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Introduction

Olivier (Olea europaea), ancien arbre fruité cultivé dans le monde entier notamment le

bassin méditerranéen, ayant une grande importance nutritionnelle, économique, et sociale

(Guo et al., 2018) il existe plus de 750 millions d’oliviers dans le monde entier dont 95%

sont concentrés sur le pourtour méditerranéen (Muzzalupo et al., 2014). . En fait, le

patrimoine génétique oléicole mondial est très riche en variétés. Il est constitué de plus de

2600 variétés différentes (Muzzalupo et al., 2014).

L’Algérie est l’un des principaux pays méditerranéens dont le climat est des plus

propices à sa culture (Bensemmane, 2009). L’État algérien a consacré un programme

important pour le développement de la filière oléicole permettant la plantation de nouveaux

vergers et la réhabilitation des anciens. Elle avait lancé un programme de plantation de 500

000 Ha d’olivier en intensif dans le nord et le sud du pays (Argenson, 2004) essentiellement

avec les variétés les plus dominantes Chemlal et Sigoise. L'Algérie estime une superficie

oléicole d'environ 348 196 ha avec une production moyenne d'environ 40.000 (t) d'huile

d'olive et 587 8 (t) d'olive de table (Boulkroune & Guissous, 2016). La filière oléicole en

Algérie souffre de multiples contraintes qui entravent son épanouissement, sa modernisation

et son ascension. Les maladies et les ravageurs d’olivier sont parmi ces contraintes.

L'olivier peut être attaqué par de nombreux bioagresseurs, essentiellement des

insectes, et des maladies. La plupart des maladies de l’olivier sont causées par des bactéries,

des virus et des champignons (Latef, 2018). Parmi les maladies fongiques qui constituent

véritable menace pour la culture de l’olivier, la verticiliose et l’œil de paon. Cependant, la

tuberculose d’olivier et le complexe de desséchement rapide de l'olivier dénommé CoDiRO

du à Xyllela fastdiosa sont parmi les maladies bactériennes les plus redoutables chez l’olivier,

et ce, vu leurs impact sur le rendement (Chliyeh et al., 2014).



La tuberculose d’olivier causée par Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est

considérée comme un problème important pour les cultures d'oliviers en raison de son effet

sur la croissance végétative (déclin des branches et des pousses, mort des petites branches et

brindilles), le rendement en olives et même éventuellement sur la qualité de l'huile d'olive

grâce à des caractéristiques organoleptiques inférieures telles qu'une odeur désagréable et un

goût amer et rance (Godena et al., 2012). Les symptômes de cette maladie se manifestent

sous forme d’hypertrophies et hyperplasies caractéristiques nommées galles (tumeurs) sur la

partie aérienne d’olivier ; rameaux, tronc (Roberto et al., 1990), et occasionnellement sur

feuilles et fruits (Ramos et al., 2012 ; Sisto et al., 2004). Cette bactérie peut survivre sur les

oliviers en tant qu'épiphyte, et est un agent phytopathogène opportuniste des plaies (Nguyen,

2017). Cette maladie agit sur la croissance des repousses et elle affecte les organes

reproducteurs. L'intensité des dégâts provoqués est fortement liée au nombre de tumeurs par

arbre. (Benjama., 2003).

Dans le présent travail, des isolats bactériens prévenant d’une oliverie de la région de

Laghouat. Ces isolats bactériens ont été isolés à partir de tumeurs d’olivier. Dans l’objectifs

de déterminer l’gent causal de ces anomalies pathologiques (tumeurs), nous nous sommes

proposées à travers la présente étude de faire identification phénotypiques et biochimiques

l’éventuel agent causale de ces nœuds; notre étude constitue une contribution à l’étude de la

maladie de la tuberculose d’olivier en Algérie.

Le plan de travail suivi dans ce travail se divise en trois parties : une partie

bibliographique qui a porté sur l’olivier et la maladie de tuberculose de l’olivier et une partie

pratique qui a été consacré à l’identification de l’agent causal des tumeurs d’olivier par une

série de tests biochimiques et biologiques.
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

1. Origine et historique de l’olivier

L’olivier a une origine très ancienne. Son apparition et sa culture remonterait à la

préhistoire, l’origine de l’olivier se trouve précisément dans les pays en bordure de berceau

des civilisations qu’est la méditerranée : Syrie, Égypte, Liban, Grèce ou Rome et autres, bien

que d’autre hypothèses soient admises mais celle de De candolle est la plus fréquemment

retenue ; qui désigne que la Syrie et l’Iran comme lieux d’origine de l’olivier (Miner, 1995).

