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Résumé

Pseudomonas savastanoi .pv savastanoi, bactérie appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae, cette bactérie est considérée comme le seul pathogene responsable
de la formation de galles ou tumeurs sur les jeunes rameaux d’olivier.

Dans notre étude,la méthode utilisée consiste a isoler la bactérie a partir des 3 tumeurs
d’olivier sur les deux milieux de culture King B et LPGA.

Les résultats obtenus apres le dénombrement bactérien montrent que les
« Pseudomonas like bacteria » représentent 55.56 % dans le premier échantillon et
84.33 % dans le deuxiéme échantillon et 19.61 % dans le troisieme echantillon par
rapport la flore totale. Les colonies suspectes sont identifiées au moyen de différents
tests biochimiques, cette identification est confirmée par test pathogénicité sur des
jeunes plantules d’olivier. Parmi 29 isolats testés donnent 25 isolats sont bacilles a gram
négatif, aérobie stricte et produisent de pigment fluorescence, «le test LOPAT montre
que les 24 isolats testés sont des levanes négatifs,arginine negatifs et ne dégradent pas la
pectine et oxydases négatifs (Les 8 isolats testé), Le test de pathogénicité confirme que

les Pseudomonas savastanoi.pv savastanoi sont pathogenes.

Mots clés : Pseudomonas savastanoi .pv savastanoi, phytophatogéne , tumeur,

tuberculose, isolement, olivier.



Abstract

Pseudomonas savastanoi .pv savastanoi, bacterium belonging to the family of
the Pseudomonadaceae, this bacterium is considered to be the only

pathogeneresponsable of the formation of galle or tumor on the young olive branches.

In our study the method used is to isolate the bacteria of the 3 tumors of olivie

on the two culture media King B and LPGA.

Results after the bacterial count show that "bacteria like Pseudomonas” represent
55.56% in the first sample and 84.33% in the second sample and 19.61% in the third
sample compared to the total flora. The suspect colonies are identified through various
biochemical tests, this identification is confirmed by test pathogenicity on young
seedlings of olivie. 29 tested isoltas give 25 isolates rod gram negative, strict aerobic
and fluorescente, "test LOPAT shows that the tested isolates are negative oxidases (8
isolates) and levane negative (24 isolates) and don't degrade the pectin and are arginine

negative, The pathogenicity test confirms that the bacteria are pathogenic.

Keywords: Pseudomonas savastanoi .pv savastanoi, phytophatogenic, tumor,
tuberculosis, isolation, olive.
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Introduction

Introduction :

L’olivier (Olea europaea) est un arbre fruiter qui produit les olives, un fruit
consommé sous diverses formes et dont on extrait une des principales huiles
alimentaires, I'huile d'olive. C'est la variété, domestiquée depuis plusieurs millénaires et
cultivée dans les régions de climat méditerranéen, de lI'une des sous-especes de olea
europaea, une espéce darbres et d'arbustes de la famille des oléacées. Il marque
beaucoup les économies agraires traditionnelles et reste de 1ére importance : 96% des
oliviers mondiaux se concentrent sur 3 millions d’exploitations dans les pays
méditerranéens (FAQ, 2005).

Parmi toutes les matiéres grasses alimentaires, 1’huile d’olive occupe une place
de choix dans les traditions culinaires méditerranéennes dont elle a toujours fait partie.
Par ailleurs, ses propriétés avérées et potentielles, lui ont valu d’occuper, ces derniéres
années, une place essentielle dans la recherche nutritionnelle moderne ( Benrachou et
al.,2010).

En terme de production, I’Algérie, pays du bassin méditerranéen, malgré un
climat trés favorable a la culture de I’olivier, se positionne largement aprés 1’Espagne,
I’Italie et la Tunisie qui sont de gros producteurs d’huile d’olive dans le monde. Elle
posséde, cependant, d’importantes ressources oléicoles dont les superficies actuelles
sont de I"ordre de 180000 ha. Selon les projections du PNDA (plan national de
développement agricole), ces superficies atteindront dans quelques années 583000 ha (
Benrachou et al.,2010).

Cependant, I’intensification de [’oléiculture pose un certain nombre de
problémes comme exemple I’infection des arbres par des bactéries phytopathogenes
entre autre le genre Pseudomonas qui forment un large groupe de bactéries colonisant le
sol, les plantes et I’eau. Certaines peuvent causer des infections mortelles chez I’humain
(Vauterin et al.,1995).

La tuberculose d’olivier est I'exemple typique des maladies bactériennes
causées par Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi touchant l'olivier est ayant une
grande importance économique, elle avait été décrite pour la premiére fois par les Grecs
au 4eme siecle B.C. (lacobellis, 2001).

Cette maladie est répondue actuellement dans tous les pays ou 1’on cultive

I’olivier. En Algérie la maladie est traditionnellement connue (Benjema, 1998).




Introduction

Pseudomonas savastanoi pv.savastanoi, organisme de quarantaine et considérée comme
le seul pathogéne responsable de la formation des tumeurs bactérienne .cette maladie est
considérée comme un probléme majeur par son effet néfaste sur la croissance, le
rendement et surtout la qualité de 1’huile d’olive. Des symptomes semblables a la celles
de la maladie de la tuberculose d'olivier ont été observées dans la région de Ain El bel
dans la wilaya de Djelfa. Dans I'objectif d'étudier les causes de ces tumeurs, nous nous
proposées a travers la présente étude de faire des isolements et des test biochimiques
pour l'identification de I'agent causale.

Notre plan de travail est divisé sur deux parties, la premiére c’est la
bibliographique sur I’olivier et les maladies d’olivier précisément la tuberculose
d’olivier et I’agent causal de cette maladie, la deuxiéme partie c’est la partie pratique au
laboratoire sur des souches isolé a partir des tumeurs fraiche ont et fait les tests
biochimiques permettent 1’identification de des caractéres morphologiques et

métaboliques.






1. Historique

L’olivier est attachée une image forte, celle de paysages méditerranéens, cet
arbre accompagne les mythes fondateurs des cultures méditerranéennes, bible, coran ,
grands textes classiques grecs, arbres des dieux symbole de force, de longévité de paix (
Breton et al .,2006).

Pendant de nombreux siécles, depuis que les Phéniciens d'abord, les Grecs ou les
Romains ensuite, introduisirent et propagerent sur les rivages de la Méditerranée cette
essence originaire d'Asie Mineure, I'Olivier fut par excellence l'arbre nourricier de
multiples générations. Il ne demeure plus aujourd’hui dans diverses régions qu'un
élément accessoire de I'alimentation des générations présentes ; encore cet élément est-il
souvent négligé, parfois méme délaissé. A une époque ou les échanges commerciaux
n'avaient pas atteint sur le plan national et international leur amplitude et leur facilité
actuelles, Olivier fournissait la matiere oléagineuse essentielle a la vie de populations
qui l'utilisaient pour leur consommation ou pour leur éclairage. (Dugelay A, 1953).

De trés ancienne date, celles-ci s'étaient donc attachées a la produire sur place.
Lorsque le volume de la production le permettait, et lorsque s'offraient des possibilités
d'écoulement sur des marchés accessibles, I'huile d'olive leur procurait en outre une
monnaie d'échange rémunératrice. Le commerce des huiles d'olive fut trés actif pendant
longtemps sur les rivages et dans les ports méditerranéens, tant en France que dans les
pays étrangers. Dans les montagnes, les populations n'hésitaient pas, au prix d'un rude
labeur, a rechercher cette production dans la mise en culture de terrains escarpés, des
que la qualité du sol et une exposition ensoleillée se montraient propices a I'oléiculture.
Il suffit de considérer les innombrables terrasses superposées au flanc des montagnes
méditerranéennes, et qui portent encore des olivaies, pour juger de l'acharnement

qu'elles apportaient a cette culture (Dugelay A, 1953).



Fig 01. I’arbre d’olivier (levin,2003)

2. Origine géographique

L’origine géographique de I’olivier semble étre le croissant fertile (Rugini et al .,
1998 ; Loumon et Giourage, 2003).

Le genre Olea L., renfermant tous les vrais Oliviers, comprend environ 60
especes localisées dans I'Ancien Monde (Océanie comprise) dans la région tropicale e
subtropicale, principalement sur les montagnes. Il manque en Amérique. Par contre, il
existe des espéces d'Olea en Afrique, en Asie, aux lls Mascareignes, en Océanie et
jusqu'a la Nouvelle-Zélande et la Nouvelle-CalédonieL., est cultivée sur une trés grande
échelle dans toute la région méditerranéenne depuis la plus haute antiquité pour I'huile
fournie par ses fruits. Depuis un siécle sa culture a été introduite aussi en Amérique, en
Afrique du Sud et en Australie. ou plus a l'intérieur de I'Asie. La culture s'étend en effet
au S du Caucase, a I'lran, a I'Anatolie, la Syrie, a la Mésopotamie, a I'Arabie, au Punjab.
La plupart des noms que porte I'Olivier en Asie sont d'origine sémitique; les Anciens
Egyptiens I'ont peu cultive, mais du temps d'Homere sa culture était déja tres répandue
en Grece; elle s'est développée en Italie au vie siecle avant J.-C. ; de la elle a gagné le N
de I'Afrique, le S de la Gaule et la péninsule ibérique. 1l existe actuellement des milliers
de variétés cultivés; chaque région a les siennes mais on ignore si ces variétés ont pris
naissance en des régions particulieres d'ou elles se seraient ensuite disséminées, ou s'il a

existé plusieurs foyers de domestication (Chevalier Auguse, 1948).




