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Résumé :

La tuberculose d’olivier est une maladie bactérienne affectant 1’oliver (Olea europea L), causée par la
bactérie Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. C’est I’'une des maladies les plus redoutables chez
I’olivier.L’objectif de ce travail est I’isolement et I’identification d’isolats bactériens issus de tumeurs d’olivier
prevenant des deux wilayas Djelfa et Msila. L’isolement a été effectu¢ sur le milieu king B et pour
I’identification des isolats, une série de tests phénotypiques et biochimiques a ¢ét¢ menée. Le dénombrement des
bactéries montre que le taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria était plus élevé dans 1’échantillon E1 et E2 par
rapport au troisiéme échantillon E1.Apres 1’isolement et purification des isolats, nous avons sélectionné 46 isolats
selon ses caractéres phénotypiques, nous avons fait la détermination du genre bactérien par la coloration de
Gram, le test KOH, la fluorescence sur king B et le test Hugh et Leifson. Pour la détermination de I’espéce, nous
avons effectué le test LOPAT. Ce test montre que 14 isolats testés son des levane négative, oxydase négative, ne
dégradent pas la pectine et ne poussedent pas I’enzyme arginine di hydrolase.Le test de pathogénicité confirme

le pouvoir pathogéne de quatre isolats testés.

Les mots clés : La tuberculose de 1’olivier, Test, tumeurs, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Olea

europea L.
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Abstract

Olive knot is a bacterial disease affecting the olive (Olea europea L) caused by the bacteria Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi. It is one of the most dreadful diseases in the olive tree.The objective of this work is
the isolation and identification of bacterial isolates from olive tree tumors preventing from the two wilayas
Djelfa and Msila.Isolation was carried out on king B medium and for the identication of isolats, a series of
phenotypic and biochemical testes were carried out .The count of the bacteria shows that the level of
Pseudomonas savastanoi like bacteria was higher in the sample E1 and E2 compared to the third sample E1.
After isolation and purification of the isolates, we selected 46 isolates according to their phenotypic
characteristics, we determined the bacterial genus by Gram staining, KOH test, fluorescence on king B and
Hugh and Leifson test. For the determination of the species, we performed the LOPAT test.This test shows that
30 isolates tested are levan negative, oxidase negative, do not degrade pectin and do not have arginnine di

hydrolase enzyme, The pathogenicity test confirms the pathogenecity of four isolates tested.

Keywords: Olive knot, Tumors, Test, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. Olea europea L.
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Introduction

L’olivier (Olea europea. L) est ’'une des especes cultivées les plus anciennes, elle occupe
une place importante dans 1’arboriculture fruitiére méditerranéenne. Elle compte de nombreuses
variétés ayant une diversité phénotypique et génétique importante sous-estimée jusqu’a présent,
ils occupent toute fois une part trés importante dans 1’économie agricole de certains pays
méditerranéens. L’oléiculture est I’un des principaux secteurs stratégiques de 1’économie en
général et de ’agriculture en particulier. Parmi les objectifs que vise 1’oléiculture ; 1’autonomie
alimentaire, 1’équilibre de la balance de paiement et la réduction du chomage (Pluvinage, 2013).

L’olivier connait une extension progressive a travers le monde avec une superficie de 13
millions d’hectares qui contientenviron de 930 millions de pieds d’arbres, dont 840 sont localisés
en méditerranée, ce qui représente plus de 90% de 1’ensemble du verger oléicole mondial. Des
variétés et des pratiques adaptées a une culture intensive a productivité élevée, commencent a
prendre place. La production mondiale des huiles d’olives connait des grandes variations et se

situe en moyenne aux environ de deux millions de tonnes (Stéphane, 2016).

En Algérie, I’olivier est I’espece fruitiere la plus dominante du verger arboricole algérien.
I1 occupe une superficie de 226 337 ha (33 % de la surface arboricole). C’est I’un des pays du
bassin méditerranéen avec des conditions climatiques idéales pour la culture de ’olivier. Il est a
préciser aussi que méme pendant la période coloniale I’oléiculture était une filiere totalement
algérienne (MADR, 2011).

L'olivier peut €tre attaqué par de nombreux ravageurs, essentiellement des insectes, parmi
les plus redoutés dans les oliviers, nous avons la mouche de 1'olive Bactrocera oleae, qui menace
essentiellement les récoltes, mais ne met pas en danger la santé de l'arbre (Athar, 2005), d’autres
insectes telles que le thrips de 1'olivier dont I’adulte et la larve piquent les feuilles, parfois aussi
les olives, afin de se nourrir de seéve. Les feuilles piquées sont déformées, et les olives atteintes se

nécrosent (Gregorio et al., 2020).

L'olivier est un arbre également sujet a plusieurs maladies fongiques et bactériennes et
méme virales, parmiles maladies d'origine fongique qui peuvent toucher l'olivier, nous avons
surtout, la verticiliose (Benchaabane, 1990; Ben Zina, 2017) et la tavelure (Paul et al.,2007;
Lopez et al., 2003), d'autres maladies bactériennes peuvent également avoir un impact
¢conomique telles que le Crown gall (Bouzar, 1991; Benjamaa, 1991) et la tuberculose d'olivier

(Antonio, 2010; Jose et al.,2006 et Merlo, 2021).
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La tuberculose d’olivier est une maladie bactérienne causée par Pseudomonas savastanoi
pv.savastanoi, elle induit la formation des tumeurs typiques trés caractéristiques sur les organes
végeétatifs de I’arbre d’olivier comme les rameaux et les branches (Ramos et al., 2012). En

générale, les arbres touchés montrent une vigueur et une croissance réduite (Alba ef al., 2021).

Pseudomonas savastanoi est une bactérie endophyte, phytopathogéne causant des
excroissances, dénommées galles ou des tumeurs, principalement sur les parties aériennes des
plantes, leur incidence sur les feuilles et les fruits étant rare (Benjama, 2003; Young, 2004).
Résidente commune dans la phyllosphere d’olive (Ercolani, 1971), elle a la capacité de passer
d’un mode de vie épiphytique a un mode de vie parasite a chaque fois que des blessures de

nature diverse lui permettent d’envabhir les tissus de 1’hdte (Ciccarone, 1950).

La tuberculose de I’olivier est une maladie bactérienne qui prend de plus en plus d’ampleur
ainsi la lutte contre cette derniére devient une priorité. Sachant que les traitements chimiques
deviennent pénibles a compte tenu des résultats incohérents sur le terrain, ces traitements
peuvent également avoir une faible efficacité et méme voir la phytotoxicité pour certains tissus,
ces ¢léments ne favorisent pas le développement de la lutte chimique ce qui a orienté les
recherches vers une lutte alternative par 1’utilisation de molécules naturelles extraites de plantes
qui révelent une grande efficacité contre certains microorganismes phytopathogeénes (Kumari et

al,, 2014) .

En Algérie, la maladie a été détectée depuis la période coloniale. En effet, chaque année
des foyers de tuberculose sont signalés dans des exploitations agricoles implantées dans plusieurs
wilayas. En 2012, plus de 5.000 oliverais ont été touchés par la tuberculose a Tébessa, et en
(2013) environ 16% des oliveries & Oran et 45% a Ain-Temouchent ont ét¢ infectées. Jusqu’a
présent, et en absence de statistique officielle, les régions atteintes par 1’infection pourraient étre
beaucoup plus vaste. En 2016, la maladie a été signalée dans des exploitations agricoles
d’oléiculture implantées dans plusieurs communes de la wilaya de Bordj Bou-Arrérid;
(Bouarissa, 2016).

Dans la présente étude, des symptomes semblables a celles de la tuberculose le I’olivier
ont ¢t¢ observées dans deux oliveries une dans la wilaya de Djelfa et ’autre a Msila et ce, dans

le cadre de prospections effectué¢e dans la région. Dans 1’objectif de savoir les causalités de ces
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tumeurs, nous nous sommes proposées de faire un échantillonnage a partir des oliveries infectés
et I’identification présomptive de 1'éventuel agent causal de ces tumeurs et ce, par la réalisation

de tests phénotypiques, des tests biochimiques et de pathogénicité nos isolats.

Le plan de notre travail est divisé en deux parties: Une premiére partie bibliographique qui
porte sur des généralités de 1’olivier et la maladie de tuberculose de I’olivier et une deuxiéme

partie pratique qui porte sur trois volets:

» Isolement de I’agent causal de la maladie a partir de tumeurs prélevées

des arbres infectés puis,

> Identification des isolats obtenus en se basantsur des caractéres

morphologiques et des tests biochimiques ensuite,

» La capacité de ces isolats a provoquer des tumeurs a été vérifiée par un

test de pathogénicité.
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Chapitre I : Généralités sur ’arbre de Polivier
1. Historique de I’olivier

Il existe deux théories se rapportant aux premiers cultivateurs de I’olivier: certains
mentionnent la Phénicie, d’autres la Créte ou des amphores datant de 3500 avant J.-C. ont été
découvertes. L’huile d’olive y faisait 1’objet d’'un commerce important. Dans la Gréce antique,
les oliviers €taient quasi vénérés, et des lois les protégeaient; aucun bois d’olivier ne pouvait étre
vendu. Ce commerce était trés controlé, car I’huile était fortement liée au pouvoir économique et
religieux (Polese, 2007).

L’extension de la culture des oliviers a 1’dge de bronze améliora I’équilibre diététique des
Grecs et facilitera leurs éclairages. L’olivier était devenu un ¢€lément fondamental de la
civilisation grecque. Au VII*™et VIII®™ siécle avant J.C. Les grecs fondent des vergers d’olivier
sur tout le bassin méditerranéen: en Egypte, en Italie, en Espagne, en Tunisie, en Algérie, et au
Maroc (Liphschitz et al, 1991; Terral, 2000). A I’arrivée des Romains, la culture d’olivier
existait déja. Cependant ces derniers ont permis I’extension de cette culture c’est le cas de la
foule mosaique trouvée en Tunisie et en Algérie (Saad, 2009).

En Algérie, les paysans s'y consacraient avec art durant plusieurs si¢cles (Alloum, 1974).
Au sein du Tassili les hommes du néolithique ont archivé 1’histoire de I’olivier sous forme de
rupestres sur les roches qui remonte de 5000 a 2500 ans avant J.C, illustrant des hommes, portant
des rameaux d’olives comme sorte de couronnes (Perret et Robert, 1935).

L’oléiculture constitue I'une des activités économiques essentielles de notre population
¢tant donné que le commerce d’huile d’olive entre 1’Algérie et Rome était intense durant
I’époque romaine, dés lors I’histoire de I’olivier se confond avec I’histoire de 1’Algérie et les
différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique de 1’olivier dont

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

2. Morphologie d’olivier

L'olivier est un arbre de 3 a 10 métres de haut a des branches tortueuses au nombreux
rameaux arrondis enchevétrés les uns dans les autres, les tiges portent des feuilles opposées,
entiéres, ovales allongées, portées par un court pétiole, persistantes, enroulées sur les bords,
fleurit entre Mai et Juillet. Donnant des fruits drupes ovoides a noyau dur dont le mésocarpe peut

renfermer plus de 30 % de lipides. IIs sont utilisés par I’industrie agroalimentaire (Pangol, 1975).
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L’olivier est cultivé essentiellement pour son fruit, consommé ou confi ou sous forme
d’huile, mais cet arbre est aussi médicinal par ses feuilles. S’adapte bien a des conditions
d’environnement extrémes telles que la sécheresse et la chaleur. Bien qu’il exige un sol léger et
aéré pour un bon développement, I’olivier tolére un large éventail de types de solsdifférents et

résiste a des faibles températures (Kasraoui, 2016).

Figure 01 : Schéma morphologique d’un arbre d’olivier (Argenson, 1999).