Les première traces sauvages d’olivier ont été retrouvées en Asie mineure et date d’il ya

plus de 14000 ans. Des fouilles sur des sites préhistoriques ont permis de retrouver des

feuilles fossilisées datant du paléolithique ou du néolithiques ainsi que des traces de charbon

et de pollens, en bordure du Sahara datant d’environ 12000 ans avant J-C. on ne connait pas

avec certitude le lieu où l’homme a commencé à cultiver l’Olivier, mais on s’accorde

pourtant à reconnaitre que 3500 avant J-C, elle se serait faite en Syrie (Loumou et Giourga,

2002). Selon Amouretti et Comet (2000), il existe deux théories qui concernent premiers

oléiculteurs : certains mentionnent la Phénicie, d'autres la Crète, ou certains Amphores Pithoi

datant de 3500 av. ont été découverts. L'huile d'olive est y constituaient l'objet d'un commerce

important, car il s'y trouvait des tablettes de compte et d'autres objets.

3. Classification de l’olivier

L'olivier appartient à l'ordre botanique des Ligustrales, famille des Oléacées, Cette

famille comporte un grand nombre d'espèces différentes réparties à la surface du globe

(Wallander et Albert, 2000). L’espèce qui est cultivée dans le monde méditerranéen est l’Olea

europaea (Lumaret et Ouazzani, 2001) dans laquelle on rencontre l’oléastre ou olivier

sauvage, et l’olivier cultivé (Olea europaea sativa) (Amouretti, 2000). La classification de

l’olivier, selon Therios (2009) est la suivante:

Règne: Plantae.

Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliopsida

Classe : Dialypétales

Sous-classe : Lamiales
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espèce : Olea europaea

4. Description morphologique de l’olivier

L’olivier Arbre vigoureux qui peut atteindre, non taillé, 10 à 15 m de haut.

Généralement il ne dépasse pas 3 à 4 m de haut. Branches tortueuses aux nombreux rameaux

arrondis à feuilles oblongues, lancéolées. Fleurit en mai-juin-juillet (suivant la variété) en

grappes terminales ou axillaires, donnant des fruits pendants, gros, à formes variées mais peu

nombreux. Une très longue culture le rendit généreux et fertile, mais en revanche il devint

sensible, délicat au froid ou a la chaleur et multiplia les variétés suivant les contrées ou le

micro-climat (Pagnol , 1975)

4.1. Système racinaire

L'olivier présente un système racinaire puissant, qui confère à la plante une adaptation

à la profondeur et aux caractéristiques physiques et chimiques du sol. le développement en

profondeur peut se situer entre 15 à 150 cm. Selon la texture du sol, dans les sols sablonneux,

les racines peuvent atteindre jusqu'à 6m de profondeur. (Civantos, 1998).

� Le tronc

le tronc d’olivier est tout d’abord lisse, gris verdâtre durant dix années environ. Puis

au vieillissement, il se déforme en devenant noueux, crevassé, fendu, élargi à la base et d’une

couleur gris foncé presque noire (Pagnol., 1975).

� Les feuilles

Les feuilles sont persistantes (durée de vie 3 ans), simples, entières, lancéolées,

coriaces, vert foncé dessus (cuticule importante), argentées dessous (nombreux polis pour

limiter la déperdition d’eau) (Aillaud,. 1988). Les feuilles d’olivier sont riches en triterpènes,

flavonoïdes, sécoiridoïdes (Ghedira, 2008).
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

� Les fleurs

Les fleurs de l’olivier sont petites, et elles sont regroupées sur des grappes composées

de dix à cinquante fleurs, en fonction de la variété de l’olivier. Elles sont de couleur blanche,

leur centre est jaune et elles sont formées d’un calice de petite taille à quatre pétales, d’une

corolle uniforme, de deux étamines et d’un limbe formé à son tour par quatre lobes (Pagnol,

1975).

