos résultats obtenus sont similaires a celles obtenus par
(Gonzalez et al,, (2003) qui rapportent que les isolats obtenus a partir des galles d’olivier montrent
les mémes réactions biochimiques et physiologiques de ’espéce responsable de la tuberculose de

I’olivier Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.
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Discussion générale

Pseudomonas savastanoi , un organisme de quarantaine, ¢’ est 1’agent causal de la tuberculose
de I’olivier. La bactérie s’installe sur les blessures et provoque des excroissances, tumeurs aériennes
sur différentes parties du végétal, les tiges, les branches et sur feuilles (Oulebsire et al . 2019).

Notre étude vise I’identification des isolats bactériens issus de tumeurs d’olivier prevenant de
la région de Djelfa. Pour cela, trente isolats bactériens ont été rajeunies sur le milieu semi sélectif
King B pour leur identification en se basant sur leur caractéristiques phénotypiques et utilisant une
série de tests biochimiques. Il s’agit d’une identification préliminaire des isolat grace a une étude
macroscopique, microscopique et biochimique (Oulebsir et al ., 2017). L’étude des caractéres micro-
morphologiques des isolats permet d’avoir un certain nombre d’information pour 1’élaboration d’une
identification préliminaire. Pour cela, plusieurs tests ont été réalisés : Coloration de gram, Test KOH,
test de fluorescence et test Hugh et Leifson.

A partir les résultats obtenues du test biochimiques ; coloration de Gram, la fluorescence, test
KOH et test Hugh et Leifson, permet de confirmé 24 isolats parmi 26 isolats téstés ont les
caractéristiques du genre Pseudomonas. Selon (Benjama, 1993) et Cayo, (2012), les bactéries
appartenant a ce genre bactérien sont des bactéries de Gram négative, cellule de forme de batonnet,
sont des aérobies stricts et cela concorde avec nos résultas des tests biochimiques utilsés pour la
détermination du genre bactérien de nos isolalts.

Le test Gram est utilisé pour distinguer les bactéries gram-positives et gram-négatives Apres,
I’examen microscopiques des isolats (Coloration de Gram), les 24isolats sont de forme bacille,
retiennent la coloration rose qui montrent que sont des Pseudomonas a Gram négative ce qui
confirme les caractéristiques citée par Cayo et al ., 2012 ; et Benyoub et al ., 2019 qui rapporte que
la bactérie Pseudomonas est a Gram négative de forme batonnet. Pour le test K OH, il confirme les
résultats de la coloration pour tous les 24 isolats, ces isolats sont des grams négatifs et ce, a travers la
formation d’un filament visqueux. Le test de fluorescence confirme la fluorescence de nos isolats,
les travaux réalisées sur les bactéries isolées d’olivier a travers plusieurs les pays du bassin
méditerranéen rapportent que les Pseudomonas savastanoi pv savastanoi sont fluorescentes sur king
b._Nos résultats sont en accord avec ceux de Cayo, (2012), et (Oulebsir et al ., 2017) qui rapportent
que la bactérie est fluorescente.

Dans le test Hugh et Leifson, Les tube en aérobiose ont viré au jaune se traduit par la dégradation
du glucose et confirme que nos isolats sont des bactéries oxydatives. Les Pseudomonas savastanoi

pv. savastanoi sont des aérobies strictes a travers un métabolisme oxydative donc la bactérie a besoin



de I’oxygene pour dégrader le glucose. Ce qui se traduisant par une modification du pH du milieu

faisant virer l'indicateur coloré de pH présent dans le milieu (Schaad, 2001).

Le test LOPAT : Levane, Oxydase, Pectinase, Arginine di hydrolase et L’hypersensibilité sur

les feuilles de tabac, sont réalisé pour confirmer les caractéristiques de 1’espéce.

Le test Levane est négatif pour les 24 isolats, qui permet de dire que la bactérie n’a pas la
capacité de polymérisation le fructose en poly-fructose qui se traduit par présence des colonies
convexe, plats et luisante, notre résultats est similaire au résultats du Moretti et al ., (2008), qui

rapportent que les isolats obtenues sont de Levane négative.