2.1. Description botanique et caractéristiques morphologiques
2.1.1. Racines

Le systeéme racinaire de 1’olivier est a développement latéral, permet a I’arbre de résister en
sols pauvres et secs grace a sa régulation métabolique, peu profond d’environ 1,25 a 1,80m,
cependant les racines qui dépassent les premiers metres son celles qui alimentent 1’arbre en eau
en cas de forte sécheresse. Il faut noter que I’olivier peut s’adapter a tous types de sols saufs
lourds (argileux), compacts ou humides (Afidalo, 2019).Pendant son développement latéral, le

systéme racinaire est pivotant s'il est issu de plants de semis et fasciculé s'il est obtenu par

bouturage.
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Figure 2 : Développement du systéme racinaire de 1’olivier (Loussert et Brousse, 1978).
1 : germination du noyau d’olivier

2 : évolution du systéme racinaire d’un olivier de semis

A : systéme racinaire a la plantation

B : systéme racinaire secondaire

C : nouvelle racine émise a partir des excroissances du collet (Loussert et Brousse, 1978).
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2.1.2. Feuilles

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a entiéres et un peu enroulés, portées
par un court pétiole ; elles sont vert grisatres, a vert sombre dessous blanchatres et a une seule
nervure dessous. Trés souvent, elles contiennent des maticres grasses, des cires, des
chlorophylles, des acides (gallique et malique), des gommes et des fibres végétales (Amouretti,

1985).

Figure 03: Feuilles d’olivier (Anne, 2013).
2.1. 3.Les fleurs
Les fleurs sont petites, ovales, blanches et odorantes, ce sont des fleurs tétrameres
disposées en grappes (en moyenne de 10 a 40) dressées a ’aisselle des feuilles (Figure 04)
(Fabbri et Benelli, 2000). L’olivier n’est pas mellifére, la fécondation ne dépend pas des insectes
mais des vents et des courants d’air qui permette au pollen d’étre échangé entre les fleurs.

Seulement 5% des fleurs donneront des fruits (Diaz et al., 2006).

Figure 04 : Fleurs d’olivier (Chanchan, 2010).

2.1. 4. Fruit
Le fruit est une drupe @ mésocarpe charnu, riche en lipide, de diamétre compris entre 1 et
3cm (Argenson et al.,1999). L’endocarpe ou noyau est dur, généralement fusiforme portant une

série sillons longitudinaux. Il renferme une graine a albumen : ’amandon (Loussert et Brousse,
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1978). La couleur de I’épiderme et les formes du mésocarpe et de I’endocarpe sont des caractéres
varié¢taux A maturation, I’épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte), a la couleur
violette ou rouge (olive tournante) et enfin a la couleur noiratre (olive noire) (Loussert et

Brousse, 1978).

Figure 05 : fruit d’olivier (Breton et Bervillé, 2012).

3. Les formes de I’olivier
3.1. L’olivier sauvage

L’olivier sauvage ou oléastre, est un arbre d’une incroyable longévité qui peut dépasser les
1000 ans grace a sa forte résistance aux conditions indésirables de sécheresse, froid, stress
hydrique, sol pauvre ou autres (Chiappetta et Muzzalupo, 2012).

Connu sous deux formes différentes “l’oléastre vrai” qui est purement naturel et “l’oléastre
féral” qui est une forme cultivée mais retournée a 1’état sauvage (Besnard et al, 2000). 1l se
caractérise par ses nombreux rameaux €pineux a branches quadrangulaires et a feuilles plutot
petites. L’oléastre produit des olives de petite taille et par conséquent un faible rendement
d’huile d’olive (Pagnol, 1996). Son importance réside dans son bois, réputé pour étre immortel,

résistant et antibactérien, utilisé dans toutes sortes de fabrications (Maillard, 1995).

3.2. L’olivier domestique

Il est constitué par un grand nombre de variétés améliorées, ayant une diversité
phénotypique importante et qui donnent une teneur en huile assez variable selon la variété
considérée. Estimé actuellement a plus de 2000 variétés d’oliviers recensées dans le monde.
Selon la destination des fruits de cet arbre, elles ont été classées en variétés a olive de table ou

variétés a olive a huile ou variétés dites a deux fins (Loussert et al,, 1978).
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4. Cycle de développement de I’olivier
Au cours de son cycle annuel de développement, 1’olivier passe par les phases suivantes (walidet
al, 2003) :
» Induction, initiation et différenciation florale : durant Janvier et Février ;
Croissance et développement des inflorescences a 1’aisselle des feuilles : mois de Mars ;
Floraison durant le mois d’Avril ;
Fécondation et nouaison des fruits : fin Avril début Mai ;
Grossissement des fruits : durant Juin-Juillet et Aout ;
Véraison : au cours du mois de Septembre ;

Maturation : le fruit atteint son calibre final en Octobre et s’enrichisse en huile ;

YV V. V V V V V

Récolte des fruits : mi-Novembre a Janvier.
La période la plus intense du cycle annuel de 1’olivier se déroule de Mars a
Juin. Au cours de cette phase, les oliviers ont besoin d’une quantité¢ importante de 1’eau et de
nutriments (Erraki et al., 2005).

L'olivier ne produit naturellement qu'une année sur deux en l'absence de taille, et la
production s'installe lentement, progressivement, mais durablement: entre 1 et 7 ans, c'est la
période d'installation improductive, dont la durée peut doubler en cas de sécheresse; jusqu'a
35 ans, l'arbre se développe et connait une augmentation progressive de la production; entre
35 ans et 150 ans, l'olivier atteint sa pleine maturité et sa production optimale. Au-dela de 150

ans, il vieillit et ses rendements deviennent aléatoires (Loumou et Giourga, 2003).
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Figure 06 : Cycle de développement de I’olivier (Colbrant et Fabre, 2011).

A: Stade hivernal; B: Réveil végétatif; C: Formation des grappes florales; D: Gonflement des boutons
floraux; E: Différenciation des corolles; F: Floraison; G: Chute des pétales et nouaison; H:

Grossissement du fruit; I: Maturation du fruit (Olive verte).

5. Systématique de ’olivier

L'olivier (Olea europaea) est un arbre fruitier qui produit des fruits délicieux,
caractéristiques du paysage méditerranéen appartient a la famille des Oléacées,caractérisée par
des fleurs hermaphrodites réguliéres, a pétales soudées, a deux étamines, a deux ovules par loge.
Ce sont des plantes ligneuses a feuilles opposées et a fruits charnus(Flahault, 1986; Breton et
Bervill¢, 2012). La classification botanique de 1’olivier, selon Ghedira (2008) est lasuivante:

Régne:Plantae

Sous-reégne: Tracheobionta

Division :Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida

Sous-classe:Asteridae

Ordre :Scrophulariales

Famille : Oléacées

Genre :Olea

Espéce:Olea europaea


mhtml:file://C:%5CUsers%5CY%20INFO%5CDesktop%5CFIVH%5CL'olivier%20_%20taille%20et%20entretien%20_%20Dossier.mhtml!https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-olivier-8064/
mhtml:file://C:%5CUsers%5CY%20INFO%5CDesktop%5CFIVH%5CL'olivier%20_%20taille%20et%20entretien%20_%20Dossier.mhtml!https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/classification-vivant-arbre-14137/
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L’espece Oléa europaea a longtemps €té subdivisée en deux sous-especes, Oléa europaea
var. europaea pour 1’olivier domestique, et Oléa europaea var sylvestris pour 1’oléastre, ou
olivier sauvage. 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 morphologiques,
mais aux caracteres génétiques différents (Guido ef al., 2005).

6. Les exigences écologiques de la culture d’olivier
6.1. Le Climat

En Algérie, il se développe convenablement partout, a I’exception de la zone cotiere. Les
conditions climatiques exercent une grande influence sur le développement et sur son mode
d’expression (Hackett et Hartmann, 1967). L’olivier est cultivé en Afrique du nord jusqu’a 750m
d’altitude, au dela de cette altitude, les rendements diminuent et les arbres souffrent de la neige et
du froid en hiver. Cependant, il convient de signaler que la sous espéce O. europea Laperrini,
peut se cultiver jusqu’a 900m dans 1’ Atlas saharien (Loussert et Brousse, 1978).

6.2. La pluviométrie

L’olivier évolue sous des précipitations supérieures a 400 mm par an. Cet arbre peut se
contenter d’une pluviométrie trés basse jusqu’a 200 mm par an. Pour une bonne rentabilité,
I’olivier exige une pluviométrie bien supérieure (350-450 mm) (Loussert et Brousse, 1978).
L’olivier peut souffrir sensiblement de la sécheresse entre le 15 juillet et le 30 septembre. Cela
peut conduire a des chutes de fruits importantes que seule I’irrigation peut éviter. Avant cette
période, I’olivier est capable d’utiliser avec profit la moindre humidité, celle de I’hiver est
suffisante pour assurer sa fécondation et une végétation normale au moins jusqu’au 15 juillet.
Une seule pluie courant le mois de septembre, fait repartir trés rapidement la végétation et
favorise le grossissement et la maturation des fruits (Laumonnier, 1960).
6.3. L’hygrométrie

L’olivier redoute des taux d’humidité atmosphérique €levés, ce qui empéche sa culture
dans les zones du littoral. Certaines variétés comme la Hammra cultivée dans le golfe de Jijel
serait assez tolérante a I’exces d’humidité dans la mesure ou elle n’est pas excessive (> de 60%)
ni constante (Loussert et Brousse, 1978).

6 .4. La température

L’olivier est un arbre des pays a climat méditerranéen ou les températures varient entre 16 et
22°C (moyenne annuelle des températures). Il aime la lumiére et la chaleur, supporte trés bien les
fortes températures, méme en atmosphére séche. De méme, il craint le froid, les températures

basses peuvent étre dangereuses particuliecrement au moment de la floraison (Hannachi ef al,

10
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2007).11 est aussi apte a bien supporter les températures élevées de 1’été si son alimentation

hydrique est satisfaisante.
6 .5. L’insolation

L’olivier exige une lumiere abondante pour pousser et fructifier normalement, ce qui
explique que seuls les rameaux externes de la frondaison fleurissent et fructifient (Loussert et
Brousse, 1978).
6.6. Le sol

L’olivier ne présente pas d’exigences particuliéres concernat la qualité physico-chimique
des sols. Or, le seul facteur qui peut influencer son développement est la profondeur (Loussert et
brousse, 1978). Il se développe dans les sols marginaux, ingrats, argileux ou légers. Les sols
légers permettent a I’olivier de se défendre plus facilement contre la sécheresse que les sols
comportant une teneur ¢levée en argile.

I peut également supporter des terrains calcaires allant jusqu’a pH 8 (Gargouri et
al.,2006). En revanche, il redoute les terrains humides. Enfin, I’olivier est considéré comme une

espece modérément tolérante au sel (Maas et Hoffman, 1977; Civantos, 1994).

7. L’olivier dans le monde
7 .1. La production mondiale d'oliviers

L’olivier est présent sur six continents : Europe, Amérique du nord, Amérique du sud,
Afrique, Asie, Océanie. Toutefois, c’est dans le pourtour méditerranéen que 1’on retrouve plus de
90 % des oliviers.Le verger oléicole mondial croit de 1 a 2 % par an depuis 10 ans. Il est
aujourd’hui estimé a 11 380 081 hectares. Les plus belles progressions en 15 ans : Maroc 590
000 a 998 000 ha, Algérie 210 000 a 432 000 ha, Amériques 85 000 a 170 000 ha, Chine 25 000
a 86 000 ha, Tunisie 1 620 000 a 1 855 000 ha, Australie 21 000 a 35 000 ha (Afidol, 2018).

Le principal producteur d’huile d’olive est I’'Union Européenne qui représente plus de 70
% de la production mondiale d’huile d’olive. Dans 1’Union Européenne, seuls 7 pays produisent
de I’huile d’olive : I’Espagne, I’Italie, la Gréce, le Portugal, la France, Chypre et la Slovénie.
Parmi les pays producteurs importants (produisant plus de 20 000 tonnes d’huile d’olive par an),
on peut citer la Tunisie, la Turquie, la Syrie, le Maroc, I’Algérie, 1’Argentine, la Jordanie

(Afidol, 2018).

11
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Figure 07 : Carte du verger oléicole mondial (Afidol, 2018).