� Le fruit

Pour les fruits olive, sont des drupes ovoïdes de forme sphérique, vert puis noires à

maturité, à mésocarpe charnue et recouvert par un péricarpe lisse et un noyau ou endocarpe

fusiforme (Ghedira, 2008).

5. Cycle de développement végétatif de l’olivier

On distingue quatre périodes dans le cycle de l’olivier (l’ITAF, 2013):

� Période de jeunesse: de la première année jusqu’à la septième, marquée par une

grande multiplication cellulaire.

� Période d’entrée en production: où l’arbre commence à produire ses premières

olives

� Période adulte: c’est la période de production fruitière maximale.

� Période de sénescence: Elle se caractérise par le vieillissement de l’arbre suivi d’une

baisse de la récolte.

La durée de chacune de ses périodes variera selon les conditions de cultures des

arbres, et selon des variétés. L'amélioration des techniques de production (taille, fertilisation,

irrigation) et l'amélioration du matériel végétal (sélection clonale) ont permis de modifier la

durée de chacune de ces périodes (Alcalca et al., 1992).
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

6. Exigences climatiques de l’olivier

6.1. Exigences climatiques

� Humidité atmosphérique: Elle peut être utile dans la mesure ou elle n’est

pas excessive (+60%) ni constante car elle favorise le développement des

maladies et des parasites (l’ITAF, 2013).

� La température : Il semble que l'olivier a besoin d'amplitudes thermiques

jour-nuit supérieures à 10°C, pendant au moins une partie de son cycle annuel

: ces amplitudes doivent s'accompagner de températures minimales

suffisamment basses pendant la phase d'induction florale et jusqu'à la

floraison pendant au moins 2 ou 3 mois (Baldy, 1990).

� Pluviométrie : A moins de 350 mm de pluie la culture sans irrigation ne peut

être économiquement rentable. En intensif l’irrigation doit être obligatoire et

permanente.( l’ITAF, 2013).

6.2. Exigences Édaphiques

� Sol : Les sols sableux sont convenables pour l’olivier à condition qu’ils soient

bien pourvus en eau et en éléments nutritifs. Et Les sols argileux sont convenables

pour l’olivier à condition qu’ils soient bien drainés avec un taux d’argile inférieur à

35% (Masmoudi et al., 2016).

� Altitude : L’altitude de culture de l’olivier dépend de l’altitude. Les limites a

ne pas dépasser sont de 700 à 800 m pour les versants exposés au nord et de 900 à

1000 m pour les versants exposés au sud (l’ITAF, 2013).

7. Répartition géographique

7.1 Dans le monde

L’olivier est présent sur les six continents : Europe, Amérique du nord, Amérique du

sud, Afrique, Asie, Océanie. Toutefois, c’est dans le pourtour méditerranéen que l’on

retrouve plus de 90 % des oliviers. Les principaux vergers d’olivier se situent en Espagne, en

8



CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

Tunisie, en Italie, en Turquie, en Grèce, au Maroc, en Syrie, Portugal et en Algérie

.(Argenson et al., 1999).

L'olivier (Olea europaea L.) est l'un des arbres de production les plus importants et les

plus transcendants que l'on trouve dans l'ouest et le centre de l'Italie et de l'Espagne, dans le

sud du Maroc et de la Tunisie, dans l'ouest de la Turquie et en Grèce (Loumou et Giourga,

2003). Il sert de source de fruits et d’huile comestibles à des millions de personnes dans

diverses régions de Turquie. À l'heure actuelle, la production mondiale d'huile d'olive dépasse

2 500 000 tonnes. En 2015, la production globale des États membres du Conseil oléicole

international (COI) était de 2 964 500 tonnes, soit 94 % de la production mondiale. La

production de l'UE était de 2 322 000 tonnes, tandis que la production de chaque État

membre du COI montrait l'Espagne en tête avec 1 401 600 tonnes, suivie de l'Italie avec 474

600 tonnes, et enfin de la Grèce avec 320 000 tonnes. La Turquie a produit 143 000 tonnes, la

Tunisie 140 000 tonnes, le Maroc 130 000 tonnes, l'Algérie 83 500 tonnes et l'Iran 5 000

tonnes (COI, 2015).