3. Repartition géographique
La répartition géographique de 1’Olivier est traitée dans le monde puis en Algérie.
3.1 Situation générale de 1’olivier dans le monde

L’olivier connait une extension progressive a travers le monde. Durant les
derniéres années, plusieurs pays non méditerranéens ont tendance a développer cette
culture dans certaines régions spécifiques de leur territoire. Les pays méditerranéens,
restent prédominants avec plus de 95% de la production d’huile d’olive et avec environ
90% de sa consommation. Des variétés et des pratiques adaptées a une culture intensive
a productivité élevee, commencent a prendre place, notamment au niveau des nouvelles
plantations. La production mondiale des huiles d’olives connait de grandes variations et
se situe en moyenne aux environs de deux millions de tonnesl. Le niveau de la
production a évolué en moyenne de 2,2% par année pendant les deux dernieres
décennies, alors que la consommation connait un taux d ‘évolution légérement moins
important (1,7% par année). Cette tendance si elle se confirme, risque de poser un
déséquilibre entre 1’offre et la demande. Toutefois, il est a signaler que la demande et
les prix a la consommation sont affectés par les considérations spécifiques au marché
(publicité, emballage, le label....) mais aussi par les effets positifs de sl’huile d’olive sur
la santé et par on goQt et ses ardbmes. Les derniéres études menées ont montré que le
niveau de la demande en huile d’olive dans beaucoup de cas reste peu influencé par les
variations des prix et se confirme de plus en plus pour des raisons de santé et de
diététique (FAO, 2003).

L’olivier cultivé est toujours un arbre méditerranéen, bien sur, il a essaimé sur
d’autres continents. A la suite des conquérants portugais et espagnols, il est implanté en
Amérique du sud. On le trouve aussi en Syrie, au Liban, aux états Unies, en Afrique du
Sud, en Australie et jusqu’au Japon et en Chine.

L oléicultures occupe toutefois une part trés important dans 1’économie agricole
de certaine pays méditerranéenne les quatre premier pays producteurs (Espagne, Italie,
Grece , et Turquie) représentant 80% de la production mondiale et les dix (le Maroc et
la Tunisie sont les plus grands producteurs aprés I'Espagne ,I'ltalie la Gréce et la
Turquie premiers tous situés dans la zone méditerranée 95% (FAO).

Les plantations d olivaire occupe dans le monde environ 8.6 million d’hectare en

2005 la production pendant cette année 1.3 million de tonne (source,FAQ ).




Les pays riverains de la méditerrannée et leur régions cotiéres
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Fig 02. la réparation de I’olivier dans le monde ( Mendil et sebai, 2006)
3.2 Répartition de I’olivier en Algérie

L’ Algérie compte parmi les pays du bassin méditerranéen ou 1’olivier trouve son

aire d’extension. Depuis 2002, elle a bénéficié d’une opération d’implantation de
1.000.000 d’hectares de nouvelles oliveraies, dans le cadre de plusieurs programmes
étalés jusqu’en 2014 Ainsi donc, dans la région de Batna, des superficies importantes
ont été réservées a la culture ( NaamaFrah, HadjerBaala et Aziza Loucif , 2015).
En terme de production, I’ Algérie, pays du bassin méditerranéen, malgré un climat trés
favorable a la culture de ’olivier, se positionne largement apres 1’Espagne, 1’Italie et la
Tunisie qui sont de gros producteurs d’huile d’olive dans le monde. Elle posséde,
cependant, d’importantes ressources oléicoles dont les superficies actuelles sont de
I’ordre de 180000 ha. Selon les projections du PNDA (plan national de développement
agricole), ces superficies atteindront dans quelques années 583000 ha. (Benrachou et
al.,2010).

En 2000 ,la superficie de culture d'olivier en Algérie représente d'environ 168
080ha ,soit 33% des 500.000 ha de superficie arboricole nationale ,et 2% des terres
agricoles cultivabel . dans le monde les produits oléicoles algérienne elle caractérisée
par une large gamme de variété dans le center et dans I'est les variétés; Hamma (pour le
confiserie ) chemlal, azeradj, bouchouk , rougette, blanquette (pour I'extraction d'huile).
Dans la région nord-ouest les variétés les plus propagée sont : sigoise, verdial ,cornicbra
et Gordal (Matallah et al 1996 ; matallah —boutiba, 1998).



4. Caractéristique botanique

Ce sont des arbres ou des arbustes a feuilles persistantes donnant des bois denses
a grain fin. Une seule espece Olea europaea
4.1 L’espece

Olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une
forme allongée, elles sont utilisées pour I’alimentation de bétail (Metzidatis, 1997). Les
fleurs sont déposées en grappes sur une longue tige, I’olivier produit deux sortes de
fleurs, une parfaite qui contient les deux sexes male et femelle et une staminée (Bernie
et al., 2006).

Le tronc est gris-vert et lisse jusqu’a sa dixiéme année, il devient montueux et
prend un teint gris foncé (Rugini et al., 1998). Pour le systéme racinaire, il s’adapte a la
structure des sols, le systeme radiculaire reste a une profondeur de 500 a 700 cm et se
localise principalement sous le tronc, mais ces racines forment une souche ligneuse tres
importante, dans laquelle s’accumulent des réserves, dans les mémes conditions
d’alimentation (Maillard, 1975 ; Loussert et Brousse,1978).

4.2. Systématique et classification botanique de I’Olivier
Selon maillard (1975)I’olivier est classé comme suit :
Embranchement :phanérogame Sous embranchement :
angiospermes

Classe :dicotylédone

Famille : oléacées

Genre : olea

Espéce : olea europee .|

5. Caractéristiqgue morphologique
5.1 Caractéristiques genéraux

L’olivier est un arbre persistant coriace et vert fonceé, peu exigence quand a la
nature de sol, il supporte la sécheresse car il peut profiter de la moindre pluie grace a
ces racines qui explorent (6 m en profondeur sur 20 m) (retournard et Yves, 2003).

5.2 Fruit

Le fruit, I’olive est une drupe a mésocarpe , charnu, riche en lipide. Sa forme est

ovoide ou ellipsoide. Ses dimensions sont trés variables suivant les variétés. L'épicarpe

reste tres attaché ou mésocarpe (ou pulpe).L'endocarpe est consiste en un



noyau fusiforme, trés dur, protége un seul grain a albumen cellulaire.(Loussert et

Brousse, 1978).

pericarpe

mesocarpe{pulpe)

= wereee endocarpe sclerifie

5 ¢ - tegument de 13 graine

- albumen
—</ . cotyledans
. ) ) A ama — axe hypocotyle embryon

el radlicule

Fig 03 . Coupe schématique du fruit (drupe) (LOUSSERT et BROUSSE ,1978)

5.3 Systéme racinaire

Lors de la germination du noyau, le jeune plant développe une racine pivotante
.puis en croissant, I’olivier développe un systéme racinaire essentiellement peu profond
60 & 100 cm.

Développement latéral ,dont les racines principales débordent peu I’aplomb du
feuillage ,alors que les racines secondaires et les radicelle peuvent explorer une surface
de sol considérable .le chevelu racinaire se limite en général au premier métre de sol et
partiellement développé dans les zones plus humide .Au-dela du premier métre poussant
des racines permettent 1’alimentation de 1’arbre en cas de sécheresse .seules les
radicelles émises au cours de 1’année permettent I’absorption de 1’eau .les racines de
I’olivier sont capables d’extraire de 1’eau en exercent une importante force de succion
de I’ordre de 25bars sur sol ,contre -15 bars en général pour les autres espéces fruitiéres

Jui permettant de prospéré la ou d’autres se flétriraient (Argenson et al.,1999).




Fig 04 . Développement du systéme racinaire de 1’olivier (Loussert et Brousse, 1978).

6. Caractéristique physiologique
6.1 Cycle de développement

Selon loussert et bousset (1978), le cycle de développement de I’olivier
comprend a quatre période essentielle :
6.1.1 Période juvénile

C’est la période d’élevage et de croissance du jeune plant, elle commence en
pépinicre et se termine au verger. C’est durant cette de jeune arbre que s’installe son
systéme racinaire, tout en développent sa frondaison.
Lorsque 1’équilibre feuillage —racine est attient, il a apparition des premieres fleurs.
6.1.2 Période d’entrée en production

C’est une phase intermédiaire chevauchant entre les phases de jeunesse et
d’adulte, elle s’étale du moment ou ’arbre est apte a produire, jusqu’a a ce que ses
production soient importantes et régulieres.
6.1.3 Période d’adulte

C’est la phase plus intéressante pour 1’oléiculture, sa durée est de 30 a 40 ans en
culture intensive. L’olivier fournit I’optimum de sa production de sa production car il
attient car il a attient sa taille normale de développement et termine son accroissement
souterraine et aérien.
6.2 Cycle végetatif d’olivier

Apres le repos hivernale de novembre a février ,la végétation démarre a partir de
mars-avril ,les pousses terminale s allegent ,les bourgeons axillaires se développent
apres différenciées en boutons floraux ou en a bois, les bourgeons végétatifs débourrent
vers la fin du mois de mars un peu aprés les bourgeons floraux ,la floraison se déroule
entre mai et juin ,I endocarpe (noyau) se scerifie en juillet —aout .la pousse de printemps

la plus importante dans la croissance annuelle ,dure jusqu’a mi-juillet environ ,une
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deuxiéme pousse peut avoir lieu entre septembre et mi-octobre ,si les conditions le
permettent (Himour,2008) .

L’olivier ne produit naturellement qu’ une année sur deux en 1’absence de taille
,et la production s’installe lentement ,progressivement ,mais durablement :entre let 7
ans la période d’installation improductive ,dont la durée peut doubler en cas de
sécheresse ; jusqu’a 35 ans , 1’arbre se développe et connait une augmentation
progressive de la production ;entre 35 ans et 150 ans ,I’olivier attient sa pleine maturité
et sa production optimale au —dela de 150 ans , il vieillit et ses rendement deviennent

aléatoires (Himour, 2008).