7.2. Les variétés d’olivier dans le monde

Il y a actuellement plus de 2000 variétés d’olivier recensées dans le monde et chaque pays
privilégie certains cultivars (Breton, 2006).Les principales variétés cultivées dans le monde
figérent dans le tableau suivant:

Tableau 01 : les principales variétés d’olivier cultivées dans les pays méditerranéens
(C.0.1, 20006).

Pays producteurs Variétés principales

Espagne Picaul, cornicabra, hojibianca,  gordal,
manzanilla.

Italie Trantoio, leccino, moraiolo, ascolona, tenera.

Grece Koroneiki, mastoidis, concerviola, kalamata.

Portugal Verdal, carrasquenha, galega, redonli.

France Sabina, verdal, picholin, tanche, lucques.

Turquie Ayvalik, cakir, gemilk.

Syrie Sorani, zaiti.

Maroc Picholine marrocaine.

Algérie Chemlal, limli, azeradj, sigoise.

Tunisie Chemlal, chetoui, ouslati, meski.

En rouge: variété a huile, I'n vert © variétés mixtes, En bleu: variétés d’olives de table.
12
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Figure 08 : Les variétés d’olivier dans le monde (Jean, 2020).

Olives des variétés échantillonnées :Hamrani (A), Bouchouk (B), Zeitoun (C), Assemlal (D), Meslal

(E), Menara (F), Haouzia (G), Kortbi (H), Oléastre .

8. La production de olivier en Algérie

L’oléiculture en Algérie connait actuellement une grande expansion avec un accroissement
important de la superficie qui est passée de 263 000 ha en 2007 a environ 471 000 ha en 2016, de
ce fait, elle constitue la premicre richesse arboricole, avec 35 millions d'arbres, couvrant environ
38,7 % de la surface arboricole, et approximativement 4 % de la superficie agricole. La
production oléicole en Algérie n’a pas suivi I’augmentation des surfaces cultivées puisqu’elle a
méme baiss¢ entre 1996 (50000 tonnes) et 2006 (35000 tonnes), avant de se stabiliser autour de
471 00 tonnes en 2016 (ONFA, 2016).
8.1. Les variétés locales d’olivier les plus cultivées en Algérie

L’ol¢iculture algérienne est caractérisée par une large gamme de variétés, les variétés
cultivées en Algérie sont représentés essentiellement par des variétés a huile, et un degré
moindre, des variétés de table (Loussertet al, 1978; Mendil et al, 2007). Le tableau ci-dessous
montre les principales variétés d’olivier cultivées sur le territoire national (Tableau 02).

Tableau 02 : les principales variétés cultivées en Algérie (Mendil et Sebai, 2006).

Variétés Origine et diffusion Caractéristiques
Azzeradj Petit kabylie (oued soummam), | Arbre rustique et résistant a la
) occupe 10% de la surface | sécheresse; fruit de poids élevé
Syn. Aradj oliécole nationale. et de forme allongée utilisée
pour

la production d’huile et d’olive
de table, rendement en huile de

13
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de Tlemcen ou

olive de tell

24% a 28%.

Blanquette de Originaire de Guelma, assez | Sa rigueur est moyenne,
répondue dans le Nord-est | résistante au froid et

Guelma Constantinois, Skikda et moyennement a la sécheresse ;

le fruit de poids

Guelma.
moyen et de forme ovoide,
destiné a la production d’huile,
le rendement de 18 a 22 %.

Chemlal Occupe 40% des vergers | Variété rustique, et tardive, le
oléicoles fruit et de poids faible et de

Syn.Achemlal forme allongée, destiné a la
nationales, « présente surtout en production d’huile, le
kabylie » et s’é¢tend des monts | o0t Phuile de 18% &
Zekkar & I'ouest aux Bibans a | 550,

I’est.

Limli Originaire de sidi-aiche | Variété précoce, peu tolérante
(Bejaia), occupe 8% du verger | au froid, résistante a la
oléicole national, localisée sur | sécheresse, le fruit et de poids
les versants montagneux de la | moyen et de forme sphérique,
base vallée de Soummam | utilisée pour la production
jusqu’au littoral. d’huile et olive de table,

rendement de 16% a 20%.

Sigoise Elle est dominante depuis Oued | Variété rustique, le fruit et de
rhiou jusqu’a Tlemcen poids moyen et de forme

Syn. olive

ovoide, produit une olive a deux
fins est trés recherchée pour la
conserverie et donne un bon
rendement en huile de 18% a
22%.

Rougette de
Mitidja

Syn. Pas de synonymes connus

Plaine Mitidja

Variété rustique : le fruit est
moyen et allongé,
utilis¢ pour la production

d’huile, rendement de

18 4 20%.

Grosse de
Hamma, Oueld

Ethour

Hamma (Constantine)

Variété  précoce,  rustique,
résistante au froid et a la
sécheresse, fruit de poids treés
élevé et de forme allongée,
double aptitude : huile et olive

de table, le rendement de 16 a

14
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20 %.
Hamra, Origine de Jijel, diffusée au | Variété précoce, résistante au
nord froid et a la sécheresse, le fruit
Rougette ou est de poids faible et ovoide,
constantinois. P .
Rousette. ut111s.ee pour la p‘roductlon
d’huile, rendement 18 a 22 %.
Bouriche, olive El-Harrouch, Skikda. arbre rustique, résistante au

froid et a la sécheresse, poids
faible de fruits et de forme
allongée, production d’huile est
de 18 a 22 %.

d’El-Harrouch.

Syn : synonyme

9. Maladies et ravageurs de ’olivier

L’olivier est menacé par D’attaque de plusieurs maladies et ravageurs dont les dégats

peuvent avoir des répercussions importantes sur le rendement de 1’arbre d’olivier.

9.1. Les principaux ravageurs de ’olivier

L’olivier peut souffrir des déprédations d’un groupe d’insectes dont certains sont trés

nuisibles et fréquents, d’autres moins fréquents:
a. Le psylle de I'olivier (Euphyllura olivina)

Euphyllira olivina est un ravageur fréquent et spécifique de 1’olivier dans tous les pays
méditerranéens. Ses dégats se manifestent essentiellement au printemps et sont causés par les
larves les plus agées qui entravent la fécondation des grappes florales en absorbant avidement la
séve des organes attaqués. Des groupements massifs de larves se forment alors sur les
inflorescences, autour des fleurs non encore épanouies. Ils implantent leur rostre dans les

boutons floraux ou leur pédoncule et font avorter les fleurs (Hmimina, 2009).

e e

Figure 09 : Psylle adulte (Euphyllura olivina) (Hodkinson, 1993).
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b. Cochenille noire de I’olivier (Saissetia oleae)

C'est un insecte qui suce la seve du laurier-rose, de I'olivier et du lentisque. Elle fixées sur
les feuilles et les tiges, les cochenilles noires, en sugant inlassablement la sevé , épuisent
rapidement les plants. Les dégats ne s’en tiennent pas la: elles secrétent un liquide sucré
nomme¢ « miellat »qui favorise la formation ou le développement de petits champignons
(Fumago uagans)dont I’invasion constitue la maladie connue sous le nom de Fumagine. Les
arbres envahis par la cochenille noire se reconnaissent de loin, car ils sont couverts du
champignon ; bois et feuillage sont noircis comme par la fumée ou la suie, et ’enduit qui le
recouvre asphyxie en quelque sorte la plante qui périclite et devient stérile (Poutiers, 1925 ;

Mechelany et Daccache, 1998).

c. La teigne de I’olivier

La Teigne de l'olivier, de la famille des Yponomeutidés, effectue trois générations annuelles,
les trois générations occasionnent des dégats sur feuilles et pousses, sur pieces florales et sur
fruits. La consommation des organes floraux par les jeunes chenilles rend toute fécondation
impossible. Dans des conditions particuliecrement humides, la destruction de la floraison peut étre
quasi-totale. On n’estime que la teigne provoque 30 a 40% des pertes d’olive (Argenson et al.,

1999).

Figure 11 : A :Chinille mineuse de Teigne de ’olivier. B: Adulte de teigne de 1’olivier
(Bruno et Hervé, 2012).
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d. La Mouche de l'olive (Dacus oleae)

La mouche de 1'olive est actuellement le ravageur le plus dommageable en oléiculture car ses
attaques affectent trés notablement la qualité des olives et de I’huile, Les dégats engendrés par la
mouche sont a la fois d'ordre quantitatif et qualitatif. En effet, le développement de la larve a
l'intérieur de l'olive affecte directement l'alimentation du fruit, sa maturation et sa force

d'attachement au pédoncule, provoquant ainsi une chute accélérée (Coutin ,2003).

Figure 12 : Dacus oleaeadulte sur un olivier (weekipidia).

9.2. Les malades de I’olive
I1 existe plusieurs maladies d’origine abiotique et biotiques chez I’olivier. Parmi les maladies
biotiques qui peuvent touchés I’olivier, certaines d’origine virale et d’autres d’origine fongique

ou bactérienne.

9.2.1. Les maladies virales

L’olivier est affecté par un certain nombre d’agents pathogénes constitués de champignon,
bactéries et de virus. De nombreux virus peuvent étre détectés chez I’olivier. Tels que le virus
des taches annulaires latentes du fraisier; le virus de la mosaique de I’arabette; le virus de
I’enroulement foliaire du cerisier; le virus mosaique du concombre; le virus associé a la jaunisse
foliaire de I’olivier ainsi que huit autres virus qui ont été identifiés chez 1’olivier mais rarement
détectés. Il n’existe pas de moyens de lutte chimique contre les virus, La seule méthode utilisée

est la sélection sanitaire qui consiste a repérer du matériel végétal sain (Poinso et Dosba, 2006).
9.2.2. Les maladies fongiques

L’olivier comme d’autres arbres fruitiers est souvent attaqué par une multitude de

bioagresseurs (Bellahcene, 2004).
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a.La verticilliose (Verticillium dahliae Kkleb.)

Verticilliose est la maladie la plus importante rapportée sur des plantes appartenant a 45
familles botaniques (Harrington et Dobinson, 2000). Elle provoque la nécrose et I’engorgement
des vaisseaux libéro-ligneux de la plante. Des thylles ou gommes obturent les tissus conducteurs
et provoquent un flétrissement souvent partiel de la plante. Dans certains cas, le flétrissement
peut étre brutal et généralisé a cause de la production de toxines diffusant a travers le cotonnier

et provoquant un déséquilibré hydrique de I’hote (Cauquil, 1973).

b. L’anthracnose (Gloeosporium olivarum Alm.)

L’ Anthracnose ou Vinolo des oliviers est une maladie fongique causée par Cyloronium
oleaginum, elle provoque sur les feuilles des taches circulaires, noiratres, qui vont s’agrandissant
et finissent par envahir toute la feuille qu’elles desséchent en devenant confluentes (Viala et
Ravaz, 1895). Elle attaque les fruites mirs et les pédoncules et les pousses. Sur les fruits la
maladie provoque des taches de pourriture circulaire molles, sur lesquelles des masses de spores
gluantes sont produites sous une humidité élevée (Ritchie et Cannon, 2003). Le champignon
affect également la qualité d’huile d’olive en augmentant 1’acidité libre et I’indice de peroxyde

(Martelli, 1960).

¢. La cercosporiose (Cercospora cladosporioides Sacc.)

La Cercosporiose est une maladie causée par Pseudocercospora cladosporioi et appelée
aussi Plomb de I’olivier, qui s’attaque principalement au feuillage et plus rarement les fruits
(André et al., 1955). Les conidies du champignon germent et pénétrent dans les feuilles par les
stomates. Ils se développent dans les feuilles puis repassent par les stomates pour émettre leurs
spores (qui donnent la couleur grise aux feuilles) aprés avoir détruit les cellules des feuilles
(visibles par les nécroses de feuilles). Durant 1'été et I'hiver le champignon assure sa survie dans
les feuilles tombées au sol (Siciliano, 2007).