Figure 01: Répartition des superficies globales dans le monde (COI., 2010).
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

7.2. En Algérie

L’olivier est une culture méditerranéenne par excellence, elle s’adapte très bien aux

conditions pédoclimatiques de l’Algérie. Ces dernières années, l’oléiculture a connu une

extension très significative dans les régions sahariennes. En Algérie, l’oléiculture joue un rôle

économique, social et environnemental important. Le verger oléicole national couvre une

superficie de plus 450 mille hectares avec un nombre d’olivier atteignant les 6.200.000 arbres

(Amrouni et al ., 2021).

Les rendements en olives entre 2000-2010 étaient de 12,8 à 25 kg/arbre puis ces

rendements sont passés à 30,7 à 40 kg/arbre durant les cinq dernières années (COI, 2021).

8. Principaux ravageurs les maladies de l’olivier

8.1.Principaux ravageurs

L’olivier est menacé par l’attaque de plusieurs maladies et ravageurs dont les dégâts

peuvent avoir des répercussions importants sur le rendement de l’arbre d’olivier.

. La mouche de l’olivier

La mouche de l'olive est actuellement le ravageur le plus dommageable en oléiculture

car ses attaques affectent très notablement la qualité des olives et de l'huile, Les dégâts

engendrés par la mouche sont à la fois d'ordre quantitatif et qualitatif. En effet, le

développement de la larve à 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).

La Teigne de l'olivier

La teigne appartient à la de la famille des Yponomeutidés, effectue trois générations

annuelles. Les chenilles des trois premiers stades vivent en mineuses, puis elles dévorent

totalement les feuilles. Les cocons sont tissés dans les feuilles repliées par des fils soyeux.

Elles pénètrent aussi dans les olives et provoquent leur chute anticipée (Coutin, 2003).

Le scolyte de l’olivier
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CHAPITRE I : Généralités sur l’arbre de l’olivier

Le scolyte s'attaque surtout aux branches des et arbres affaiblis. Il se distingue

facilement des autres scolytes par ses antennes à massue flabelliforme. Il y a deux ou trois

générations par an. Les galeries maternelles de ponte sont profondément creusées dans

l'aubier. Les galeries larvaires sont longues et sinueuses. Il vit aussi dans les Frênes et les

Lilas (Coutin, 2003).

8.2.Les malades fongique

La fumagine

La fumagine, est une maladie fongique provoquée par un complexe de champignons

(Capnodium ou Fumago salicina). Elle se manifeste par un dépôt noirâtre, semblable à de la

suie, qui recouvre la surface des feuilles et du bois. se développe sur le miellat sécrété par la

cochenille noire de l’olivier. En recouvrant la surface des feuilles, la fumagine limite la

photosynthèse et les échanges gazeux de l’olivier. La croissance de l’arbre et la production

d’olives s’en trouvent réduites. Dans des cas plus sévères, la persistance de la fumagine peut

causer une défoliation (AFIDOL., 2016).

La verticiliose

Le flétrissement verticillien causé par Verticillium dahliae est une maladie très

fongique répandue dans les vergers d'olivier. Dans le cas de la verticiliose d’olivier deux

types de symptômes peuvent s’observés l'apoplexie et le déclin (dépérissement) lent.

L'apoplexie se caractérise par un dépérissement rapide des rameaux et des branches, tandis

que le déclin lent consiste en un dessèchement rapide des inflorescences accompagné d'une

chlorose et d'une nécrose des feuilles (Jurado et al., 1993). Mais généralement c’est en mars

et avril que les dessèchements sont les plus spectaculaires.
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CHAPITRE II La tuberculose de l’olivier

1. Généralités sur la tuberculose de l’olivier

La tuberculose est considérée comme la première des maladies de l'olivier ayant une

référence historique. Le philosophe grec Théophraste (372 - 287 avant JC), affirme que « les

oliviers souffrent de callosités, aussi appelées ou nœuds » (Scortichini et al., 2004). En

Algérie la maladie est traditionnellement connue, elle était localisée dans la région de l’Est

vers les années 1960 (Benjema, 1998).