Grosshvwement des
fruits 17 stade

Fig 05 . Le cycle de vie de I'olivier (Argenson et al ; 1999)




7. Les principales variétés d’olivier cultivées en Algérie

Les principales variétés d olivere cultive en Algérie sont présent sur le tableau suivant

( Mendil et sebai, 2006) :

Variétés et synonymes

Origines et diffusion

Caracteéristiques

Var.Azeradj

Petite kabylie (oued
Soummam), occupe 10% de
la surface oléicole nationale

Arbrerustique et résistant a
la sécheresse ; fruit de poids
élevé et de forme allongée ;
utilisé pour la production
d’huile et olive de table,
rendement en huile de 24 a
28%

Blanquette de Guelma

Originaire de Guelma ; assez
répandue dans le Nord-est
constantinois, Skikda et
Guelma

Sa rigueur est moyenne,
résistant au froid et
moyennement a la sécheresse

; le fruit de poids moyen et de
forme ovoide, destiné a la
production d’huile, le
rendement de 18 a 22%); la
multiplication par bouturage
herbacé donne un bon résultat
43,4%

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%.

Chemlal Syn.Achemlal

Occupe 40% du verger
oléicole national, pré»sent
surtout en Kabylie, s»entend
du mont Zekkar a 1’Ouest aux
Bibans a I’Est.

Variétés rustique et tardive,
le fruit est de poids faible et
de forme allongée, destiné a
la production d’huile, le
rendement en huile de 18 a
22%

Ferkani, ferfane

Ferfane (Tebessa), diffusée
dans la région des Aurés

Variété de vigueur moyenne,
résistante au froid et a la
sécheresse, le poids de fruit
est moyen et de forme
allongée, production d’huile
et rendementtres élevés 28 a
32%, le taux d’enracinement




des boutures herbacées de
52.30% ; variétés en
extension en régions
steppiques et présahariennes

Grosse de Hamma, Syn.
QueldEthour

Hamma (Constantine)

Variété précoce, resistante
au froid et a la sécheresse;
fruit de poids tres éleve et de
forme allongé, double
aptitude : hile et olive de
table, le rendement de 16 a
22%

Hamra, Syn. Rougette ou
roussette

Originaire de Jijel, diffusee au
nord constantinois

Variété precoce, résistante au
froid et a la sécheresse, le
fruit est de poids faible et
ovoide, utilisée pour la
production d’huile,
rendement de 18 a 22%.

limli

Originaire de Sidi-Aich
(Bejaia), occupe 8% du
verger oléicole national,
localisée sur les versants
montagneux de la base vallée
de la Soummam jusqu’au
littoral

Variété précoce,peu tolérante
au froid, résistyante a la
sécheresse; le fruit est de
poids faible de forme
allongée, utilisée dans la
production d’huile, le
rendement de 20 a 24%.

Longue de Maliana

Originaire de maliana,
localisée actuellemnt dans
laregiond’EIKhemis,
cherchell et le littoral de
Ténes

Variété tardive, sensible au
froid et a la sécheresse; le
fruit est de poids moyen et de
forme sphérique, utilisé pour
la production d’huile et olives
de table, rendement de 16 a
20%

Rougette de Mitidja

Plaine de Mitidja

Variété rustique; le fruit est
moyen et allongé, utilisé pour
la production d’huile,
rendement de 18 a 20%; le
taux d’enracinement des
boutures herbacées donne un
résultat moyen de 48.30%

13 |




Souidi

Vallée d’Oued
ArabChercharKhenchela

Variété tardive, résistante au
froid et a la sécheresse; fruit

moyen et allongé, utilisé dans
la production d’huile, le
rendement de 16 a 20%; le
taux d’enracinement trés

faible

Sigoise ou olive de Tlemcen
ou olive de Tell

Elle est dominante depuis
Oued Rhiou jusqu'a Tlemcen

Variétés rustique, le fruit est
de poids moyen et de forme
ovoide, produit une olive a
deux fins est tres recherchée
pour la conserverie et donne
un bon rendement en huile de
18 & 22%, le taux
d’enracinement moyen est de
51.6%, elle est sensible
audacusetaucoclonium.

8. Environnement et Ecologie

La culture de I’olivier peut avoir des impacts positifs et/ou négatifs sur

I’environnement (air, eau, sol et animaux). Les effets positifs de 1’olivier sont

principalement :

Oxygénation de 1’air, Augmentation des infiltrations de 1’eau et

Conservation de la fertilité du sol et lutte contre 1’érosion. Les effets néfastes de

I’olivier peuvent étre nombreux en cas d’utilisation non appropriée des produits

chimiques, il s’agit principalement de Pollution de I’air, de I’eau et du sol (résidus des

engrais et des pesticides), Nocivité des margines et des résidus de 1’extraction . Dans ce

sens, des recherches sont nécessaires pour déterminer les méthodes et les techniques

adéquates, permettant d’augmenter I’infiltration des eaux, de favoriser le controle de

I’érosion des sols, d’améliorer la productivité et d’instaurer des régles de qualité et des

normes.

D’un autre c6té, les champs d’oliviers a caractére intensif, doivent utiliser des

méthodes, des approches

et des technologies qui

respectent les

aspects

environnementaux, des travaux de recherches doivent se développer a ce niveau (FAO,

2003).
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9. Les maladies de I’olivier

Tableau 02 .les principales maladies de 1’olivier (Argenson et al .,1999 ).

Les maladies Noire et
évitable

La cause

Les symptomes et dégats

Noire et évitable fumagine
Capnodiumoleaginum

La fumagine (complexe
des champignons)

-L“ensemble de végétales
recouvert d“une sorte de
poussieres noire

—La fonction de
chlorophyllienne des
feuilles peut étre stoppée.

(Eil de paon.
(Cycloconiumoleaginum)

Entrainées par le vent et
la pluie, les conidies
(organes microscopiques
qui permettent la
diffusion de la maladie)
émettent des zoospores
qui provoquent la maladie

-La défoliation peut
compromettre non
seulement la récolte de
I“année mais également
la vie de 1“arbre.

-Provoque la chute des
feuilles. -Provoque la
chute des fruits.

Cochenille noire
SaissetiaoleaeBern

Forte population
de Cochenilles

Affaiblit 1*arbre

La Teigne de
1“olivierPraysoleaeBern

La teigne

-La consommation des
organes floraux rend toute
la fécondation impossible
Pour les fruits les dégats se
manifestent par deux
chutes successives. Alors
la teigne provoque 30-40%
des pertes d*“olive

La mouche de
I“olivierBactroceraoleaeGmel

La mouche de [“olivier

-Perte de récolte par la
chute des fruits -
Diminution du rendement
en huile et détérioration de
la qualité de 1" huile par
augmentation de son
aciditeé.
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Chapitre 2 La tuberculose d’olivier

1. La tuberculose d’olivier

1.1. Description de la maladie

La tuberculose d’olivier est connue en Afrique du Nord depuis le début du siecle
cette maladie maladie bactérienne de I’olivier qui est trés fréquente Dans le bas
méditerranéen (senhajia,1999).le principale maladie bactérienne de ’olivier. Causée par
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ; elle y est maintenant répandue dans toutes les
aires de culture de ’olivier. La maladie agit sur la croissance des repousses et elle
affecte les organes reproducteurs. L’intensité des dégats provoqués est fortement liée au
nombre de tumeurs par arbre. Or, le comptage systématique des tumeurs sur tous les
arbres, qui permet de décider du traitement d’un verger, est tres difficilement réalisable
( Benjama, 2003).

Cette maladie bactérienne omniprésent dans le bassine méditerranéenne.
(Zoharyet spiegle-Roy, 1975)..In Italie, elle est appelé (rogne ) d'olivier ,en Espagne
(verrue),ou tuberculose de I'olivier, en France et en Afrique du nord on lui donne le nom
de (tuberculose) ou chancer bactérien de I'olivier.

I’agent pathogene causal est le Pseudomonas syringae savastanoi. La bactéries’
installe sur les blessures et provoque des tumeurs aériennes sur différentes parties du
végétal C’est un parasite épiphylle qui vit a la surface et a I’intérieur des tumeurs (
Benjama,2003).

dans une autre étude, I’incidence des maladies d’olive noeud n’a pas modifié ni
les caractéristiques chimiques et organoleptiques de I’huile d’olive, extraits de fruits

jeunes oliviers dans un bosquet de haute densité (Quesada et al., données inédites).

Fig 06 .le tumeur d’olivier (original Ain elbel Djelfa )
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1.2 Répartition géographique de tuberculose d'olivier

L’enregistrement ci-dessous repose en grande partie sur 1’observation de
tuberculose d’olivier (Bradbury, 1986 ; CMI cartes de répartition des phytopathologies,
1987). Toutefois, une proportion inconnue de dossiers sont appliqués a [’agent
pathogene sur laurier-rose parce qu’on a supposé que les agents pathogénes d’oliviers et
de lauriers roses étaient les mémes.

Europe: Austria, Cyprus, France, Germany, Greece, Italy, Netherlands, Norway,
Portugal, Spain, Sweden, Switzerland, United Kingdom, Former Yugoslavia.

Asia: Georgia, Iran, Iraq, Israel, Lebanon, Turkey. Africa: Algeria, Libya, Morocco,
South Africa, Tanzania, Tunisia. NorthAmerica: Mexico, USA (Arizona, Arkansas,
California, Texas). South America: Argentina, Brazil, Colombia, Peru, Uruguay.

Australasia: Australia (New South Wales, South Australia, Tasmania, Victoria New

Zealand.

Fig 07.Répartition de la tuberculose de 1’olivier dans le monde (Source : FAO)

1.3 Les symptdmes

L’attaque commence timidement sur brindille des rameaux et n’épargne pas les
charpentes elle se manifeste par des tumeurs parenchymateuse a forme irrégulier, de
couleur verte au début et a surface lisse ,.le diamétre de ces tumeurs augmente au fur et
a mesure de I’évolution de I’attaque et les fissures deviennent irréguliéres . Ensuit on

assiste au brunissement de la surface de ces tumeurs cette prolifération cellulaire

anarchique traduit la synthétisation par les bactéries de | 1Al (acide indol

acetique).(senhajia, 1999)
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selon Nielsen 1990, I'impact de la maladie se traduit sous divers aspect:

-perte de feuilles de fait de I'étranglement mettant hors circuit I'alimentation des feuilles
aval

-desséchement du bois par suit photosynthese défaillante

-réduction de production

-dans une phase ultérieure, réduction méme de la taille des arbres par suited’une

végeétation désordonnée.