9.2.3. Les maladies bactériennes

Les oliviers comme toutes les plantes sont attaquées par de nombreuses maladies
bactériennes, telies que : galle du collet, la maladie de «Pierce » causée par Xyllela fastidiosa et

la tuberculose d’olivier.
a. Crown gall

"Crown-gall" ou Galle du collet une maladie bactérienne causée par la bactérie

Agrobacterium tumefaciens. Elle provoque des excroissances ; des tumeurs au niveau du collet
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ou des racines des végétaux, elle se reconnait par les excroissances tumorales apparaissant sur

les racines. L’infection peut entrainer un mauvais développement notamment lorsque les plantes
sont infectées dans leurs premiéres phases de croissance (Chilton et al., 1977; Jochen et Rosalia,

2014).
b. Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa est une bactérie phytopathogéne qui est propagée par les insectes
appartenant au sous-ordre des Auchenorrhyncha qui se nourrissent de seve de xyleme (FAO,
2020). Ce pathogene est originaire du continent américain ou il s’attaque a de nombreuses
plantes hotes (Rossi, 2017). Les symptomes d’une infection liée a la bactérie Xylella fastidiosa
sont des branches affaiblies, des feuilles séchées et des fruits durcis et racornis. Les arbres
infectés subissent effectivement une sécheresse interne: les bactéries qui se multiplient
s’accrochent au tissu xylémique qui transporte I’eau et les nutriments puis étouffent les

extrémités de 1’arbre (FAO, 2020).
c. La tuberculose d’olivier

La tuberculose d’olivier une maladie causée par une bactérie pathogéne Pseudomonas
savastanoi. De nos jours, il est répandu dans presque toutes les zones de production d’olives et
représente la principale maladie des oliveraies. La bactérie stimule la prolifération tissulaire et la
division cellulaire anormale a partir de laquelle se forment des excroissances tumorales (Godena
et al.,, 2009). Les tumeurs induites par Pseudomonas savastanoi se forment sur le tronc et les
branches, et moins fréquemment sur les feuilles et les fruits (Sisto et Lacobellis, 1999; Smith,

1920).
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11.1. Généralités

La tuberculose de I’olivier est une maladie bactérienne causée par Pseudomonas savastanoi
pv. Savastanoi, elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen ; elle y est maintenant
répandue dans toutes les aires de culture de I’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).

La maladie de la tuberculose de I'olivier est considérée comme l'une des maladies les plus
graves affectant les oliviers (Olea europaea L.) dans la plupart des régions oléicoles du monde,
ce qui peut entrainer de graves dommages dans les oliveraies, causant de graves pertes en termes
de production, Des études récentes ont montré que les tumeurs (nceuds) causées dans les Oliviers
par cette bactérie contiennent une communauté bactérienne multispécifique (Reberto et al.,

2015).

Figure 13 : Des tumeurs de tuberculose d’olivier sur fruit et feuille (Quesada et al., 2012).
II .2. Les symptomes

Pseudomonas savastanoi provoque la formation d'une croissance hyperplasique chez les
Oliviers, produisant des excroissances sphériques sur le tronc et les branches, et moins
fréquemment sur les feuilles et les fruits (Sistolacobellis, 1999; Smith, 1920). Les infections de
cette bactérie dans les plaies fraiches des oliviers commencent par une petite cavité causée par
l'effondrement des cellules végétales adjacentes et sont plus fréquentes sur les troncs et les
branches, et rares sur les feuilles et les fruits. Par la suite, une prolifération de tissu suit la

périphérie de la cavité entrainant le développement de tumeurs (Smith, 1920; Surico, 1977).

Avec le développement de la maladie, les tumeurs se développent et leur nombre

augmente, ce qui peut entrainer un déclin des branches et des pousses et une baisse des
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rendements et l'huile d'olives sur oliviers contaminés est de moins bonne qualité. La bactérie

pénctre dans l'olive par les plaies ouvertes de la coupe ou de la récolte ainsi que par les plaies

causées par la gréle et les vents violents (Godena et al., 2009).

Figure 14 : Tuberculose de 1’olivier (Hall et Cother, 2004).
I1.3.Classification de Pseudomonas savastanoi
Pseudomonas savastanoi est une bactérie classé dans la famille des Pseudomonadaceae.
Le nom de pseudomonas savastanoi a été¢ mis la premiere fois par Stevens en 1913, mais la
bactérie a été incluse dans la liste des pathovars des espéces de Pseudomonas savastanoi.
(Young et al., 1996).
Selon (Young, 1996); la classification de cette espece est la suivante :
e Regne : Bacteria
e Division : Proteobacteria
o Classe: Gammaproteobacteria
e Ordre : Pseudomonadales
e Famille : Pseudomonadaceae
e Genre : Pseudomonas
o Espéce: Pseudomonas savastanoi
La bactérie Pseudomonas savastanoi est un pathogene qui induite les galles sur la tige, les
rameaux et les feuilles de plusieurs plantes hotes appartenant a la famille des Oleaceae et la

famille apparentée Apocynaceae (Janse, 1982).
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Figure 15: Pseudomonas savastanoi vue en microscopie ¢lectronique a balayage
(Ramos et al, 2012).
I1.4 Cycle biologique

La bactérie phytopathogéne Pseudomonas savastanoi est un résident commun de la
phyllosphére de I’olivier (Ercolani, 1971), A un cycle de type pathogene epiphyte. Les bactéries
ont une phase épiphyte au cours de laquelle elles se multiplient a la surface des tiges et des
feuilles des oliviers sans développer de symptomes (Ercolani, 1978, 1991; Varvaro et Ferrulli,
1983). Et un mode de vie parasitaire chaque fois que des blessures de nature diverse permettant a
la bactérie d’envabhir les tissus de I’hdte (ciccarone, 1950). Le cycle biologique de Pseudomonas

savastanoicomprenden deux phases :

a. Phase épiphyte

Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi survit a la fois dans les tissus des tumeurs et
comme un €épiphyte sur les rameaux, les feuilles et les fruits. Les populations de pathogenes sont
plus élevées sur les rameaux que sur les feuilles (Ercolani, 1993). L’intervalle de température
dans lequel Pseudomonas savastanoi. Pvsavastanoi peut déclencher I’infection se situe entre 5°
et 37° et cet intervalle permettrait aux bactéries de causer des infections tout au long de 1'année.
Cependant, les conditions optimales pour le développement de la maladie sont d'environ 22°-25
°C et les périodes subséquentes subissent une forte probabilité d'infection en l'automne et au
printemps (Protta, 1995).Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi peut infecter des oliviers a tout
moment de I'année et la formation des tumeurs se déclenche seulement quand les conditions sont

favorables (Luis et al., 2009 ;Pérez, 2010).
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b. Phase endophyte

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus
végétaux sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992). Certaines rares études ont décrit la phase
endophyte de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoidans les plantes d'oliviers (Wilson et
al,1964). Selon d'autres auteurs, Psv pourrait également présenter une phase endophyte, se
déplacant a travers les espaces intercellulaires et méme dans les vaisseaux du bois et infectant les
zones proches de la premiére zone infectée, Les plaies de taille peuvent rester sensibles a
l'infection pendant au moins 14 jours. Les cicatrices foliaires, cependant, sont les points les plus
communs d’entrée des agents pathogeénes et peuvent rester sensibles a l'infection jusqu'a 7 jours

apres la chute des feuilles (Schiff, 1906 ; Smith, 1920 ; Wilson et al., 1964 ; Wilson et al.,1979).

1.Phase épiphyte et endophyte
sur feuilles, bourgeons et

ramaawus

2. Blessures causaes par les
cicatrices foliaires, le gel, la taille
8. Un taux d'humidite eleve et la récolte, etc.

favorise la production d
exsudat de la plante avec une

grande quantiteé de bactéries

e
4 Bactéries+ condition’s
adequates = de nouveaux

tumeurs s& formeant

3. Colonisation bactérienne

7. Les bactéries survivent des plaies

d'une saison a l"autre a I’
intérieur des tumeurs

B. Propagation bactarienne

aux plantes saines par la
pluig, le vent et la culture k
3. Bactéries+ conditions inadéequate

les nouveaux tumeurs ne sont pas for

Figure 16: Cycle de la maladie tuberculose d’olivier causée parPseudomonas savastanoi

pv.savastanoi (les bacciles rouges indiquent présence des bactéries) (Bertolini, 2003).
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II.5. Processus d’infection :

Pseudomonas savastanoi provoque la formation d'une croissance hyperplasique chez les
oliviers, produisant des tumeurs sphériques sur le tronc et les branches, et moins fréquemment

sur les feuilles et les fruits (Sisto & lacobellis, 1999; Smith, 1920).

Les infections a Pseudomonas savastanoi dans les plaies fraiches des oliviers commencent
par une petite cavité causée par l'effondrement des cellules végétales adjacentes et sont plus
fréquentes sur les troncs et les branches, et rares sur les feuilles et les fruits. Ensuite une
prolifération de tissu suit la périphérie de la cavité entrainant le développement de tumeurs

(Smith, 1920; Surico, 1977).

Le développement de la tumeur dépend de la production bactérienne de phytohormones
acide indoleacétique et de cytokinines respectivement. Pendant de nombreuses années, les
phytohormones produites par Pseudomonas savastanoi ont ¢été considérées comme ses
principaux facteurs de virulence (Comai et Kosuge, 1980; Surico et al., 1986;Surico et lacobellis

1992).

Par ailleurs, des résultats récents ont révélé que les souches Psv contiennent deux copies de
tous les genes impliqués dans la synthése de 1'acide indoleacétique (Matas et al., 2009 ; Pérez
Martinez et al., 2008).11 a étéont rapporté que les nodules d'olivier dépendent également des
geénes hrp / hre (Sisto et al., 2004), qui codent pour la biosynthése d'un systéme fonctionnel de
sécrétion de type III (TTSS). Récemment, des progrés remarquables ont été réalisés dans la
recherche sur plusieurs aspects de l'interaction hote-pathogeéne de 1'agent causal de la nodule de
I'olivier (Pérez Martinez et al., 2008; Matas, 2010 ; Pérez Martinez et al, 2010).Plusieurs
facteurs de virulence putatifs dans le Psv ont été identifiés, y compris des effecteurs de protéines
TTSS et une variété¢ de génes codant pour des déterminants connus de la virulence de P. syringae
(Pérez Martinez et al, 2008). Des analyses des effecteurs de protéines TTSS du Psv ont
récemment mis en lumicre le réle du TTSS dans la pathogénicité et la gamme d'hotes (Matas,

2010; Pérez Martinez et al., 2010).

I1.6. L’importance économique de I’olivier

L’effet des tumeurs du nceud d’olivier sur le rendement et la qualité de 1’olivier n’est pas
clair, sauf en cas de maladie grave et destruction ou dénudage du bois fruitiers. Etant donné que
la maladie ne provoque généralement pas de dégats inesthétiques, de nombreux producteurs la
considerent peu importante et déclarent qu’ils n’adopteraient pas de procédures de contrdle si
elles étaient disponibles en raison des dépenses et du temps nécessaire. Un groupe de control de

gout ont constatés que les olives des membres atteints avaient un mauvais gout, cela a été répété
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avec des résultats similaires a chaque fois. Apres I’examen des olives sains et atteints, ils ont
constatés que la taille et le nombre étaient moindres sur les sujets noués. D’autres études
indiquées également que le nceud de I’olivier réduit considérablement le rendement (Tableau 04),

(Schroth et al., 1973).

Tableau 03 : réduction du rendement suite au nombre de tumeurs par branche d’olivier

(Schroth et al., 1973).