La bactérie phytopathogène Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Ps. savastanol)

est un résident commun de la phyllosphère de l'olivier (Ercolani., 1971). Cette bactérie à la

capacité de passer d'un mode de vie épiphyte sensu (Laben ., 1981) à un mode de vie

parasitaire chaque fois que des blessures de nature diverse permettent à la bactérie d'envahir

les tissus de l'hôte (Ciccarone., 1950). Le résultat macroscopique est la formation de nœuds.

Dans le processus de différenciation des nœuds, un certain nombre de facteurs de virulence

produits par la bactérie jouent un rôle fondamental (Surico et al., 1975) et (Sisto et al.,

2004). Cette maladie est considérée comme un problème majeur vu son effet néfaste sur la

croissance, le rendement et surtout la qualité de l’huile d’olivier (Guido., 2005).

2. Classification de Pseudomonas savastanoi

Pseudomonas savastanoi est une espèce de bactéries Gram-négatif, appartenant à la

famille des Pseudomonadaceae. C’est une bactérie phytopathogène qui attaque diverses

espèces de plantes. Selon Young (1996), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi appartient

à :

Règne : Bacteria

Division : Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espèce : Pseudomonas savastanoi
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3. Symptômes et dégâts

Les symptômes de la tuberculose d’olivier se manifestent par la production

d'excroissances ligneuses tumorales, pouvant atteindre plus de 10 cm de diamètre des

tumeurs parenchymateuses de forme régulière à irrégulière, de couleur verte à noirâtre, et à

surface lisses à rugueuse, qui se forment principalement sur les jeunes tiges ainsi que sur les

branches et les rameaux (Barguigua et al., 2020). Les tumeurs peuvent se former au niveau

des sites de développement des bourgeons, aussi peuvent être formées sur des points d'entrée,

telles que les plaies de taille, de récolte ou de blessures causées par le gel ou la grêle (Surico,

1986 ; Young et al., 2004). Les jeunes rameaux perdent leur feuillage et se dessèchent quand

les tumeurs sont bien développées, quant aux vieux rameaux ils perdent leur vigueur avec le

temps, deviennent chétifs puis meurent. Les feuilles et les fruits sont rarement infectés

(Quesada et al., 2012).

Figure 02: Les symptômes typiques de la tuberculose d’olivier (Quesada et al., 2012).

4. Cycle biologique :

Le cycle de vie de Pseudomonas savastanoi passe par deux phases :

� Phase épiphyte: Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) survit à la fois dans

les tissus des tumeurs et comme un épiphyte sur les rameaux, les feuilles et les fruits. Le

terme "épiphyte" est dérivé du " épi ; sur et phyte; plante ", ce qui signifie "sur la plante."

Parce que l'agent pathogène survit mieux sur des surfaces d'écorce rugueuse que sur les

feuilles, les populations des pathogènes sont plus élevées sur les rameaux que sur les feuilles
15
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(Ercolani, 1993). La source potentielle de l’infection des plantes saines sont les bactéries

épiphyties (Quesada et al ., 2010).

Pseudomonas savastanoi peut déclencher l'infection entre 5° et 37 ° C et cet intervalle

permettrait aux bactéries de causer des infections tout au long de l'année. Cependant, les

conditions optimales pour le développement de la maladie sont d'environ 22°-25 ° C et les

périodes subséquentes subissent forte probabilité d'infection en l'automne et au printemps

(Protta, 1995). La bactérie peut infecter l’olivier au tout moment de l'année et la formation

des tumeurs se déclenche seulement quand les conditions sont favorables.

� Phase endophyte :

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus

végétaux sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992). Selon d'autres auteurs, Psv pourrait

également présenter une phase endophytes, se déplaçant à travers les espaces intercellulaires

et même dans les vaisseaux du bois première zone infectée (Penyalver et al., 2006 ; Wilson et

al., 1964 ; Wilson et al., 1979).

Figure 03: Cycle de la tuberculose d’olivier causée par pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi (Bertolini, 2003).
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4.. Processus d’infection

L'établissement de l'infection nécessite des plaies, Les blessures causées par la récolte,

la taille, la grêle, le gel et les cicatrices foliaires permettent à l’agent pathogène de pénétrer

dans les tissus végétaux et de générer des nœuds . P. savastanoi peut avoir besoin de signaux

libérés par les plantes via les plaies pour activer la formation de tumeurs, car lorsqu'il pénètre

par les stomates, il n'est pas capable de générer des symptômes visibles (Surico, 1993).