Fig 08 . Symptomes typiques de la tuberculose d'olivier causés par
Pseudomonasavastanoipvsavastanoi, sur les rameaux (en haut a gauche), la feuille (en
haut a droite), les branches (en bas a gauche) et les fruits (en bas a droite) (Pérez-
Martinez et al., 2008).

1.4 Les pertes de maladie

Bien que la maladie est répandue dans les zones de culture plus, il n’y a aucune
estimation précise des pertes qu’elle provoque. C’est trés difficile a mesurer car
plusieurs facteurs peuvent influencer la sévérité des symptomes. Infections graves
peuvent causer la mort des rameaux et un progressif affaiblissement, résultant en une
perte de vigueur de I’arbre (Tjamos et al., 1993) et donc de la récolte. Andrés (1991) a
estimé que les pertes liées a Psv étaient d'environ 1,3% de la production nationale
d'olive en Espagne. Parfois, cette maladie a causé la perte de pres de la récolte locale
d'olive en raison de la combinaison de conditions climatiques optimales pour l'entrée et
la multiplication bactérienne, comme observé dans deux localités espagnoles en 1987 et
2001.

La maladie elle représente par estime que les pertes liées au Psv de feuille des

brindille de fait de 1’étranglement mettant hors circuit 1’alimentation des feuilles en aval
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et le Desseéchement de bois par suite d’une photosynthese défaillant étaient autour 1,3
% de la production oléicole nationale cette maladie a causé la perte de presque la récolte
des olives Devant cette maladie, il n’existe pas de moyen curatif cependant les
traitements contre cycloconium contribuent & une stabilisation de développement de la
maladie ,due a une action partielle de la bouillie bordelaise (senhajia, 1999).
1.5 La gamme d’hoéte

La bactérie Pseudomonas - Gram négatif phytopathogéne économiquement
importante et un modeéle pertinent pour I'étude des interactions microbiennes pour
plantes. Une caractéristique importante de cet agent pathogéne est qu'elle infecte une
large gamme de plantes herbacées et plantes ligneuses causant divers symptémes
(Agrios, 2005). Basé sur pathogénicité et la gamme d'hotes, I'espéce est divisée en au
moins 50 pathovars (pvs.), dont les pvs. glycinea, et phaseolicolasavastanoi ont été
transférés au espéces nouvellement créé Pseudomonas savastanoi (Gardanet al., 1992).
P.savastanoi sont pathogenes pour certains olives cultivées (Oleaeuropaeasubsp.
europaea) et les olives sauvages (Oleaeuropaeasubsp. oleaster, Oleaeuropaeasubsp.
sativa). Souches Oleander sont pathogénes pour oleander (Neriumoleander) et peut-étre
a certains cultivars d'olivier cultivées et sauvages (Bradbury, 1986) .
1.6. L’agent causal de la maladie

la tuberculose (ou oleander) est une maladie végétale incité par Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi, observé pour la premiere fois par savastano en 1870 puis au
début de vigntiéme siécle par smith et Rorer 1904 (Guido M, 2005).
2.Historique de savastanoi

Le premier enregistrement survivant de la maladie de la tuberculose d'olivier
était au 4eéme siécle avant JC par les Grecs, Théophraste (lacobellis., 2001). L'agent
pathogene semble avoir été disséminé avec olivier (Oleaeuropaeasubsp. Europaea)
plantes comme ils ont été répartis a, et propagée dans de nombreuses régions du monde
(Bradbury, 1986).

Pour plus d'un siécle, les oliviers ont été cultivés en Nouvelle-Zélande, presque
entierement sous forme de spécimens de plantes ornementales, avec seulement la
production amateur marinés / conserves de fruits. oliveraies commerciales pour le
pétrole et les fruits ont été une initiative récente. Il y a quelques années, le nceud

pathogéne oleander, (souche oleander) de P. qui peuvent aussi attaquer olive, a été



Chapitre 2 La tuberculose d’olivier

enregistrée en Nouvelle-Zélande (Dye 1956). L'agent pathogéne de noeud d'olive, P.
savastanoi (souche d'olive), a récemment été détectée.

Dans les plantes introduites par la quarantaine en 1997 (Braithwaiteet al., 1999).
Bien que cette source de l'agent pathogéne peut avoir été éradiquée par I'enlévement et
la destruction de tous les arbres infectés, noeud d'olive a été rapporté dans les régions
productrices Tle du Nord et peut-étre des preuves pour les introductions antérieures de la
souche d'olive.
3. Classification de Pseudomonas savastanoi pv savastanoi:

En 1908, Smith nommeé "Bactérie savastanoi," la bactérie qui provoque des nceuds
sur plusieurs plantes appartenant a la famille des Oléacées. Cette espece a ensuite été
transféré au genre Pseudomonas comme "Pseudomonas savastanoi" par Stevens en (
1913).

En 1978, Young et al. a proposé une nouvelle nomenclature et classification des

bactéries pathogenes des plantes et a introduit le concept de pathovar. Regne : Bacteria

Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas
Espéce : Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi (Gardan et al.,1992).
4.Epidémiologies de maladie

La tuberculose d’olivier. est considéré comme une des maladies plus graves qui
touchent les oliviers (Oleaeuropaea L.) dans la plupart d’olive régions en croissance
dans le monde entier et principalement dans les pays méditerranéens, ou cette culture a
connu une croissance pendant des siécles. La maladie peut entrainer de graves
dommages dans les oliveraies, causant de graves pertes en conditions de production.
C’est probablement la premiere maladie clairement décrite dans 1’antiquité par
Théophraste (370-286 BC) (lacobellis,2001) et de son étiologie bactérienne était connu
a travers le travail de Savastano depuis 1887 (Smith Rorer, 1904). Cependant, il y a
actuellement beaucoup de faits inconnus sur 1’épidémiologie de cette maladie ou de sa
lutte chimique. Nous décrivons ici les études plus pertinentes realisées sur

I’épidémiologie et de la lutte chimique contre le tuberculose d’oliviers.
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5. Caractéristique général de la bactérie

P. savastanoi est une bactérie a Gram négatif en forme de tige avec une ou
plusieurs flagelle polaires La majorité des souches appartiennent au groupe Ib du
systéme d'identification Lopat Lelliott et Stead ( 1987), L’aspect des colonies sont laisse
plates avec couleur blanche gris ou créeme leur métabolisme est aérobie stricte.
Multiplication et la dispersion des P. savastanoipv. savastanoi dans les oliveraies.

6. Mode d’action

Psv entraine la formation de croissance hyperplastique dans les oliviers,
produisant des temures sphériques sur le tronc et les branches et moins fréquemment sur
les feuilles et les fruits (Sistoetal., 1920). PSV infections chez les blessures fraiches
d’oliviers commencent par une petite cavité¢ causée par I’effondrement des voisines des
cellules végétales et sont plus fréquents sur les troncs et les branches et rare sur les
feuilles et les fruits. Par la suite, a une prolifération de tissu fait suite a la périphérie de
la cavité débouchant sur noeud elaboration (Smith, 1920 ; Surico, 1977).
Développement de la tumeur dépend de la production bactérienne de 1’acide indole-
acétique phytohormones et decytokinines (ComaiKosuge, 1980; lacobelliset al.,1994)
Par ailleurs, des résultats récents ont révélé que les souches de Psv contiennent deux
copies de tous les génes impliqués dans la synthése de 1’acide indole-acétique (Matas et
al., 2009 ).11 a été signalé que noeuds d’olive dépendent aussi les génes hrp/hre (Sistoet
al., 2004), qui encode la biosynthése d’un systéeme de sécrétion III Type fonctionnel
(TTSS). Récemment, les remarquables progres ont été réalisés dans la recherche dans
plusieurs aspects de I’interaction hote-pathogene de I’agent causal du noeud d’oliviers
Infection par Psv et la formation subséquente de noeud dans les jeunes rameaux de
laurier-rose (Neriumoleander) requiérent ’activité cambium vasculaire (Wilson, 1965).
L’invasion de I’hdte par la bactérie commence avec la colonisation du site infection,
suivie de la désintégration et la ventilation des cellules végétales adjacente qui conduit a
la formation d’une grande cavité autour la région colonisée par les bactéries.
Curieusement, cette bactérie produit in vitro comme cellulase, cellobiase, xylanase et
peptinase (Magie.,1963) enzymes dégradant la paroi cellulaire. Dans un deuxiéme
phase, les cellules intactes qui entourent le pathogene souffrent de I’effet des hormones
qui produit du Psv et augmentation de la taille (hypertrophie) suivie d’une division
anormale des cellules (hyperplasie). Enfin, il y a une différenciation de certaines

cellules de la zone hyperplasique, des éléments de xyleme et de phloéme.Au cours de
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I’infection des jeunes tiges d’Olivier apres I’inoculation, les bactéries se multiplient par
une succession de phases qui incluent une augmentation de la population, une phase
stationnaire et un déclin de la population. Il y a une tendance claire parabolique dont la
valeur maximale dépend de la sensibilité de cultivar (Varvaro,Surico.,1978)
Multiplication du pathogéne a I’intérieur des tissus des oliviers micropropagés peut
atteindre des densités de 107 a 108 UFC / noeud (Rodriguez-Moreno et coll., 2008),
valeurs tres semblables a ceux décrits précédemment avec 1-2 ans vieux plants par
Penyalver et al (2006).