Nombre de branches Nombre de tumeurs Nombre moyen d’olives
80 0 5,5
55 1 3,4
34 2 2,8
30 3 2,6
38 4 2,2
25 5 1,7
26 6 1.6

IL.7. Impact de la maladie

Bien que la maladie du la tuberculose de 1'olivier est v répandue dans la plupart des régions
oléicoles, il n'y a pas d'estimation précise des pertes qu'elle provoque. Ceci est tres difficile a
¢évaluer car de nombreux facteurs peuvent influencer la gravité des symptdmes. Des infections
séveres peuvent provoquer la mort des branches et un affaiblissement progressif, entralnant une
perte de vigueur de l'arbre et donc de récolte (Tjamos et al.,, 1993). En outre, une faible qualité
de l'huile a été signalée lorsque les olives étaient récoltées sur des oliviers modérément affectés
avec des nceuds d'olive présentant des odeurs et des saveurs telles que 'amer, le rassis ou le salé,
mais les données manquaient de support statistique. (Tjamos et al., 1993) .Dans une autre étude,
l'incidence de la maladie du nodule de 1'olivier n'a modifié ni les caractéristiques chimiques ni
organoleptiques de I'huile d'olive vierge extraite de jeunes fruits d'olivier dans un bosquet a haute

densité (Schroth et al., 1968(Quesada et al., unpublished data).

I1.8. Gestion de la maladie
La tuberculose de I’olivier (Loussert et Brousse, 1978), une maladie bactérienne qui prend
de plus en plus d’ampleur ainsi la lutte contre cette derniére devient une priorité. Sachant que les

traitements chimiques deviennent pénibles a compte tenu des résultats incohérents sur le terrain,

ces traitements peuvent également avoir une faible efficacité et méme voir la phytotoxicité pour

certains tissus, ces ¢léments ne favorisent pas le développement de la lutte chimique ce qui a
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orienté les recherches vers une lutte alternative par 1’utilisation de molécules naturelles extraites
de plantes qui révelent une grande efficacité contre certains microorganismes phytopathogenes

(Oulebsir ef al.,2007).

I1.8.1. Lutte prophylaxie

Les méthodes utilisées pour lutter contre les bactéries phytopathogénes reposent sur des
mesures préventives et curatives et la combinaison des deux doit étre utilisée dans le cadre d'une
lutte intégrée. La production, l'entretien et l'utilisation de matériel végétal certifié exempt
d'agents pathogenes est 1'une des principales mesures préventives utilisées pour contrdler les
agents pathogénes des plantes. A cet égard, et de nouvelles oliveraies devraient étre établies en
utilisant du matériel végétal certifié sans Pseudomonas savastanoi (Quesada et al., 2012).Les
mesures prophylactiques sont congues pour réduire ou éliminer les niveaux d'agents pathogenes
ou entraver son établissement dans une culture et ces mesures peuvent également €tre de nature
eradicationbasée sur la sensibilit¢ des cultivars ou par protection directe .Dans le cas du Psv,
elles comprennent toutes celles réalisées pour la désinfection des végétaux, des machines

agricoles, ou tout ce qui est en contact avec les végétaux (Montesinos et Lopez, 1996).

I1.8.2. Lutte chimique

La lutte chimique contre les maladies bactériennes des plantes n'est efficace que
lorsqu'elles sont utilisées dans des stratégies préventives avant le début de l'infection ou tres tot
dans le processus d'infection bactérienne. Plus précisément, le contréle chimique de la maladie
de l'olivier a donné des résultats incohérents dans les expériences sur le terrain et peut également
avoir une faible efficacit¢ et méme montrer une phytotoxicité pour certains tissus. Cette
variabilité est due a plusieurs facteurs, tels que la quantit¢ d'inoculum, le moment des
traitements, les conditions climatiques, la sensibilité¢ des cultivars, la méthode d'application du
traitement ou I'état physiologique de la plante hote. (José et al., 2012 ; Montesinos et Lopez,
1996).

Les composés du cuivre sont le principal traitement chimique préventif recommandé contre
la maladie de l'olivier et leur utilisation est recommandée chaque année lorsqu'il y a un risque
d'infection, au printemps et a l'automne avant les pluies, aprés la chute des feuilles et surtout

apres la gréle et le gel ou d'autres événements causant des blessures aux olives (Penyalver et al.,

1998; Protta, 1995; Smith et al., 1991; Wilson, 1935).
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Les composés a base de cuivre utilisés dans les oliveraies comprennent divers sels et
formulations (hydroxydes, oxychlorures, oxydes ou sulfates) ainsi que leur mélange avec des
composés organiques obtenus par synthése chimique. Un exemple intéressant est la combinaison
de sulfate cuprocalcique et de mancozebe car il a un effet synergique contre plusieurs maladies
bactériennes, Actuellement, 1'oxychlorure de cuivre est le composé de cuivre le plus couramment
recommand¢ contre la maladie de la tuberculose d’olivier (Hausbeck et al., 2000 ; Jones et al.,

1991).

I1.8.3. Lutte biologique

Lutte biologique ont été évalués a l'aide d'isolats de P. fluorescens (Blightban) et de
mutants Psv produisant des bactériocines, mais sans résultats satisfaisants (Krueger et al., 1999).
En outré, Pseudomonas sp. isolé¢ de la rhizosphére d'olivier s'est avéré antagoniste contre Psv
récemment, des isolats de P. fluorescens et Bacillus subtilis provenant de nceuds et de feuilles
d'olivier ont montré une activité antagoniste in vitro contre Pseudomonas savastanoi (Krid et al.,
2010).Les bactériocines sont d'excellents candidats pour une utilisation en agriculture pour
controler les bactéries pathogénes des plantes en raison de leur haute spécificité. Une
bactériocine produite par P. syringae pv. ciccaronei s'est avéré inhiber la prolifération et la

survie de la forme épiphyte du Pseudomonas savastanoi (Lavermicocca et al., 2002).
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Chapitrelll: Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est une contribution a 1’identification de 1’agent pathogéne causale
de tumeurs semblables a celles de la tuberculose de I’olivier. Ces symptomes ont été observés
dans deux oliveries une dans la Wilaya de Djelfa et I’autre dans la wilaya de Msila. Nous avons
réalisé dans une premiere étape des prospections sur le terrain pour déterminer le taux de
I’infection de cette maladie, et dans une deuxiéme étape nous avons fait I’isolement et
I’identification d’agent pathogeéne et nous avons essayé de vérifier leur éventuel pouvoir

pathogéne.
1. prospections sur le terrain

Les prospections sur terrains effectuées durant la période fin mars jusqu’a début avril 2021,
au niveau de premier 1’oliveraie dans la wilaya de Msila, ont permis d’observer sur la partie
aérienne de I’arbre, notamment sur les branches, les jeunes brindilles et les rameaux de I’année
de développement d’excroissances de bois. Ces symptdmes sont typiques de la tuberculose ou le
chancre bactérien de I’olivier .L’importances de cette bactériose dans I’oliveraie de Msila était
aux alentours de 50% des arbres malades, de tous les arbres de la ferme et pour le deuxiéme et le
troisieme oliveraie est dans la wilaya de Djelfa nous avons observe la plus part des arbres de

olivier sont atteints avec la tuberculose aux alentours de 80%.
2. Prélevement des échantillons

Les échantillons sont prélevés a partir de deux oliveries une a Djelfa et ’autre a Msila,
I’échantillonnage est effectué en mois de mars et avril (printemps 2021). Des rameaux d’olivier
de variét¢ Chemlal présentant des symptomes typiques de la tuberculose d’olivier ont été
découpés a I’aide d’un sécateur stérile et misent dans des sacs stériles, avec une étiquette portant
la référence. Les échantillons ont été conservés au frais a température de 4°C jusqu’au moment

de I’analyse au laboratoire.
3. Technique d’isolement

L’isolement est réalisé a partir de tumeur. La méthode on a faite dans des conditions
aseptiques, les tumeurs sont coupées séparément des rameaux a 1’aide d’un scalpel stérile puis
sont lavées a I’eau du robinet ensuite désinfectés par trempage dans de d’hypochlorite de sodium
(1%) pendant 5 minutes, puis rincé dans 1’eau distillée stérile trois fois pendant successivement:
5, 10 et 15 minutes, puis séchés sur papier buvard stérile quelques minutes ensuite découpées en
petits fragments puis bien écrasées dans 9ml d’eau distillée stérile, afin d’obtenir un

macérat « solution meére » (Schaad et al.,2001).
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La préparation des dilutions consiste a préparer a partir de la solution meére d’autres
dilutions de 10! jusqu'a 10, a ’aide d’une micropipette, a partir de la suspensions-mére, un
volume de 100 pl a été prélevé et ensemencé puis étalé dans des boites de Pétri contenant le
milieu King B(King ef al., 1954). Les boites ont été ensuite mises en incubation dans 1’étuve a
27 °C.

—>

Disinfection

Echantillonnage Tumeur (1g) (1% d’hypochlorite de sodium)

Broyage Smin ,10 min, 15min

(Rincage a I’eau distillée)

iml Iml  1m ml 1ml
— 0* 10° 10° 10*  10° 10° 107

Série de dilutions

Figure 17 : Schéma représentatif du Protocol expérimentale d’isolement a partir des tumeurs

d’olivier (Originale, 2021).

4. Dénombrement des colonies

Aprés une ’incubation de trois jours, nous avons effectué le comptage des colonies qui se
sont développées sur le milieu King B utilisant I’appareil compteur de colonies bactériennes.

Le dénombrement consiste a compter les colonies ayant les caractéristiques de
Pseudomonas savastanoi sur les boites d’isolement. Le comptage se fait macroscopiquement et
seules les boites ayant de 30 a 300 colonies sont retenues, le taux des bactéries par échantillons

est déduit en multipliant le nombre de bactéries par son facteur de dilution (Klement et al.,
1990).
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UFC/ml=N X10 "X 10 (cellule.ml)

UFC : Unité Formant Colonie.
N : La moyenne du nombre des colonies bactériennes comptées par boite de la méme dilution.
n : Facteur de dilution.
5. Technique de sélection

La méthode de sélection des colonies de Pseudomonas savastanoi like bactéria a été basée
principalement sur les caractéristiques macroscopiques des colonies : la forme circulaire, la
couleur, le diamétre, 1’aspect et la production de pigment fluorescent sur king B(Schaad et al .,
2001).
6. Purification des isolats bactériens

Nous avons prélevé une colonie bactérienne bien individualisée et isolée nous 1’avons par
la suite ensemencé sur le milieu de culture King B puis les boites de pétri sont incubées a 1’étuve
a une température de 27 °C. Cette opération a été répétée jusqu’a I’obtention d’isolats pures
(Marchal et al., 1991).
7. I1dentification de ’agent pathogéne

L’identification de ces isolats bactériens étant basée essentiellement sur les clés de
détermination des genres a savoir les caractéres culturaux et la morphologie macroscopique
(aspect des colonies, production de pigment fluorescent sur milieu King B), et microscopique
(coloration de Gram), caractéres métaboliques de la bactérie; Les voies d’utilisation du glucose
(fermentative ou oxydative) et les systémes enzymatiques caractéristiques (Pectinase, Levane

sucrase, Hugh et Leifson, Arginine di hydrolase) (Holt et al., 1994).
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Figure 18 : Schéma de détermination des différents genres bactériens(Schaad, 2001).
8. Test de Gram
8.1. Coloration de Gram

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer les bactéries en Gram
positif et en Gram négatif, cette distinction est fondamentale pour leur identification. En effet, le
violet de gentiane se fixe sur des composants cytoplasmiques et aprés ce temps de coloration,
toutes les bactéries sont violettes. Chez les bactéries a Gram négatif, la paroi, riche en lipides,
laisse passer l'alcool (ou le mélange alcool - acétone) qui décolore le cytoplasme alors que, chez
les bactéries a Gram positif, la paroi constitue une barriere imperméable a l'alcool et le
cytoplasme demeure coloré en violet (Aminetou, 2007).

La coloration de Gram est un test rapide utilis¢ dans les laboratoires en microbiologie pour
différencier différents types de bactéries en fonction des propriétés biochimiques de la paroi
bactérienne.

Le coloration de Gram consiste a prélever une colonie agée de 24 a 48heures qu’on
dépose sur une lame contenant une goutte d’eau distillée stérile pour faire un frottis par des
mouvements circulaires, Ce frottis sera séché puis fixé a la flamme. Pour la coloration le frottis

sera recouvert avec du violet de gentiane qu’on doit laisser agir 1 minute puis rincer a l'eau
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distillée, apres du Lugol sera versé et laisser agir pendant 1 minute afin d’améliorer la liaison du
premier colorant, puis rincer a I'eau distillée, décolorer a l'alcool a 95°pendant 30 secondes
jusqu’a ce qu’il change completement de couleur aprés rincé a l'eau distillée, puis recolorer avec
de la fuchsine pendant 10 secondes et laver doucement avec de I’eau distillée.