Le test oxydase donne une reaction négative, ce qui se traduit par ’absence du cytochrome
oxydase C, chez tous les 24 isolats. Ces résultas sont similaires a ceux de Benjama, (2003), Moretti
et al., (2008) et Krid et al ., (2012) qui rapportent que les pseudomonas savastanoi isolées a partir de

tumeurs d’olivier n’ont pas la capacité d’oxyder le réactif du tes oxydase.

En ce qui concerne le test Pectinase, nous avons une réponse négative des 24 isolats testées, la
bactérie ne possede pas la capacité de dégrader la pectine présent dans les tranches de pommes de
terre. Donc, ces résultats sont en corcordance avec ceux de Hassouna et al ., (2022) et (Hamid et al .,
2017) qui rapportent que les isolats issus des tumeur d’olivier donnent n’ont pas d’activité

péctinolytique avec I’absence de pourriture et 1’odeur indésirable.

Les résultats du test Arginine di hydrolase montrent que dans les 24 tubes ensemencés par les
isolats le milieu reste en rose, ce qui donne une réponse négative ; c’est-a-dire que nos isolats n’ont
pas pu faire la dégradation d’arginine du milieu, par 1’arginine di hydrolase de milieu.Selon Ghanney
et ces collaborateurs (2016), les Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi sont des bactéries

incapables de degrader I’arginine.

Le test de I’hypersensibilité sur les feuilles de tabac montre que les 7 isolats testés sont
phytopathogénes par une reaction positive due au desséchement de la zone inoculées, ces résultat
sont en accords avec ceux obtenus par Oulebsir et al ., (2017) , Hassona et al ., 2022 et Krid et al .,
2012 et Ghanney et al ., 2016. Qui rapportent que les Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi donne
réaction positive dans le test de tabac cette réqction se traduit sous fomr d’une coloration brun clair a

beige des tissus inocules.



Pour le test LOPAT, I’identification biochimique des 24 isolats bactériens isolés est
conforme aux caracteres de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi qui fontt partie des
Pseudomonas du groupe IB de LELLIOT et al. (1966) ; D’aprés les résultats du test LOPAT, 24
isolats testés sont des levanes négatifs, arginine negatifs et ne dégradent pas la pectine et des
oxydases négatifs et concernant le test de tabac 7 isolats uniquement ont réagi positivement. Ce qui

confirme que ces 7 isolats sont des Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Benjama ,2003).

Le test de pathogenicité sur des plantules d’olivier de ces isolats aurai confirmé égalent les
résultats obténus par le test LOPAT et aurai confirmé le pouvoir pathogene de ces isolats bactériens,

mais par manque de temps, nous n’avons pas pu le faire.
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Conclusion et perspectives

L’olivier est parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés principalement dans les pays

méditerranéens, cet arbre est bien connu pour son intérét alimentaire et thérapeutique.

La tuberculose de 1’olivier est une maladie bactérienne pratiquement répandue dans tout le
bassin méditerranéen, elle est responsable de la formation des tumeurs sur le tronc et les rameaux
d’olivier. C’une maladie bactérienne qui prend de plus en plus d’ampleur ainsi la lutte contre cette

derniére devient une nécéssité.

Cette étude préliminaire a portée sur I’identification de 1’agent pathogéne de la tuberculose de

I’olivier ; une des maladies grave dans I’oléiculture en Algérie.

Notre travail, a pour but d’identifier 1’agent pathogéne de la maladie isolée a partir des

tumeurs d’olivier révenant de Djelfa, il s’agit d’une identification préliminaire de quelques isolats.

Nous avons d’abord, une identification phénotypique de plus de 26 isolats bactériens avec des
tests biochimiques ; coloration de Gram test KOH test Hugh et Leifson grace a ces caractéristiques
biochimiques nous avons pu confirmer que 24 isolats de I’ensemnle des isolats téstés appartient au

genre Pseudomonas.