L'agent pathogène colonise initialement les tissus autour du point d'infection et, grâce

aux enzymes pectolytiques et hémicellulolytiques, perturbe l'intégrité des cellules hôtes puis

peut envahir directement les vaisseaux du xylème (Marchi et al., 2009).

Le développement de Pseudomonas savastanoï au sein du végétal s’accompagne de la

sécrétion d’auxine bactérienne, entraînant une multiplication anarchique des cellules du bois.

Cela conduit à la formation d’un chancre. Cette excroissance présente à sa surface un exsudat

riche en bactéries et constitue une nouvelle source de contamination. Sous l’action des pluies

et du vent, les bactéries sont ensuite disséminées au sein de l’arbre et du verger. En cas de

vent violent, la bactérie peut être dispersée au sein d’aérosols sur plusieurs centaines de

mètres autour du foyer initial. L’infection reste généralement localisée au niveau du point

d’entrée de la bactérie. Dans des cas plus sévères, la bactérie est véhiculée par la sève et

l’infection se propage aux parties voisines. Les branches se recouvrent alors d’un chapelet de

galles (AFIDOL., 2019).

5. La lutte contre la tuberculose de l’olivier

Le traitement chimique au cuivre n’a aucun effet sur les arbres atteints, les ions de ce

dernier peuvent être toxiques pour Pseudomonas savastanoi et peut également induire un état

viable non cultivable, les polyphénols qui bloquent la formation des nœuds plus efficacement

que le cuivre. Les moyens les plus efficaces de lutter contre la maladie serait d’utiliser des

cultivars ou des variétés résistantes ou moins sensibles aux maladies bactériennes des plantes(

Smith et al., 1991).

Comme pour la plupart des maladies bactériennes, une lutte biologique est essentielle

contre l'agent pathogène. Bacillus subtilis produit des antibiotiques tels zwittermicine-A et la

Kanosamine, ainsi que d’autres lipoproteines antimicrobiennes. Il a été démontré qu’une
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protéine produite à partir de Bacillus subtilis réduit la taille des nœuds d’olives causée par

Pseudomonas savastanoi (Krid et al., 2012).
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CHAPITRE III Matériel et méthodes

1. Rajeunissement des isolats

Les colonies de ces isolats ont fait l’objet de plusieurs repiquages sur le milieu KB

jusqu’à obtention des d’isolats pures. Les boites ensemencées seront incubées à l’étuve à une

température 27C°pendant 24 à 48 h

2. Les tests  biochimiques

Ces tests permettent l’identification de caractères morphologiques et métabolique ,

parmi la forme , la structure des parois , production des pigment , les voies d’utilisation du

glucose (fermentative ou oxydative ) la coloration de gram , test KOH, fluorescence sur King

B et test Hugh et Leifson (Schaad., 1988).

2.1.Test de coloration de Gram

La coloration de gram est un test utilisé pour distinguer deux grands groupes

bactériens: les bactéries gram négatif et les bactéries gram positif et permet de mettre en

évidence les propriétés de la paroi bactérienne (Camille, 2014).

La technique de coloration de Gram consiste à prélever une colonie jeune âgée de 24

ou 48 heures et la mettre sur une lame avec une goutte d'eau distillée stérile pour faire un

écouvillon en circulation. Puis, le frottis est séché et maintenu au-dessus d'une flamme. Le

frottis sera enduit de violet de gentiane, qui doit être appliqué 1 minute puis rincer à l’eau de

robinet , Après le Lugol, il sera ajouté et laissé agir pendant une minute pour améliorer la

liaison du premier colorant avant d'être laver à l'eau du robinet  . Une décoloration est faite à

l’alcool 95° pendant 30 secondes suivi par un rinçage à l’eau ; ensuite le frottis sera recoloré

par la fuchsine pendant 10 secondes puis rincé avec l’eau  et séché. Une observation

microscopique du frottis est faite à l’objectif X 40 et ,en utilisant une goutte d’huile à

immersion à l’objectif X100 (Gutmann et williamson, 1987).