La premicre réaction du tissu de la fente ensemencée d’une jeune tige est de
renouveler ou d’augmenter rapidement 1’activité du cambium, bien que cela dépend de
si le I’inoculation a lieu en hiver, I’été ou au printemps (Surico, 1977). L’augmentation
de l’activité du cambium favorise la formation de deux masses de tissu nouveau sur les
deux cOtés de la plaie, qui croissent jusqu'a leur jonction et forment un noeud.
Differenciation des éléments du phloeme et xyléme, qui sont organisés ou non dans les
faisceaux vasculaires, se trouve dans le nouveau tissu de parenchyme. Microscopie
photonique montre la présence de faisceaux vasculaires de nouveau formation en
noeuds olive, connecté avec le cylindre vasculaire de tige (Rodriguez-Moreno et
al.,2009). PSV a été localisé dans les cavités formées apres I’effondrement des cellules
veégétales intercellulaires, ainsi que dans des zones périphériques a proximité de
I’épiderme ou envabhir les faisceaux de xyléme nouvellement formé (Rodriguez-Moreno
et al., 2009). Cela pourrait étre 1ié a la propagation de I’agent pathogene et sa sortie
externe par le biais des exsudats végétaux. Formation d’agrégats bactériens,
microcolonies et biofilms multicouches a été observée dans les sections de noeud par
microscopie €lectronique a balayage. Par ailleurs, 1’analyse TEM de sections de noeud
montre la libération des vésicules de la membrane externe de la surface de ’agent
pathogéne (Rodriguez-Moreno et al., 2009).

Par la suite, en vieux noeuds, usine cellules effondrement et forme des cavités
contenant un grand nombre de bactéries. Fissures atteignant la surface de noeud
développent a I’intérieur de ces cavités, permettant aux bactéries d’échapper a la surface
externe des noeuds intacts (Surico,1977). . noeuds peut représenter un environnement
favorable pour les bactéries de se multiplier et aussi les protéger contre des conditions
environnementales extrémes, tels que es étés généralement chaudes et secs des régions
oléicoles (Comai,Kosuge.,1980) L agent causal de la maladie d’olive noeud n’est pas le

seul organisme vivant en noeuds, parce qu’il y a aussi blanche ou jaunes bactéries
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saprophytes qui sont caractérises comme Pantoeaagglomerans, autres especes

d’entérobactéries et bactéries pathogénes humains méme putatifs .
7. Survie et transmission

Le transport de la bactérie fait par I’homme, la pluie, le vent .sa gravité provient
du faire quel peut étre également de transmis par les techniques de multiplication en
pépiniére a partir d’organes provenant d’arbres contamines apparemment indemnes
(greffon-boutour). (senhajia.1999).

La souche d'olive de la vie de P. en association avec des plants d'olivier Ercolani
(1978). Les populations de la bactérie ne survivent pas a I'écart de plantes infectées et
diminuent rapidement dans le sol. est le plus prolifique lorsque les plantes sont en pleine
croissance au printemps (Surico .,1977), quand ils réagissent aux blessures induites
infectées par le pathogene. labactériesetrouve sur la surface des feuilles, avec des
populations plus élevées au printemps et en automne (Ercolani.,1978). La bactérie peut
survivre dans les ouvertures naturelles de la plante ou dans des infections subi cliniques.
Pluie, suivie d’'une humidité ¢élevée favorise infection (Teviotdale, 1994).

P. savastanoi est présent dans le matériel végétal infecté et est généralement introduit
dans de nouvelles régions en pépinicre. L’agent pathogene peut étre transporté dans les
aerosols et, par conséquent, peut étre transportée sous la pluie poussée par le vent.
Comme un pathogene infectant plaie, P. savastanoi peut également étre transmis sur le
matériel du verger comme outils d’élagage. Si le nceud d’oliviers est observée dans un
verger d’arbres, on peut supposer que le bloc entier est en danger et que la transmission
de I'agent pathogéne a des oliviers dans un rayon de 500 m ~ finira par se produire dans
les aérosols générés lors des tempétes. Enlévement des arbres visiblement malades ne
sera pas une incidence importante sur ce processus. Le contrble effectif dépendra d'une
approche éclairée a la gestion de la maladie basée sur une compréhension de la biologie
de I'agent pathogene. populations de bas niveau de 1’agent pathogene peut résider sur les
feuilles et en naturel planter des ouvertures Ercolani (1978) sans induire immédiatement
les symptomes de la maladie, mais 1’observation des symptomes de noeud dans un
verger est une indication de la présence de grandes quantités deinoculum bactérien. Une
fois que les symptémes de noeud sont apparus dans un bloc, on peut supposer que ces
arbres continueront d'étre touchés par des flambées sporadiques ou prolongées de la

maladie, et les arbres malades fourniront une source d'inoculum qui peut se propager
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Iinfection a d'autres blocs. Il n'y a pas de méthode fiable de I'éradication de l'agent
pathogene dans des vergers une fois qu'il est présent.
P. savastanoi (comme la plupart des agents pathogénes bactériens) devraits’attendrait
ne pas a exprimer des symptdmes chaque année et ne devrait pas s’attendre
inévitablement a causer de sérieux dégats ; noeud d’oliviers est susceptible de se
produire avec divers degrés d’intensité dans différentes localités et a varier d’'une année
a l’autre. Une maladie grave dans un an peut étre suivie de plusieurs saisons sans
dommage important. Flambées irréguliéres de gravité variable sont caractéristiques des
maladies bactériennes.
8. L’Influence de climat

Des températures élevées et de fortes précipitations augmenter 1’effet des
bactéries pathogénes en général. Noeud d’olive semble étre plus séveére au printemps et
en automne (Kruegeret al.,1999 ). Cela peut étre di a I’influence climatique, mais il
peut également étre connecté avec 1’état physiologique des arbres dans ces moments.
9.méthodes de lutte
9.1. Lutte biologique

Il n’existe aucune preuve documentée pour la lutte biologique contre toute
bactérie pathogene, comme le P. savastanoi, qui affecte principalement la structure de
sol ci-dessus des plantes.(Kridet al., 2010).
9.2 Lutte chimique
Impliquant I'application réguliére de composeés de cuivre a été traditionnellement utilisé
pour gérer le maladie (Teviotdale et Kruegeret al., 2010.), ce qui pose des risques
environnementaux et I'amélioration de la probabilité de la résistance aux pathogenes. En
ce qui concerne la lutte biologique de la maladie de noeud d'olive, les bactéries
antagonistes contre Psv ont été isolés, comprenant un pv . syringae produisant des
bactériocines. souche ciccaronei (Lavermicocca et al.,2002), une collection de
fluorescence les souches de Pseudomonas isolées de la rhizosphére des plantes
différentes, y compris une Pseudomonas putida isolat produisant un antibiotique de la
salicylatecontaining (RokniZadehet al., 2008) ,et plusieurs P. fluorescens et Bacillus
subtilis souches isolées a partir de noeuds d'oliviers et de feuilles d'arbres Psv infected
(Krid et al., 2010).
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Matériel et méthodes

L’objectif de notre étude a ¢été basé sur l’observation des symptomes de
I’apparition de galles ou tumeurs sur les jeunes rameaux d’oliveres. Et la caractérisation
et ’identification de 1’agent causal de la maladie, par des différents tests biochimiques
(KOH, test de gram et Hugh et Leifson,le test LOPAT et le test de pathogenicité).

Ces tests ont permet d’ajuster les caractéristiques des bactéries testé et assuré la
conformité au leur pathogénicité.

1. Origine des souches bactériennes

Des jeunes tumeurs fraiches ont été prélevées a partir d’une parcelle d’olivier
situé dans la région d’Ain EL lbel a Djelfa variété chemlel. Le prélevement des

¢chantillons a été effectué¢ d’une maniere subjective. Ils ont été ensuit placés dans des
sacs en plastiques stériles et transportés directement au laboratoire et conservésa 4 C.
2. Méthodes d’isolement

Premiérement nous avons désinfecté superficiellement les tumeurs pesant 1g
dans de I' hypochlorite de sodium (1%) pendant 5 minutes puis nousles avons rincés 3
fois par 1’eau distillée stérile .Ensuit nous avons le broyé chaque tumeur dans un 9 ml
d’eau distillée stérile.la suspension obtenue est agitée et laissée pendant 20 mn pour
une bonne diffusion bactérienne. Apres 1’agitation nous avons réalis¢ des dilutions
décimales de (10'1:}1 10'5) :

Un volume 0,1 ml  de chaque dilution est étalé sur une boite pétri contenant le
milieu semi sélectif KB (King et al., 1954) et une autre boite contenant le milieu
LPGA en réalisant 3 répétition pour chaque dilution. L’ensemble des boites ont été
incubé a I'étuve a 27 0 C pendant 5 jours .

3 . Dénombrement des bactéries

Apres trois jours d’incubation nous avons calculé le nombre des bactéries
viables sur les deux milieux utilis¢ milieux King.B et LPGA a I’aide de ’appareil
compteur de colonies. Et pour déduire le taux des Pseudomonas like bacteria nous
avons utilisé la formule suivante (kelment et al.,1990).

UFC= Nx10" x10(cellule.mi ™)
N = la moyenne entre le nombre de colonies dans les boites de la méme dilution.
n = Facteur de dilution.

UFC= Unité formant colonies
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4 -Sélection et purification des isolats

Aprés 3 jours d’incubation une sélection colonies a ¢été fait sur les
caractéristiques morphologique des Pseudomonas sur les deux milieux gelosé .Les
colonies recherchées ont été prelevé et repiqué sur les boites pétri contenant le milieu
king.B par épuisement en trois secteurs pour permette le développement des colonies
individualisé.
5- Conservation des isolats bactériennes

La conservation des isolats bactériens purs a été effectuee en tube a essai

contenant le milieu King.B incliné, & 4°C pour les utiliser ultérieurement.
6-1dentifications des isolats

Ces tests permettent [I’identification de caractéres morphologiques et
métaboliques, parmi lesquels : la forme, la structure des parois, la présence de flagelles,
les voies d’utilisation du glucose (fermentative ou oxydative), le type respiratoire
(aérobie stricte, anaérobie facultative...),selon le schéma de Shaad (2001)les test
d’identification de genre est KOH ,test de gram et test hugh et leifson .
selon Elliot et al en 1966  Le test LOPAT selon Elliot et al en 1966 pour identifier
I’espece (levane,oxydas,pectinase ,arginie et lypersensibilté de tabac).