Finalement, la lame colorée sera séchée a 1’aire libre et puis observée au microscope a
I’objectif 40X et a immersion 100X.
8.2. Test KOH

Dans le but de vérifier le Gram d’une bactérie d’une maniére rapide, a I’aide d’une anse
stérile, une colonie isolée a été mélangée a une goutte d’une solution de KOH (Hydroxyde de
potassium) a 3% .Apres quelques secondes, le mélange est tiré vers le haut; s’il y aura formation
d’un filament entre la boucle de I’anse et la lame, cela veut dire que la bactérie est a Gram
négatif, si rien n’est entrainé par ’anse, cela veut dire que la bactérie est a Gram positif (Ryu,

1938).

9. Test de Fluorescence

Ce test consiste a ensemencer en stries les isolats a tester sur milieu King B en boites de
Pétri puis les incubées a I’étuve a une température de 27 °C pendant trois jours. les colonies qui
se sont développées ont été observées sous une lampe émettant une lumiére ultraviolette ayant
une longueur d’onde de 254 - 360 nm afin de noter la présence ou I’absence de pigments
fluorescents bleus ou verts, permettant ainsi la mise en évidence de la pyoverdine des

Pseudomonas du groupe fluorescent (Lelliott e al., 1966).
10. Test Hugh et Leifson

Le milieu de Hugh et Leifson permet de déterminer la voie métabolique oxydative, ou
fermentative empruntée par la bactérie étudiée. A 1’aide d’un fil de platine stérilis¢ a la flamme,
nous avons prélevé une colonie bactérienne (dgée de 24 a 48h) et nous avons ensemencé deux
tubes gélosés contenant le milieu Hugh et Leifson par piqure centrale. Un des deux tubes a été
mis en conditions d’anaérobiose en ajoutant une couche d’environ 1cm d’huile de vaseline stérile
a la surface du tube .Les deux tubes ont ét¢ mises a 1’é¢tuve pendant 24 a 48 heures a une
température de 27 °C. Deux lectures sont effectuées pour ce test, une apres 24heures et I’autre

apres 48heures.

33



Chapitrelll: Matériel et méthodes

11. Tests biochimiques

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour I’identification de 1’espece
bactérienne. Ces tests réalisables apres isolement, reposent sur la constitution et le métabolisme
cellulaire des bactéries. La réalisation de tests permet de mettre en évidence diverse propriétés
biochimiques spécifiques d’une espéce bactérienne et son identification. L’identification
présomptive des bactéries a été effectuée en comparant nos résultats avec ceux relevés sur des
références de systématiques bactériennes (Holt et al., 1994 ;Prescott ef al., 2003).Le test LOPAT
(Production de Levane ;présence d’oxydase ; dégradation de Pectinase ;présence de l’arginine
déshydrolase et Hypersensibilité du Tabac)ont été réalisés selon les techniques décrites par. Ces
tests permettent de déterminer les caractéres métaboliques des Pseudomonas savastanoi et
permettent de distinguer au sein du groupe, les espéces non pathogeénes et especes
phytopathogenes (Lelliot et al., 1966) .

11.1. Test Production de Levane sucrase

Le test levane sucrase sert a déterminer si la bactérie polymérise le fructose en
polyfructose. Avec une pipette pasteur, nous avons inoculé le milieu de culture Levane par stries
utilisant une culture bactérienne jeune agée de 24 a 48 heures. Aprés 5 jours d’incubation a
27°C, l’apparition d’une culture abondante, bombée, muqueuse et brillante indique que la
bactérie posséde 1I’enzyme levane sucrase (Goszczynska et al., 2000).

11.2. Test oxydase

L’oxydase est une enzyme intervenant dans divers couples d'oxydoréduction. Ce test est a
la base de I’identification des bactéries Gram (—). Ce test a été réalisé en utilisant des disques
d’oxydase qui ont été placé sur une lame propre et stérile, sur celui-ci une colonie bactérienne a
été déposée en utilisant une pipette Pasteur stérilisée au préalable. S’il y a apparition d’une tache
violette au bout de deux minutes, la bactérie a oxydase positive donne rapidement une coloration
violette foncée et elle posséde le cytochrome oxydase. L’absence de la coloration violette (il n’ya
pas de coloration) est due a I’absence de I’enzyme respiratoire recherchée chez I’isolat testé
(Prescott et al., 2003).

11.3. Test de ’activité pectinase

Le test pectinase permet vérifier la possibilit¢é d’une bactérie a dégrader la pectine,
présente dans un milieu de culture spécifique ou sur une tranche de pomme de terre riche en
pectine (Rathore et al., 2000).Ce test permet de déterminer la présence ou I’absence de 1’enzyme

pectinase chez I’isolat bactérien testé. Premiérement, des tubercules de pomme de terre sont bien
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Lavées puis ont subi une désinfection par éthanol (95%) aprées nous les avons coupé en rondelles,
puis déposé dans une boite de Pétri contenant du papier filtre stérile mouillé. Une suspension
bactérienne ajustée a 10’ CFU est inoculée au centre des rondelles puis les boites sont incubées
a 27 °C pendant 7 a 15jours. Chaque deux ou trois jour nous faisons des gouttes d’eau distillée

stérile pour humidifier le papier absorbant.

11.4 Test Arginine di hydrolase

Ce test permet de détecter la capacité d’un organisme a produire de 1’argininedéhydrolyse
(ADH), enzyme qui décarboxyle 1’acide aminé arginine. Le milieu arginine est un milieu semi
solide préparé dans des tubes inoculés par les isolats d’agés de 24h a 28h, ensuite une couche de
vaseline stérile sera ajoutée au milieu pour créer des conditions d’anaérobiose, A raison de deux
répétitions par isolat puis les tubes sont mis a I’étuve a 27°C (Gardan et al.,1992).
La lecture des résultats se fait aprés deux a cing jours. Si le milieu reste rose le test est considéré
négatif, et si le milieu vire vers la couleur jaune le test considéré positif.

Le test est positif s’il y a apparition de pigment fluorescent allant du vert au bleu, et il est

négatif en I’absence de ce pigment.

11.5. Test d’hypersensibilité sur tabac

Le test d’hypersensibilité du tabac sert a mettre en évidence le pouvoir pathogene d’une
bactérie par le desséchement des zones d’inoculation sur les feuilles de tabac. Elle consiste a
injecter une suspension bactérienne d’une culture agée 24 a 48heures dans [’espace
intercellulaire du limbe d’une feuille du tabac sur sa face inférieure, apres, la plante a été exposée
a une température ambiante pendant 24 a 48heures. L’opération a été répétée avec 1’eau distillée
pour le témoin négatif. La lecture du résultat a été faite aprés 24 heures. La réaction est dite
positive si la a zone foliaire inoculée avec la bactérie devient légerement translucide avec un
aspect humide. Par la suite, les tissus s’asséchent et prennent une coloration brun clair a beige
mais dans le cas ou aucun changement dans la couleur et ’aspect du tissu n’est observé, la
réaction est dite négative (Schaad et al., 2001). Dans le présent travail, ce test n’a pas été
effectué par manque de plantules de Tabac.
12. Test pathogénicité

Ce test permet la mise en évidence du pouvoir pathogéne des isolats bactériens testés. Nous avons
utilisé des jeunes plants d’oliviers de la variété Chemlal agée d’un an, pour la préparation de I’inoculum,
nous avons gratté une culture bactérienne agée de 24 a 48heures et nous 1’avons mis dans 9 ml d’eau
distillé stérile puis nous 1’avons agité pendant quelque minutes. La concentration d’inoculum est ajustée a

107cellules.ml-1 pour chacun des isolats, concentration suffisante pour provoquer la manifestation des
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symptdmes inoculations, 1’inoculation a été réalise au niveau de tige avec des blessures, chaque tige en a
fait 4 blessures avec scalpel stérile et injecte avec syringe de volume50 pl, les jeunes oliviers sont
irrigués chaque deux jour. Les symptomes ont été enregistrés pendant deux a trois mois apres

I’inoculation (Marchi et al., 2006).

36



Chapitre 1V

Resultats et Disussion



ChapitrelV Résultats et discussions

I .Résultats

Resultat de I’isolement a été effectué sur le milieu King B utilisant la technique suspension
dillution. Le principe de cette technique d’isolemnt de faire passer le tissu intérieur de la galle
sur milieu King B. Apr¢es une incubation deusx jours a 27°C, des bactéries semblables a celles de

Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi sur la surface des boites d’isolement.

1. dénombrement bactérien

Aprées une incubation de deux jours, nous avons fait le comptage des colonies bactériennes
qui se sont développées sur le mileux king B. Les résultats obtenus, montrent que le taux des
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi like bacteria est faible au niveau des deux échantillons
de tumeurs Elet E1 par rapport a 1’échantillon E2.

E1 : Echantillon 1, E1 : Echantillon 2, E2 : Echantillon 3

Taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria cfu/ml.

150
100
50 | King B
0
E1l L'échantillon
El
E2

Figure 19: Taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria dans des tumeurs d’olivier
quantifiées sur le milieu king B.

Pour le premier échantillon E1, le taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria dans le
milieu King B est de 7.5x10cellule.ml’, et pour le deuxiéme échantillon El, le taux des
Pseudomonas savastanoi like bacteria dans le milieu King B est de 1.75x10cellule.ml™!. Quant
au troisiéme échantillon E2 le taux est de 1.05 x10°cellule.ml™.

2. La description morphologique des isolats

Sur milieu King B nous avons pu séléctionné 46 colonies bactériennes présentant les
caractéristiques morphologiques des Pseudomonas savastanoi, ces colonies  ressemble
typiquement aux colonies des Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi. Ces colonies sont de
couleurs blanchatres généralement lisses convexes avec un reflet bleu et un diametre del a 4mm

(Figure 20) Ces isolats ont été identifiés par des tests biochimiques apres avoir été purifiés. Les
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tests effectués dans la détermination du genre sont : colorrration de gram, KOH, fluorescence sur

king B et test Hugh et Leifson.

Figure 20: Morphologie des colonies d’un des Pseudomonas savastanoi pv.savastanoi like

bactéria séléctionnés (Originale, 2021).

3. Test de Gram
3.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram permet de différencier entre les bactéries selon les propriétés de la
paroi. Les bactéries Gram positives se colorent en violet, les bactéries Gram négatives en rose
(Schaad et al., 2001).

Les résultats obtenus dans ce test montrent que 46 isolats sont des bacilles & Gram négatif

(en rose) et 5 isolats sont a gram positif, la figure 21 montres des bacilles a Gram négatif.

Figure 21 : Observation microscopique d’un frottis d’un isolat coloré par la technique de

Gram (microscope optique G 100X a immersion) (Originale, 2021).
3.2. Test KOH

Le but de cette méthode est de déterminer rapidement si une bactérie est gram positive ou
négative et pour confirmer le résultat de coloration de gram, une colonie isolée a été mélangé

dans une goutte d’une solution de KOH a 3% a ’aide d’une pipette pasteur. Deux minutes aprés,
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on tire le mélange vers le haut; si un filament se forme entre la pipette et la lame, la colonie
isolée est alors constituée de bactéries Gram négatifs. Si rien n'est entrainé par la pipette, les

bactéries sont Gram positifs.

Le résultat de ce test montre que il ya augmentation de la viscosit¢ du KOH et la
formation d’un filament chez toutes les isolats et cela, confirme que ces bactéries sont a Gram
négatif.La figure 22 montres bien la formation d’un filament entre la lame et I’anse de platine et

cela, signifie que se sont des bactéries Gram négatives.