Par ailleurs, I’identification faite par les tests biochimiques et les résulats du test LOPAT,
montrent que 24 isolats testés sont des levane négatifs, arginine negatifs et ne dégradent pas la
pectine et des oxydases négatifs et concernant le test de tabac 7 isolats uniquement ont réagi
positivement. Ce qui confirme que ces 7 isolats sont des Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

Ces résulats concoredent avec les travaux des chercheurs qui travallé sur la tuberculose d’olivier.

Le test de pathogeénicité qui confirme le pouvoir pathogene de la bactéri, par manque de

temps, nous n’avons pas pu le faire. La reélisation de ce test aura consolidé nos résulats.

Cette étude préliminaire constitue une cotributuin a I’étude de 1’une des maladies grave dans

I’oléiculture en Algérie. En perspectives,

» Il est nécessaire d’approfondir 1’étude sur la maladie pour voir la possibilité de trouvé

un moyen de lutte adéquat d’un coté et ;



(o))
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» D’¢largir les prospections dans d’autres oliveraies afin d’évaluer leur état

phytosanitaires et estimer leur incidence économique.

» Dr'etudier linteraction hote/pathogéne, ce volet de recherche peut apporter un

complément d'information sur cette pathologie qui menace 1’oléiculture partout.
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ANNEXE



1. Milieu King B
Peptone

Glycérol

K2HPO4

MgSO2

Agar

Eau distillé

2. Milieu Levane
Extrait de levure
Bactopeptone

NaCl

Saccharose

Agar bactériologique

Eau distillé

209
15ml
1.59
1.5¢
20g

1L

209
15¢
1.59
1.59
159

1L

3. Milieu Hugh et Leifson :

Bactopeptone
NaCl

K2HPO4

Bleu de bromothymol 1%

Glucose
Agar

Eau distiller

29
59
39
3mi
109
39

1L

ANNEXE

Composition des milieux de culture



4. Milieu Arginine :

Bactopeptone

NaCL

K2HPO4

Agar bactériologique
Rouge de phénol 1%
Arginine

Eau distiller

19
5¢
0.3g
39
10ml
10g
1L
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Résumeé



Résumé

Résumé

La tuberculose d’olivier causée par Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est
considérée comme la principale maladie bactérienne de 1'olivier, dont 1’agent causal est un
organisme de quarantaine. Cette maladie fait des ravages sur 1’oléiculture dans le monde et
principalement et principalement en Algérie.Note étude a pour but d’identifier des bactéries
isolées a partir des tumeurs d’oliviers prévenant de la région de Djelfa ; I’identification a été
basée sur une étude macroscopique et microscopique et des tests biochimique ; Les résultats
des tests d’identification ; coloration de gram, test koh et test hugh et leifson et le test de
fluorescence montrent que 24 isolats sur 26 appartient au confirme le genre Pseudomonas.
D’apres les résultats du test LOPAT, 24 isolats testés sont des levanenégatifs, arginine
negatifs et ne dégradent pas la pectine et des oxydases négatifs et concernant le test de tabac 8
isolats uniquement ont réagi positivement. Ce qui confirme que ces 7 isolats sont des

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

Mots clé : Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi , tests biochimique , test LOPAT .



Résumé

Abstract

Olive tuberculosis caused by Pseudomonas savastanoi PV. savastanoi is considered
the main bacterial disease of olive trees, the causative agent of which is a quarantine
organism. This disease is wreaking havoc on olive growing in the world and mainly and
mainly in Algeria.Our study aims to identify bacteria isolated from tumors of olive trees
preventing the region of Dijelfa; the identification was based on a macroscopic and
microscopic study and biochemical tests; The results of the identification tests; gram stain,
koh test and Hugh and leifson test and the fluorescence test show that 24 out of 26 isolates
belong to the confirmed genus Pseudomonas. According to the results of the LOPAT test, 24
isolates tested are negative levans, negative arginine and do not degrade pectin and negative
oxidases and concerning the tobacco test only 8 isolates reacted positively. This confirms that

these 7 isolates are Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi.

Mots clé : Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, biochemical tests, LOPAT test.



Résumé
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