6-1 Test de Gram
6.1.1 Coloration de Gram

La coloration a été effectuée selon la méthode classique. c'est une technique de
base en bactériologie, elle permet la classification des bactéries selon leur structure, elle
est l'un des criteres essentiels de la classification des bactéries (Schaadet
al.,2001).plusieurs facteurs vont intervenir dans cette coloration: les différence de
composition chimique de bactéries el la différence de perméabilité de la paroi
bactérienne I’alcool.

Sur une lame portant le code de chaque isolat testé, avec une ans de platine nous
avons prélevé et étalé une couche mince de la colonie bactérienne pure sur une goutte
d'eau distillée stérile et sécher la lame a 1’aire.

Nous avons ajouté le violet de gentiane et laisser agir une minute. Puis rincé par I'eau
déminéralisée.

Nous avons Couvrit la lame avec lugol et laissé en contact pendant 30 secondes.
et rincé soigneusement avec l'eau du robinet, puis nous avons incliné la lame et laissé

tomber goutte a goutte I'éthanol pure jusqu'a ce qu'il s'écoule incolore a I'extrémité
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inferieur de la lame .Nous avons arrété la differenciation par un lavage abondant a lI'eau
du robinet ,en suite recoloré par la fuchsine et laissé agir pendant 30 secondes puis nous
avons rincé a l'eau du robinet ,et séché la lame .En fin nous avons observé sous
microscope optique.

6.1.2 Test KOH

Le test KOH est un essai secondaire rapide a été réalisé pour déterminé le type
de Gram , Pour effectuer ce test en met deux goutte d’hydroxyde de potassium (KOH) a
3 % ont a été mis en contact la creme bactérienne de chaque isolat sur une lame en
effectuant un mouvement circulaire par un anse de platine.

Apres 30 secondes la solution de KOH devient visqueuse c’est la réaction positive, et la
bactérie est un Gram négatif si la solution de KOH ne devient pas la visqueuse c’est une
réaction négatif (schaad et al., 2001).

6.2 Test Hugh et Leifson

Le test d'oxydation-fermentation est utilisé pour déterminer si les bactéries
Gram-négatives métaboliser les hydrates de carbone par oxydation, par la fermentation,
ou sont non sacchrolytic et donc aucune possibilité d'utiliser les hydrates de carbone
dans les milieux. (Baron E et al., 1990).

Dans deux tubes de milieu Hugh-leifson sont inoculés par pigdre centrale. L'un
des deux tubes est recouvert d'une couche - de vaseline stérile de 2 cm d’épaisseur,
l'autre par contre ne I'est pas. Les deux tubes sont mis & | inoculation pendant 48h a
27CO deux lectures sont effectuées pour ce test une a24h et l'autres a 48h.
6.3.Test LOPAT

Les tests biochimiques appelés LOPAT ont été réalisés pour I’identification des
bactéries : levan, oxydase, activité pectinolytique, présence de I'arginine déhydrolase et
hypersensibilité sur feuilles de tabac.a été proposé par Elliot et al. En 1966 . Le test du
pouvoir pathogene a été effectué sur des oliviers agés d’une année .

6.3.1 Test levane

La production de levane est déterminée sur gélose nutritive riche en sucrose. elle
Permet de vérifier la polymérisation de fructose en poly- fructose par la bactérie (schaad
etal .,2001).

Avec d’une anse de platine nous avons prélevé une colonie jeune (agé de 24h) et

nous l'avons ensemencé sur une chaque boite de pétri contenant le milieu levane par
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épuisement en trois  secteur pour donne des colonies isolée nous laissons les boites

. . . . .0 .
ensemencées sont mises en incubation a 27" Cpour 5 jours.
6.3.2 Arginine deshydrolase

Le test arginine deshydrolase nous permet de déterminer si la bactérie est

capable de transformer l'arginine a I’aide de I’enzyme arginine deshydrolase ou non. Le
complexe enzymatique capable de dégrader I’arginine en anaérobiose, agissant selon
deux types de réaction envisageables. 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).
Dans un tube contient le milieu Arginine et a 1’aide d’un anse de platine nous avons
ensemencé chaque isolat a tester par piqure centrale et nous avons recouvertes milieu
d’une couche de vaseline stérile .Les tubes sont ensuit incubés a 27°C pendant 24h a
48h .

Une réaction positive se traduit par 1’apparition d’une coloration jaune indique
c’est une réaction positive, si le milieu reste rose c'est une réaction négative.
6.3.3 Test de pectinase

Le test permet de metre en evidence l’activité pectinolytique d’une bactérie
c’est-a-dire sa capacité a degrader la pectine présent dans le milieu de culture ( cooksey
et al.,1990).

Les tubercules de pomme de terre sont d’abord débarrassés de résidu de terre en
les passants sous 1’eau. puis en passant dans une solution éthanol a 70%, Ensuite, ils
sont désinfectés avec hypochlorite de sodium. Apres rincage a 1’eau distillée stérile,
nous les avons tranchés les tubercules et déposés dans des boites de pétri contenant
papier buvard stérile imbibé d’eau distillée stérile par la suit nous avons réalis¢ a 1’aide

d’un scalpel stérile un petit creux au centre des tranches. Nous avons déposé quelque
goutte de la suspension bactérienne ajustée a 10 CFU dans le creux. Apres 7 a 14 jours,

la réaction est considérée positive par I’apparition de pourriture qui s’accompagne d’une
forte odeur (Cooksey et al., 1990). En l'absence de ces caractéristiques le test est
considéré negatif.
6.3.4 Test oxydase

Le test oxydase basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire en présence d’oxygéne et de la phényléne-diamine-oxydase ou le

cytochrome entrant dans divers couples d'oxydoréduction .(schaadet al., 2001).
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Sur une boite de pétri stérile nous avons placé un disque d’oxydase et a I’aide d’un
pipette plastique stérile effilée nous avons prélevé et étalée une colonie bactérienne
jeune agée de 24h sur le disque.

La réaction d’oxydase est obtenu apreés 3 secondes, une réaction positive
s'exprime par une couleur en bleu violet ce qui indique qu'il y a eu oxydation du réactif
phenyléne-diamine,et 1’absence de cette coloration indique une réaction négative
(schaad et al.,2001).
7.Test de pouvoir pathogéne

Le test du pouvoir pathogeéne a été effectué sur des oliviers agés d’une année.
L’inoculation a ¢été réalisée au niveau des tiges principales en introduisant d’une
suspension bactérienne 108 CFU issue d’une culture agée de Pseudomonas savastanoi
pv savastanoi au niveau d’une 3 blessure pratiquée a 1’aide d’un scalpel stérile.
L’incision par 3 répétitions pour chaque arbre est, ensuite, couverte par un papier
aluminure. Les plants d'oliviers sont, ensuite, placés dans la salle a une température

variant entre 25 et 30 °C.
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Résultats et discussion

Le présent travail a été réalisé pour identifier I'agent causal de la tuberculose
d’Olivier par les essais déterminants Lopat (production de lévane, oxydase,
pectinolytique et arginine dihydrolase activité, hypersensibilité du tabac), dans le cas
d'une demande de confirmation, un test du pouvoir pathogene sur jeune plante d'olivier.
Nous avons réalisé dans une premiére étape des prospections sur terrain a la recherche
d'une attaque possible par la tuberculose. Les prospections faites au niveau de cette
région ont montré¢ l’existence de symptomes typiques de cette maladie dans une
oliveries parmi les oliveries qu'on avisité et le taux d'infection par la maladie était de
100%.

1. Dénombrement des bactéries

Le dénombrement se fait aprés 48 heures d’incubation des boites pétries, nous

avons observé de tous les dilutions sur les deux milieux king,B et LPGA une formations

des colonies bactériennes .
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Fig 09 .Taux de pesudomonas savastanoi par rapport a la flore totale dans des tumeurs
vegétatives
Dans notre étude, nous somme intéressées a le taux de Pseudomonas par rapport
la flore bactérienne totale ,Dans le premier  échantillon e taux de bactérie dans le
milieu est KB (22.1660x104 cellule.ml™) soit 55.56 %. Par rapporta  la flore
bactérienne total.
Dans la deuxieme échantillon le taux de bactérie dans le milieu est KB (

25.33x10 cellule.ml™) 84.33 %.soit par rapport a la flore bactérienne total.
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Dans le troisieme échantillon  le taux de bactérie dans le milieu est KB (17.33x102

cellule.ml™) 19.61 %. soit par rapport a la flore bactérienne total.la bactérie apparait une faible
présence par rapport la flore total.

La technique d'isolement réalisée sur deux milieux king.B et LPGA .a partir des
cultures nous avons garde 29 isolats choisi, montrent les caractéristiques de
Pseudomonas savastanoi.

Apres la purification des isolats bactérienne sur le milieu de KB nous somme
basé sur les caractéristiques morphologique de bactéries .les colonies de couleur créme
forme circulaire, un diamétre de Imm a3mm, lisse, brillante nous avons réalisé les tests
biochimiques et physiologique voir le test de gram, test hugh et leifson , test LOPAT, et
la galerie API 20 NE. Les résultats obtenus sont présent comme suit :

2 . Coloration de Gram

coloration de Gram est une coloration différentielle : Elle permet de classer les
bactéries en deux types, les bactéries a gram négatifs et les bactéries a gram positifs sur
base de la perméabilité de leur paroi a 1’Alcool Cette perméabilité dépend de la
composition de la paroi bactérienne (épaisseur de la paroi liée a sa richesse en
peptidoglycanes).

Apres la coloration, on a passer a l'observation microscopique au (GX10) et
(GX40) et (GX100), on a observé pour 25 isolats I'apparaissant sous forme des bacilles

en couleur rose sauf 4 souches, qui montre la bactérie a Gram négative.

Fig 10. résultats de coloration de gram
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3.Test de KOH
le test de KOH est un caractére clé pour la différenciation entre les isolats de

Gram - et de Gram+ la solution de KOH devient visqueux en présence de bactéries a
gram négatif la réaction est considérée positive si la viscosité est obtenue apres 30s
(schaad et al., 2001), 26 isolats ont formeé des fils visqueux, les bactéries sont a gram

négatifs et n'ont pas formé pour 3 isolats et les bactéries sont a gram positifs .