Figure 22 : Résultat de test KOH (Originale, 2021).
4. Test de fluorescence
Les cultures bactériennes en boite de Pétri sur le milieu King B ont été observées sous une
lumiére ultraviolette ayant une longueur d’onde de 360 nm afin de noter la présence ou I’absence
de fluorescence.
Le test de fluorescence est utilisé pour la détection et la différenciation des Pseudomonas,
D’apres ce test, la plupart de nos isolats bactérienes sont fluorescentes sous la lumicre

ultraviolette.

Figure 23 : Résultat de test de fluorescence sur King (Originale, 2021).
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5. Test Hugh et Leifson

Ce test consiste a ensemencer par piqlre descendant jusqu'au fond du tube (a I’un des deux
tubes on ajoute une couche d’huilede vaseline stérile et I’autre sans huile) avec une culture pure,
de préférence dans la phase logarithmique de croissance, de I’isolat a étudier et I’incuber au
moins 48 heures a la température optimale.

Une coloration jaune dans les deux tubes (ouvert et recouvert) se traduit par une
dégradation oxydative du glucide ajouté. On constate ainsi que la dégradation oxydative se
produit a la surface ou pres de la surface du milieu nutritif, alors que la dégradation fermentaire

se produit aussi bien a la surface que dans 1'épaisseur du milieu mais si le virage du bleu au jaune

n’est observé que dans le tube sans huile, cela signifie que 1’isaolat inoculé dégrade le glucose en
présence d’oxygene ¢’est-a-dire, il s’agit d’un aerobie stricte (Schaad et al., 2001).

D’aprés les résulats de test Hugh et Leifson nous avons observé un virage du couleur bleu
au jaune dans les tubes sans huile chez 43 isolats parmi 46 isolats testés et ceci est du a la

dégradation de glucose par la bactérie, pour le reste des tubes, le virage de couleur a été observé

g

Figure 24 : Résultat test de Hugh et Leifson (Originale, 2021).

Tableau 04: Les Résultats des tests KOH, coloration de Gram, Hugh et Leifson et la

fluorescence sur king B. d’identifications des isolats

fluorescence | Test | Coloration | Hugh et leifson

Te
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E2.20 F - - + - + -
E2.21 F - + + - + -
E2.22 F - - + - + -
E2.23 F - - + - + -
E2.24 F - - + - + -
E2.25 F - - + - + -
E2.26 F - - + - + -

6. Les tests biochimiques :

Ces tests sont trés utilisés pour identifier les isolats bactérienes par la connaissance de
certaines caractéristiques.

Tests de LOPAT sont des tests utilis¢é pour déterminer les caractéres métaboliques des
Pseudomonas savastanoi (Production de Levane, présence d’oxydase, dégradation de Pectinase ,
présence de 1’arginine déshydrolase et Hypersensibilité du Tabac) qui joue un réle distinctif et
permettent de différencier les souches appartenant au genre de Pseudomonas (Schaad, 1988).

6.1. Test Production de Levane sucrase

Le test Levane est réalisé par ensemencement des isolats par la méthode des stries sur le
milieu Levane, il permet de vérifier la polymérisation du fructose en poly fructose par la
bactérie. Une réaction positive se traduit le developement de colonies blanches bombées
luisantes sur le milieu Levane. A I’aide (Lelliot et Stead, 1987).

Le résultat de ce test montrent que toutes les 30 isolats ensemencés sur ce milieu ne
produisent pas du levane sucrase car ils n’en pas formé des colonies, bombées, muqueuses,

blanche et brillantes.donc ; ils sontconsidérés comme des levane négatifs (Guido et al.,2005).

Figure 25: Résultat de Test Levane (Originale, 2021).
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6.2. Test oxydase

Ce test permet de mettre en évidence la présence ou I’absence du complexe enzymatique
cytochrome-oxydase (cytochrome C19) dans la chaine respiratoire des bactéries,

Dans ce test, une réaction positive indique qu’il y a eu oxydation du réactif
phénylénediamine pour former un composé coloré en violet, I’indophénol, et une réaction tardive
ou une absence de coloration indiquent une réaction négative (Klement et al., 1990).

Le résultat de ce test sur 30 isolats, montre 1’absence de la coloration violette dans plus
part des isolats qui est due a I’absence de I’enzyme recherchée, cela indique que la bactérie est

dépourvue de cette enzyme respiratoire.

Figure 26 : Résultat de test oxydase (Originale, 2021).
6.3. Test Pectinase

Le test Pectinase permet d’identifier 1’activité pectinolytique d’une bactérie c’est-a-dire sa
capacité a dégrader la pectine présente dans un milieu de culture spécifique ou des tranches de
pomme terre. (Guido et al., 2005).

Apres une incubation de quatorz jours, nous avons observé 1’absence de zone de lyse dans
toutes les 29 isolats. Ces isolats n’on pas pu dégrader la pectine et nous avons noté I’apparition

d’une pourriture chez un seule isolat uniquement (pectinase positif).

TR
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Figure 27 : Résultat de test pectinase (Originale, 2021

6.4. Test d’arginine di hydrolase
Pour le test Arginine di hydrolase, nous n’avons observé aucun changement de couleur
dans les tubes de tous les isolats testés, ce qui confirme que ces isolats sont des Arginine

négatifs, d’apres (Guido et al. (2005), les Pseudomonas savastanoi sont des arginine négatifs.

Figure 28: Les résultats de test Arginine di hydrolase (Originale, 2021).
6.5. Test d’hypersensibilité sur tabac
Le test LOPAT ne pourra pas étre complet sans le test Tabac, dans le présent travail, nous

n’avons pas pu faire ce test.de manque de plantules de tabac

Tableaux 05: Résultat des tests biochimiques LOPAT

Test Test levane Test Test pectinase T,est o Test
oxydase d argimne d’hypersensibilité
di hydrolase
sur tabac

Code

El.l - - - - NT
E1.2 - - - - NT
El3 - - - - NT
El.4 - - - - NT
ELS5 - - - - NT
El.6 - - - - NT
El.7 - - - - NT
E1.8 - - - - NT
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NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

E2.6

NT

E2.7

NT

E2.8

NT

E2.9

NT

E2.10

NT

E2.12

NT

E2.13

NT

E2.14

NT

E2.15

NT

E2.16

NT

E2.17

NT

E2.18

NT

E2.19

NT

E2.20

NT

NT : non testé

7. Test pathogenicité

Deux mois apres I’inoculation des plantules d’olivier (variété Chemlal), nous avons noté
la présence de tumeurs qui se sont developées (Tableau06). Quatre isolats (2, 3,5et10) surll
isolats testés, ont développé des tumeurs caractéristiques au niveau des blessures effectuées sur

les tiges d’olivier. Par ce test nous avons pu confirme le pouvoir pathogéne de la plupart des

1solats.
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Figure 29 : Résultat de Test de pathogénicité (Originale, 2021).

Tableau 06: Résultat de testpathogenicité

Test

Répétition

pa enicité 1

Isolat

Ei(7) -

Ei (8) +

Ei(7) +

E2(3) -

E2 (18) +

E2(7) -

E2(9) -

E2 (14) -

E2 (12) -

E2 (13) n

E2(6) -
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I1. Discussion

Pseudomonas savastanoi est une bactérie phytopathogéne causant des excroissances,
dénommé galles, des nceuds ou des tumeurs, principalement sur les parties aériennes des
plantes.Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen. La bactérie s’installe sur les
blessures et provoque des tumeurs aériennes sur différentes parties du végétal (Benjama, 2003).

Notre travail vise a confirmer la présence de I’agent causale de la maladie la plus
redoutable de I’olivier (La tuberculose d’olivier); pour cela, nous avons fait isolement et
identification de la bactérie au niveau du laboratoire, cette identification est basée sur une série
de tests biochimiques.

L’échantillonnage a été effectué a partir d’'un verger d’olivier situé dans La wilaya de
Djelfa et I’autre situé¢ dans la wilaya de Msila, les échantillons ont été prélevés durant la période
de floraison de I’olivier a partir d’ arbres présentant les symptomes typiques de la maladie de la
tuberculose ; pour cela des petites branches portant des tumeurs ont été coupées et mises dans
des sacs stériles et amener au laboratoire pour 1’isolement de 1’éventuel agent causale de ces
tumeurs.

Dans 1’objectifs d’évaluer approximativement le taux des Pseudomonas savastanoi pv.
Savastanoi dans les tumeurs d’olivier, nous avons quantifi¢ le nombre des colonies des
Pseudomonas savastanoi like bacteria qui se sont développées trois jours d’incubation sur le
milieu d’isolement. Les résultats obtenus montrent que le taux des Pseudomonas savastanoi like
bacteria était plus élevé dans I’échantillon E1 et E2 par rapport au troisiéme échantillon E1.

Dans le premicre échantillon (E1) nous avons enregistré un taux des Pseudomonas
savastanoi like bacteria dans le milieu King B de (7,5 x 10 cellules /ml™") et pour le deuxiéme
échantillon (E1) nous avons (1.75x 10 cellules /ml™"). Quand au troisiéme échantillon ce taux est
de (1,05%10? cellules /ml™!). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Birech (2016) qui a
effectué¢ des isolements a partir de tumeurs d’olivier prévenant d’une oliverie dans la willaya de
Djelfa, selon laquelle, le taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria sur milieu King B varie
de (1.66x10" cellules /ml™") a (9 x 10? cellules /ml™"). Le taux des Pseudomonas savastanoi dans
les tumeurs peut aller a des valeurs plus élevées comme c’est le cas des travaux de Marchi et ses
collaborateurs (2003) qui rapportent que le taux des Pseudomonas savastanoi like bacteria a été
estimé a (2,7 x 107 UFC /g™).

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour I’identification des
bactéries, il n’en demeure pas moins qu’ils sont particulierement utiles pour la détermination de

certaines especes et sous-especes de bactéries phytopathogénes. Grace a ces tests, il est possible
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de connaitre certaines caractéristiques du métabolisme des bactéries isolées, ces tests sont utilisés
pour déterminer les caractéres macroscopique et microscopique (Coloration de Gram) et
permettent donc de vérifier si la bactérie a un métabolisme oxydatif ou fermentatif.

La Coloration de Gram est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme,
l'arrangement, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules étudiées. Cette
coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le cristal violet. Celles qui
possedent une enveloppe externe sont décolorées lors du lavage a 1’éthanol (Gram-) alors que
celles qui n’en possedent pas vont retenir le colorant (Gram+).et les gram négatives vont étre
coloré par la fushine un colorant de contraste (Marchal et Bourdon, 1973).

Chez les bactéries a Gram négatif, la structure de la paroi est plus complexe. Il existe une
membrane externe séparée de la membrane interne cytoplasmique par un espace périplasmique
qui contient le peptidoglycane (une ou deux feuilles), beaucoup moins épaisque chez les
bactéries a Gram positif. La membrane externe est formée d'une couche interne phospholipidique
et d'une couche externe essentiellement composée de lipopolysaccharide (LPS) (Gutmann et
Williamson, 1987).

Le test KOH sert a confirmer d’une fagon rapide si une bactérie est de Gram positif ou a
Gram négatif sans passer par les étapes de coloration habituelles et sans utiliser un microscope
(Ryu, 1938).

Les colonies présentant une fluorescence jaune verte détectable sous ultraviolets a 360 nm,
sont considérées comme positives. La gélose King B favorise la production de pyoverdine et
inhibe par ailleurs la production de pyocyanine, le phosphate dipotassique augmente la
concentration en phosphore apporté par la peptone et stimule ainsi la production de fluorescéine,
et le sulfate de magnésium apporte les cations nécessaires a la production de pyoverdine et
inhibant la production de pyocyanine (King et al., 1954).

Sur le milieu king B les Pseudomonas fluorescentes sont capables de produire un pigment
jaune fluorescent. Il contient de la protéose peptone qui fournit des composés carbonés et azotés
pour la croissance des bactéries. Comme il contient aussi le glycérol, le sulfate de magnésium.
Les pigments et ou leurs dérivés produit par les espéces de Pseudomonas jouent un role de
sidérophores dans les systémes d’absorption du fer des bactéries et par conséquent, leur
production est nettement améliorée dans des conditions de carence en fer (Schaad, 1980 ; Ann et
Matthysse, 1998).