Fig 11 . résultat de test KOH

<
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4. Test hugh et leifson
Le milieu de Hugh et Leifson contient un indicateur de pH, le bleu de

bromothymol qui prend une couleur jaune en milieu acide.

Aprés 24h a 48 h d’incubation, nous avons remarqué un virage de couleur du vert au
jaune pour 24 isolats pour les tubes qui ne contient pas de I’huile ceci di a la
dégradation de glucose par la bactéries ,par contre les 5 autres isolats nous avons

observé le virage de couleur vert au jaune , dans les tubes qui contient I’huile.

Fig 12. résultats de test Hugh et Leifson
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Tableau 03: Les résultats des tests KOH, coloration de Gram, la fluorescence, Hugh et Leifson

Résultats et discussion

tests | Fluo. Test | Coloration Test
surKB | KOH | de Gram hugh et leifson
Aprés 24h Aprés 48h
Sans Avec Sans avec
Isolats I'huile | I'huile I"huile I"huile
Iso 1 F + G + - + -
Iso 2 F + G + - + _
Iso 3 F + G + - + _
Iso 4 F + G + - + -
Iso 5 F + G + - + -
Iso 6 F + G + - + -
Iso 7 F + G + - + -
Iso 8 F + G + - + R
Iso 9 F + G + - + R
Iso 10 F + G + - + R
Iso 11 F + G + - + R
Iso 12 F + G + - + -
Iso 13 F + G + - + -
Iso 1 F + G + - + R
Iso 14 F + G + - + -
Iso 15 F + G + - + -
Iso 21 F + G + - + -
Iso21 F + G + - + -
Iso 23 F + G + - + -
[so24 B + G + - + -
Iso 25 B - G + + + +

Iso: isolat
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Tableau03 (suite):Les résultats des tests KOH, coloration de Gram, la fluorescence, Hugh
et Leifson

Les Fluorescence | Test Coloration Test
Jests sur KB KOH de Gram Hugh et Leifson
Apres 24h Apres 48h
Sans Avec Sans Avec
I"huile 'huile | huile | huile
Isolats
Iso 51 B + G - + - +
Is052 F + G + - + -
Iso 53 B - G* + + + +
Iso 54 F + G + - + -
Iso 55 F + G + - + -
Iso 56 B + G+ - + - +
Iso57 B - G+ - + - +
[so58 F + G + - + -
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5.Test LOPAT
5.1 Test d’Arginine déshydolase

Apres 48 h d’incubation, le milieu a demeuré rose pour tous I’isolat, ce résultat montre

que le test Arginine est négatif.

Figl3. résultats de test Arginine déshydrolase

5.2 Test pectinase

Apres 10 jours d’incubation nous n’avons pas observé de changement ou modification
remarquable et aucun odeur reniflé sur les tranches de la pomme de terre pour les 25
isolats, cela indique que les bactéries testé ne sont pas capable de dégradé la pectine
(Guido M et al., 2005) . Pour les 4 isolats la réaction est considérée positive par

I’apparition de pourriture qui s’accompagne d’une forte odeur.
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Figl4. résultat de test péctinase
5.3.Test d’oxydase
A cause de manque des disques nous avons testé uniquement 8 isolats et nous n'avons
remarqué aucun changement ou modification de couleur sur le disque, dans ce cas le est

négative.

Figl5. résultat de test oxydase

5.4 Test levane

Apres 5 jours d’incubation des boites de pétrie nous avons lu les résultats obtenus, pour
24 isolats. Nous avons observé les colonies de la bactérie sur le milieu levan sont
visqueuse entouré par une marge luisant d0 a la dégradation du sucrose en levane par la

bactérie (Guido et al., 2005) (levane négative).mais pour les 5 isolats nous avons
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observé l'apparition des colonies abondante bombée muqueuse brillante indique ce

test positif.

Fig 16. aspect d'une creme bactérienne de Pseudomonas savastanoi sur milieu levane
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Tableau 04 : les résultats du test LOPAT

Les tests Test Test Test Test
Levane Oxydase | Pectinase | D’arginine deshydrolase
Aprés 5 Aprés 24h | Aprés 48h

Isolats jours

Iso 1 - nd - - -
Iso 2 - nd - - -
Iso 3 - nd - - -
Iso 4 - - - - -
Iso 5 - Nd - - -
Iso 6 - - - - -
Iso 7 - nd - - -
Iso 8 - nd - - -
Iso 9 - - - - -
Iso 10 - - - - -
Iso 11 - nd - - -
Iso 12 - nd - - -
Iso 13 - - - - -
Iso 1 - Nd - - -
Iso 14 - - - - -
Iso 15 - - - - -
Iso 21 - Nd - - -
Iso21 - - - - -
Iso 23 - Nd - - -
Is024 + nd + - -
Iso 25 + nd + - -
Iso 51 - nd - - -
Iso52 . - nd - - -
Iso 53 + nd + - -
Iso 54 - nd - - -
Iso 55 - nd - - -
Iso 56 + nd + - -
Iso57 + nd + - -
Iso58 - nd - - -

Iso: isolat, + :réaction positive, - : réaction négative, nd: non déterminé
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6. Test de pouvoir pathogene

La confirmation de I'identification de Pseudomonas savastanoi pv savastanoi est
obtenue par la vérification de pouvoir pathogéne sur des jeunes plants d’olivier.
Aprés une moi nous avons observé pour 16 isolats I'apparaissent des nécrose sur les
jeunes plants qui montre le test est positif.

lorsque les test de pouvoir pathogéne est positif, 1’d’entité des souches est confirmée

étant Pseudomonas savastanoi .

Fig 17. le résultat de test pathogenicité

E
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Discussion

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) est I'agent causal de la tuberculose
d’olivier, une des maladies les plus graves qui touchent les oliviers et un membre
orthodoxe du complexe Pseudomonas syringae, qui englobe au moins 60 pathovars et
plusieurs autres especes de Pseudomonas .I'Infection de l'olivier par Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi aboutit a la formation d'excroissances (Tumeurs, galles ou
noeuds) sur les tiges et les branches de la plante hote et, parfois, sur les feuilles et les
fruits. la tuberculose d’olivier est mondialement distribué et elle est considéré comme
I'une des maladies les plus importantes de cette culture ligneuse (Gardan et al., 1992;
Sisto., 1999) .

L’objectif de notre étude est I’isolement et 1’identification de 1'agent causal des
tumeurs semblables a celle de la tuberculose d'olivier d'origine de la région de Ain EL
bel de la wilaya de Djelfa .les isolats bactériens obtenus sont identifiés au moyen de
différents tests et si nécessaire, cette identification est confirmée par vérification de leur
pouvoir pathogéne sur de jeunes plantules d’olivier.

La sélection a été basée sur I’observation a 1’ceil nu, nous avons choisi les isolats

qui montrentles caractéres morphologiques de pseudomona ssavastanoi sur les deux
milieux King.B et LPGA, cette sélection nous a permis de retenir de 32 isolats
bactériens. Apres les purifications, nous avons réalisé les tests biochimiques et
physiologiques permet d'identifier une bactérie en s'appuyant sur ces caracteres
biochimiques et connaitre les principaux éléments de la physiologie bactérienne :
croissance bactérienne, mode respiratoire, et application a I'identification bactérienne.
Ainsi que la galerie API 20 NE.
Le milieu King.B est le milieu le plus utilisé pour la culture de Pseudomonas
savastanoi pv savastanoi.le dénombrement des colonies fait aprés trois jours pour
calculer le taux des bactéries qui se développent sur chaqu’un des deux milieux LPGA
et King.B montre que

Dans le premier échantillon le taux de bactérie dans le milieu est KB
(22.1660X104 cellule.ml™) soit 55.56 %. Par rapport a la flore bactérienne total.

Dans la deuxiéme échantillon le taux de bactérie dans le milieu est KB ( 25.33x10

cellule.ml™) 84.33 %.soit par rapport a la flore bactérienne total.
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Dans le troisieme échantillon le taux de bactérie dans le milieu est KB

2 - : . . -
(17.33x10 " cellule.ml™) 19.61 %. soit par rapport a la flore bactérienne total.la bactérie
apparait une faible présence par rapport la flore total.

Le taux d’apparition dans le milieu King.B pour les’échantillons let 2 et 3 est
faible par rapport a la flore bactériennes totale. D’apres les résultats obtenus les tumeurs
ne contiennent pas uniquement le Pseudomonas savastanoi.pv savastanoi c’est pour ¢a
on a trouvé le taux des bactéries dans le milieu KB moins que dans le milieu LPGA.

L’isolement du pathogene dépondra beaucoup plus de la sélectivité du milieu.

D’aprés la coloration de Gram 25 isolats sont bacille a gram négatif et les 4
bacilles isolats sont a gram positif .la coloration de gram est utilisé pour différencier les
bactéries Gram positif et des bactéries Gram négatif, permet de classer les bactéries
selon leur aptitude a fixer le cristal violet. Le colorant utilisé est le violet de gentiane qui
colore I’intérieur des bactéries. Celles-ci sont ensuite décolorées a 1’alcool. En raison de
leur paroi de structure plus épaisse et de composition chimique particuliere, les bactéries
Gram+ gardent la coloration violette. Les bactéries Gram-, avec une paroi plus fine et
plus perméable de réactif de décoloration, perdent la couleur violette. De maniére a
visualiser les bactéries Gram-, on recolore avec de la fuschine . Les bactéries Gram+
resteront violettes alors que les Gram- seront maintenant teintées en rose. Bien que le
résultat de la coloration de Gram peut dépendre de 1’état physiologique des bactéries
(age de la colonie, conditions de croissances...) la coloration de Gram reste cependant

la technique de coloration de base la plus utilisé en bactériologie (schaad et al., 2001).

la réaction de coloration de gram n’est pas toujours réellement représentatif de
la structure réelle de la paroi cellulaire des organismes, certaines souches constamment
coloration de gram négatif , méme si elles ont une paroi cellulaire de type de gram
positif, Le test KOH est confirmé le test de gram et permet la différenciation entre les
isolats de Gram — et de Gram +, la solution de KOH devient visqueuse en présence des
bactéries a gram négatifs la réaction est considérée positive si la viscosité est obtenue
apres 30s (schaad et al., 2001). Dans notre travail, nous avons observé la formation d’un
fil visqueux pour uniquement 25 isolats. Si le mélange devient visqueux dans les 30
secondes c’est la réaction positive, 1’isolat bactérien est considéré comme Gram-négatif.