Selon Guillaume, (2004), le test Hugh et Leifson permet la détermination du métabolisme
oxydation ou fermentatif de la bactérie. Ce milieu permet de distinguer entre les deux processus,
la dégradation d'un glucide s'accompagne généralement d'une acidification du milieu:- lors des

respirations le glucide est oxydé en CO2, par le dioxygene, lors des fermentations le glucide est
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oxydé en acides et alcools, qui sont libérés dans le milieu qu'ils acidifient sensiblement. Ce
milieu contient un indicateur de pH, le bleu de bromothymol, qui prend une couleur jaune en
milieu acide et précisele type de dégradation du glucide (glucose) qui libére des acide et
¢ventuellement des gazs (Schaad et al., 2001).

Apres I’isolement, 46 isolats bactériens ont été sélectionnés en se basant sur les
caractéristiques phénotypiques des Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. Les résultats des
tests biochimiques (Coloration de Gram, KOH et fluorescence sur King B) montrent que les 30
isolats testés sont des bacilles a Gram négative, aérobie stricte et produisent un pigment
fluorescent sur le milieu King B.

Le test LOPAT qui joue un rdle distinctif et permettent de différencier les souches
appartenant au genre de Pseudomonas. Ce test est composé de cinq tests qui sont : Levane,
Oxydase, Pectinase, Arginine déshydrolase et test d’hypersensibilité sur Tabac (Schaad, 1988).

Le résultat obtenu dans le test Levane sucrase signifie que tous les 46 isolats étaient des
Levanes négatifs, selon Lelliot et al. (1966); L’enzyme levane sucrase catalyse la synthése de
levane a partir de sucrose et catalyse 1’hydrolyse du levane en monosaccharide. La production de
levane sucrase extracellulaire est présente chez quelques biovars de Pseudomonas fluorescents
(Jacques, 1994).

La recherche de l'oxydase est un des criteres les plus discriminatifs et les plus employés
pour l'identification des bactéries, surtout celle des bacilles a Gram négatif. Ce test consiste a
mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a oxyder la forme réduite incolore de dérivés
méthylés du paraphényléne diamine, en leur forme oxydée semiquinonique rose violacé.
L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines respiratoires
bactériennes, c’est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydo-réduction en impliquant une
molécule d’oxygene comme accepteur d’électrons.Dans ces réactions, 1’oxygene est réduit en
eau H20 ou en eau oxygénée H,O, Les bactéries qui posseédent I’enzyme oxydase peuvent
oxyder le N,N,N,N-tétraméthyl-1,4-phényléne diamine qui est un composant du réactif de la
recherche de la cytochromeoxydase en bactériologie (Klement et a/., 1990).

Le test de pouvoir pectonolytique été effectué¢ sur 41 isolats, pour savoir est ce que la
bactérie dégrade ou non la pectine. Les rondelles des tubercules de pomme de terre étant riches
en pectine et son hydrolyse en présence de pectinase se traduit par I’apparition de nécrose (Guido
et al., 2005)

D’apres Marchal ef al. (1982), le test d’arginine dihydrolase sert a déterminer la présence
ou I’absence de I’arginine dihydrolase, c’est-a-dire permet de détecter la capacité d’un organisme
a produire I’arginine déhydrolyse (ADH), enzyme qui décarboxyle 1’acide aminé arginine. Les

décarboxylases ou carboxylases, scindent les acides aminés entrainant la formation de l'amine
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correspondant avec la libération de CO; suivant la réaction. Il s'agit d'enzymes induites dont la

synthese est favorisée par un pH acide (pH =3.5-5.5) et des conditions d'anaérobiose.

Le test d’hypersensibilit¢ du tabac est test qui sert a mettre en évidence le pouvoir
pathogéne d’une bactérie par le desséchement des zones d’inoculation sur les feuilles de tabac
(Schaad et al., 2001). Dans la présente €tude, ce test n’a pas été réalisé par manque de plantules
de tabac.

D’apres les résultats globaux du test LOPAT, sur les 41 isolats analysés 30 isolats sont
des levane négative (absence d’une culture abondante, bombée, muqueuse, blanche et brillante),
Oxydase négative (absence d’une coloration violete), pectinase négative (ne dégradent pas les
pectines) et Arginine négative (absence I’arginine d’hydrolase). Concernant le test
d’hypersensibilité sur feuille de tabac que nous n’avons pas pu le faire, il est indispensable pour
affilier ces isolats a I’espece Pseudomonas savastanoi du groupe I selon le schéma de Lelliott et
al. (1966).

Le test pathogenicité confirme que I’isolat bactérien est pathogene. L’intervalle de
température dans lequel Pseudomonas savastanoi. Pvsavastanoi peut déclencher I’infection se
situe entre 5° et 37° et cet intervalle permettrait aux bactéries de causer des infections tout au
long de I'année. Cependant, les conditions optimales pour le développement de la maladie sont
d'environ 22°-25 °C et les périodes subséquentes subissent une forte probabilité d'infection en

l'automne et au printemps (Protta, 1995).Pseudomonas savastanoipv.

La présente étude constitue une contribution a 1’é¢tude de la maladie bactérienne la plus
redoutable chez 1’olivier dans le bassin méditerranéen et en Algérie. Cette maladie est plus
dangereuse et pose un probléme majeur dans le monde, vu qu’elle entraine de graves dégats dans
les oliveraies causant de grave pertes en termes de production. Le cout des dommages est estimé
a des centaines de millions de dollars chaque année, Jusqu'a présent aucune solution définitive
n’a été trouvée. Quand I’olivier est infecté par cette maladie cela conduit a une diminution de la
taille du grain d’olive et aussi également a une diminution de qualité de 1’huile d’olive.

Le présent travail constitue une contribution a la recherche et la détection de cette maladie,
pour ¢évaluer I’étendue de son développement et ses dégats et essayer de la cerné. Actuellement,
les chercheurs n’ont pas trouvé la solution la plus appropriée pour combattre cette maladie pour
cela, les méthodes de prévention demeurent le meilleur moyen de contréle. Les mesures
prophylactiques reposent sur la désinfection des outils de taille et le fait d’éviter de causer des
blessures lors des pratiques agricoles et la pulvérisation des arbres avec des composés a base de

cuivre.

51



ChapitrelV Résultats et discussions

La sélection sanitaire des plants qu’on introduit dans le verger aide énormément dans la
lutte car une fois installée, la bactérie est tres difficile a éradiquer et aucun produit phytosanitaire
n’est efficace sur un arbre atteint. Par ailleurs, 1’utilisation des cultivars résistants reste parmi les

moyens de lutte les plus efficaces.

Nos résultats sont encourageants pour savoir plus sur cette maladie pour cela, en termes de
perspectives, des tests d’identification biomoléculaire et des tests sérologiques sont
indispensables pour compléter et confirmer I’identité de ces isolats bactériens. D’autre part,
I’¢largissement des prospections dans d’autres oliveraies algériennes afin d’évaluer leur état
phytosanitaire et d’estimer les incidences économiques de cette maladie constitue également un

volet important.
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L’olivier est sujet a différents types d’attaques d’origine fongique ou bactérienne qui
peuvent réduire la capacité de production, par conséquent, causer de lourdes pertes économiques.
La tuberculose de I’olivier, une maladie incurable et redoutable causée par Pseudomonas
savastanoi pv.Savastanoi. En cas d’infestation, Elle se caractérise par [’apparition
d’excroissances de couleur marron, appelées chancres ou galles. Ces chancres se développent
généralement sur les rameaux, mais également au niveau des charpentieres et du tronc dans des
cas plus séveres (Benjama, 2003).

L’agent causal de la maladie de la tuberculose d’olivier, s’installe sur les blessures et
provoque destumeurs aériennes sur différentes partiesdu végétal et se multiple dans un intervalle
de température qui va de 18°C a 28°C. C’est un parasite €épiphyllequi vit a la surface et a
I’intérieur destumeurs; sa dissémination est favorisée parle gaulage des fruits,La maladie agit,
entre autres, sur la croissancedes repousses et elle affecte les organesreproducteurs. L’intensité
des dégatsprovoqués est fortement liée au nombre detumeurs par arbre. Elle constitue un sérieux
probléme pour la production des olives, réduit la capacité de production, affaiblie la plante et la

prédispose a I’attaque par d’autres maladies ou stress abiotiques (Queseda et al., 2007).

Ce travail a pour but principal, I’isolementde 1’agent causal possible des tumeurs
d’oliviers. Les isolat sont purifiés et identifi¢é en se basant sur des caractéres phénotypiques et
biochimiques. Ce travail réalisé au laboratoire a été précédé par une prospection de la maladie
sur terrain. En effet, ces tumeurs semblables a celles induites par la tuberculose d'olivier ont été
observées sur des rameaux d'olivier dans des oliveraies de la wilaya de Djelfa ainsi que Msila.

Apres échantillonnage, I’isolement a été pratiqué a partir des tumeurs, car seules les
tumeurs hébergent 1’agent pathogeéne. et constituent donc la principale sourced’inoculum de
dissémination et de conservation de la bactérie. Cette derniére a été isolée de la tumeur méme
pendant les périodes seéches.

Le milieu King B est un milieu utilisé principalement pour I’isolement et I’identification et
la différenciation de Pseudomonas qui produit ce pigment fluorescent contrairement a certaines
especes de Pseudomonas.Ce milieu nous a permet d’isoler la bactérie d’on soupconne [’agent

causal de ces tumeurs.
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Les résultats d’isolement et le dénombrement montrent que le taux des Pseudomonas
savastanoi like bacteria était plus €élevé dans 1’échantillon E1 et E2 par rapport au troisiéme

¢chantillon E1.

Les tests biochimiques sont des tests utilisés pour identifier les types de bactéries en
fonction des différences dans les activités biochimique de différentes bactéries, le choix de ces
tests est basé sur des résultats préliminaires des caractéristiques macroscopiques,
microscopiques, biochimiques, tels que la coloration de Gram et les caracteres de croissance qui
permettent d’attribuer les bactéries a une classe particuliére.

Les résultats des tests réalisés sur les 46 isolats, montrent que 17 isolats sont des bacilles
a Gram négatif, fluorescence, aérobies strictes, levane et oxydase négatif et ne dégradant pas la
pectine et des arginine di hydrolase négatif. Ces résultats sont intéressantes et méritent d’étre

compléter dans I’objectif de donner I’identité de ces isolats.
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Composition des milieux cultures :

1-Milieux de culture (g/l)

King B :

Me¢élange de peptone............coceveiieinnnnn. 20.0g/1
Phosphate dipotassique..................ceeunees 1.5g/1
Sulfate de magnésium........................... 1.5g/1
Agar bactériologique...............ceeeeinnnn.. 14.0g/1

PH final : 7 et 7.5 a27°C

Hugh et Leifson
Peptone.......coovvvviiiii 02¢g
Chlorure de sodium..................ooooeiiiininnn. 05g
Hydrogénophosphate de potassium................ 0,3g
GIUCOSC. ...t 10g
Bleu de bromothymol................................. 0,03g
Eaudistillée..........cooeiiiiiiiii, 1L
PH=17,2

Levane :

Extraitde levure................ooooiiiiiin. 2g/1
Peptone........oovviiiiii 5¢g/1
NaCl oo S5¢g/1
Saccharose.........ovvviviiiiiiiiiiiiii 50g/1
GElOSC. .ot 20g/1
Eaudistillée..........coooooiiiiiiiiiii 1L

Ph:7.0-7.2.

Arginine :

Peptone .......ccoovviiiiiii 1g/l
Sodium chloride.......................... 5¢g/l
Dipotassium hydrogen phosph............ 0.3g/1
L-Arginine ..........coovviinn cevenneennnn. 10. g/l
Rouge de phenol...................... ....... 0.016g/]
AQar.. oo 3. 0g/1
Eau distillée.............coooiiiiiii. . 11
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