La réaction dépend de la lyse de la cellule gram-négative dans la solution

alcaline diluée libérer I'ADN cellulaire pour transformer la suspension visqueuse. Cette
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méthode a était efficace pour les micro-organismes alimentaires (Powers 1995), et pour
Bacillus spp (Carlone et al.,1983 Gregersen, 1978).

Les résultats obtenus par le test Hugh et Leifson sont négatif pour 25 isolats ce sont des
isolats aérobies strictes par contre les 4 isolats anaérobies strictes .Le but de ce test était
de déterminer si l'isolats testé est un oxydant ou un fermenteur, sur la base de la
production d'acide dans des conditions aérobie et anaérobie (Ahmed T, Kanwl R.,
2004).

Le milieu de Hugh et Leifson contient le bleu de bromothymol qui prend une
couleur jaunes lorsque le milieu est acide, ce milieu est précise le type de dégradation
du glucide (glucose) qui libére des acides et éventuellement des gaz (schaad et al.,
2001).

La faible teneur en peptone et la forte concentration en glucose en présence et en
absence d’oxygéne, apres utilisation de glucose il y’a la formation d’un acide, cette
acidification du milieu fait virer I’indicateur coloré le bleu de bromothymol du quelle
passe de vert au jaune a la partie supérieure de tube ouvert uniquement et aucun
changement de couleur ou une réaction se produit dans le tube a huile couvert (schaad et
al., 2001).

aprés 24 heures, les isolats bactériennes pures ont été soumis a des tests de
laboratoire comme des tests de caractérisation et d’identification , comme décrit par(
Schaad1988). Les tests de laboratoire (Lopat) y compris: levan, oxydase, pectinase,
arginine dihydrolase, réaction d’hypersensibilité sur des feuilles de tabac, et test
pathogénicité a des plants d’oliviers ont été réalisées.

Les résultats obtenu pour le test levane sont négatifs pour 25 isolats et positif
pour 4 isolats. Selon (Guido et al .,2005) certaine souche de Pseudomonas savastanoi en
formé des colonies visqueuse entouré par une marge luisante du a la dégradation du
sucrose en levane par la bactérie sur levane cependant, la plupart des chercheurs
rapportant qu’elle sont souvent des levane négatives ce qui concorde avec non résultats.
Pour le test oxydase, 8 isolats uniquement ont été testé par manque des produits les
résultats sont réaction négatifs.L.’oxydase du cytochrome assure la fixation de I'oxygéne
moléculaire sur le cytochrome réduit. Cette enzyme oxydase catalyse I'oxydation du
cytochrome c. Les organismes qui contiennent du cytochrome c dans le cadre de leur

chaine respiratoire sont oxydase-positif.
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Les organismes depourvus du cytochrome c dans le cadre de leur chaine
respiratoire n'‘oxydent pas le réactif, laissant incolore dans les limites du test, et sont-
oxydase négative (Monthly B., 2016).

les bactéries oxydase positive, possédent le cytochrome d’oxydase ou
indophénol oxydase . Ces deux derniers catalysent le transport d'électrons a partir des
composés donneurs (NADH) en accepteurs d’électrons (généralement de 1’oxygene). Le
réactif d'essai, la N, N, N ', N'-téetraméthyl-p-phénylenediamine agit comme un
accepteur d'électrons artificiel pour I'oxydase d'enzyme. Le réactif oxydé formé la
couleur bleu violacée composé indophénol (Schaad et al. ,2001).

Le systeme de cytochrome est généralement présent dans les organismes aérobies qui
sont capables d'utiliser I’oxygéne comme récepteur d'hydrogeéne final.

Concernant les résultats obtenu pour le test pectinase les 25 isolats sont négatives et 4
isolats est positives .ce test permet de déterminer la présence ou l'absence de I’enzyme
pectinase .

pour notre test indiquent que la bactérie ne dégrade pas la péctine. la réaction

positif détermine la présence de pectinase chez la bactérie, ce qui indigue la dégradation
des pectines (zone pourrie) et la sécrétion d’une odeur (cooksy et al.,1990).
Tous les résultats de test arginine sont montré d’une réaction négative, le milieu reste en
couleur rose ce qui indique qu’il n’y’ aucun transformation de I’arginine par I’enzyme
arginine déshydrolase . Cette enzyme libére ’ammoniaque a partir de ’arginine, la
dégradation de l'arginine et la libération de I'ammoniac empéchent le virage au jaune
(mundt.,1986; hadef,2012).

La confirmation de l'identification de Pseudomonas savastanoi est obtenue par
la vérification du pouvoir pathogene sur des jeunes plantules d'oliviers. D’apres les
résultats obtenus pour ce test 16 isolats ont donné des tumeurs apres un mois donc le

test est positif et confirme le postulat de koc et les bactéries sont pathogénes.
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Conclusion

La tuberculose d’olivier di a la bactérie phytopathogéne Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi est une maladie trés répondu dans les des pays du bassin
méditerranéen. La bactérie peut vivre de facon epiphytique sur les feuilles et se
multiplier en attendant une opportunité (ouvertures naturelles ou blessure). L’invasion
des tissus commence avec l'entrée dans les espaces intercellulaires du parenchyme
cortical, conduisant a la dégradation des parois cellulaires et la formation de cavités
dans lesquelles la bactérie se multiplie et s’étend ensuite aux cellules du parenchyme
d'autres tissus en causant une hyperplasie au passage. Ce mode d'invasion bactérienne
des tissus de I'ndte a également été signalé dans d’autres hotes de P. savastanoi comme
laurier (Temsah et al., 2007).

La bactérie finit par sortir des tumeurs sous forme d’exsudas et se propage par
différent vecteurs dont I’eau et la mouche de ’olivier.

Des foyers de tuberculose de I'olivier ont été signalés dans des exploitations agricoles
implantées dans la commune Ain Elbel de la wilaya, de Djelfa. Pour cela notre travail
était basé sur les identifications de la bactérie causale de cette maladie selon des
tumeurs prélevés et envoyés au laboratoire de microbiologie a I'université de Laghouat.
Les résultats obtenus apres les isolements a partir des échantillons des tumeurs sur les
deux milieux de culture King.B et LAPGA montrent le taux des bactéries
Pseudomonas savastanoi.pv savastanoi  dans King.B faibles par rapport a la flore
totale.

Parmi les 29 isolats analysés par les tests biochimiques, test LOPAT et par le test
de pathogeénie, 25 isolats présentent les caractéristiques suivantes: bacilles gram
négatif, aérobies  strictes, fluorescentes sur king B, oxydase-négatif 8isolats
uniquement testé , levan-négatif, activité pectinolytique négative, Arginine
déshydrolase- negatif. Ces isolats, inoculés sur les plants d'oliviers, développent des

tumeurs identiques a celles observées pour la premiére fois.
La tuberculose des oliviers est causée par une bactérie que l'agriculteur ne peut

déceler qu'aprés la plantation d'oliviers ou des symptomes apparaissent sous formes des
tumeurs aux troncs, aux branches et aux feuilles, cette maladie n'a pas de traitement
pour I'éliminer, estimant que la seule solution dans le cas d'un arbre infecte est de le
déraciner, le braler afin d'éviter la propagation et de stériliser les outils de taille des

oliviers en cas de doute. Pour la prévention de cette maladie, il faut une vaste campagne
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de sensibilisation aupres des agriculteurs activant dans la filiére oléicole en leur
prodiguant des conseils et des orientations afin d'éviter la propagation de la maladie. Et
également les agriculteurs a planter des arbres sains acquis aupres de pépiniéres dont les
produits ont été soumis a un contrdle ou de présenter des échantillons aux services
agricoles pour des tests gratuits, en cas de doute.

Les resultats obtenus dans ce travail sont des résultats préliminaires, nous avons jugé
utile de fixer certains points comme objectifs a développer:

- Etudier les caracteres génétiques et faire une caractérisation moléculaire compléte
d'’ADNet ARN

- Etudier les interactions entre les Pseudomonas savastanoi et les Pantoea agglomerans.
- La détection de Pseudomonas savastanoi pv savastanoi de la tuberculose d'olivier

et d'autres hotes par Polymersae Chain Reaction (PCR)

- La sélection des souches et I'amélioration du transfert de génes pour génétiques

manipulation de Pseudomonas savastanoi isolé de la tuberculose d'olivier
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ANNEXE

ANNEXE : Composition des milieux de culture

1. Milieu LPGA 2. Milieu King B
Extrait de levure 5¢ Peptone 20g
Bacteropeptone 5¢ Glycérol 15mi
Glucose 10g K2HPO4 1.5¢
Agar bacteriologique 18g MgSOz2 1.5¢
Eau distiller 1L Agar 20g
Eau distiller 1L
3. Milieu King A : 4. Milieu Levane
Peptone 20g Extrait de levure 20g
Glycérol 10ml Bactopeptone 159
Chlorure de magnésium 1.4q NaCl 1.5¢
Sulfate de potassium 10g Saccharose 1.5¢
Agar ( gélose) 13.69 Agar bactériologique  15g
Eau distiller 1L Eau distiller 1L
5. Milieu Hugh et Leifson : 6. Milieu Arginine :
Bactopeptone 29 Bactopeptone 19
NaCl 5¢ NaCL 5¢
K2HPO4 39 K2HPO4 0.39
Bleu de bromothymol 1% 3ml Agar bactériologique  3g
Glucose 10g Rouge de phénol 1% 10mi
Agar 3¢ Arginine 10g

Eau distiller 1L Eau distiller 1L
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