2.2.Test KOH

C'est un test qui a pour but de distinguer entre les bactéries gram positif et bactéries gram

négatif, sur une lame microscopique nous avons s mélangé goutte d’une solution de KOH

(hydroxyde de potassium) à 3% et avec de colonies bactérienne âgée de 24heures en

effectuant des mouvements circulaires. Après quelques secondes le mélange est tiré vers le
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haut; s’il y aura une formation d’un filament entre la boucle de l’anse et la lame s’épaissit

lorsque les bactéries sont des gram négatives sera visqueuse et formera une chaîne mucoïde

dans les 30 secondes. S’il n’ y a pas de viscosité observée la réaction est considérée comme et

, ce cela signifie que les bactéries sont des gram positifs) (Suslow et al., 1981).

Figure 04 : Photo du test KOH (Original, 2023).

2.3.Test de Fluorescence

Dans ce test, nous avons ensemencé en stries les isolats à tester sur milieu King B en

boites de pétri puis nous les avons incubées à une température de 27°C pour trois jours.

Pour déterminer la présence ou l’absence de pigments fluorescents bleus ou verts, les

colonies qui se sont développées sur milieu King B en boites de pétri ont été observées

sous une lampe émettant une lumière ultraviolette ayant une longueur d’onde 254 – 360

nm (Lelliott et al., 1966).

Figure 05 : Photo d’ensemencement sur le milieu King B .

2.4.Test hugh et Leifson
Le test hugh et leifson permetde vérifier si la bactéries étudiée utilise une voie

métabolique oxydative ou fermentaire. Nous avons prélevé une colonies bactérienne

âgée de 24h et à l’aide d’une anse de platine stérilisée nous avons ensemencé deux

tubes gélosés contenant milieu Hugh et Leifson par piqure centrale l’un des deux

tubes a été placé dans des condition anaérobies en ajoutant une couche d’huile de

vaseline stérile d’environ 1.5 cm d’épaisseur à la surface de tube. Les deux tubes ont
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été incubés à une température de 27° pendant 48 heures. Nous avons fait deux

lectures une après 24heures et une deuxième après 48 heures ( Francois et al., 2012)

Figure06: Photo de Test Hugh et Leifson (Originale, 2023).

3.Test LOPAT
pour distinctif et permettent de différencier les souches appartenant au genre

de pseudomonas nous avons utilisé les cinq tests suivants :(test de levan , présence

d’oxydase , présence de pectinase , présence de l’arginine déshydrolase et tes d’

Hypersensibilité sur feuilles de Tabac )(schaad., 1988).

3.1.Test Levane
Ce test permet de vérifier la polymérisation du fructose en poly-fructose par la

bactérie testée. (Marchi et al., 2005). A l'aide de l'anse de platine, l'ensemencement

d'une colonie bactérienne jeune se fait par une série de stries sur une boite de Pétri

contenant le milieu Levane, puis incubées à 27° C pendant 3 à 5 jours. Le

développement de colonies blanchâtres et convexes avec un aspect plutôt crémeux

indique que la bactérie possède l’enzyme Levane-sucrase(test positive)et un possède

un aspect lisses, très visqueuses légèrement sur élevées ) cela nous permet de

considérer nos isolats testés comme des levan négatifs (Goszczynska et al., 2000) et

(Moretti et al., 2008).
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●

Figure07: Photo de Test Levane (Originale, 2023).

3.2.Test Oxydase

Le test oxydase permet de mettre en évidence la présence (ou non) du complexe

enzymatique: cytochrome-oxydase (cytochrome C19) dans la chaîne respiratoire des

bactéries ). Ce test est réalisé en utilisant des des bâtonnets d'oxydase. Un de ces des

bâtonnets est placé dans une boite de Petri vide. On dépose sur celui-ci une colonie

bactérienne jeune agée de 24 heures, en utilisant une pipette Pasteur stérilisée au préalable.

Après écoulement de 60 secondes, l’apparition d'un composé coloré en violet qui est

l'indophenol suite à l'oxydation du réactif phénylenediamine indique un résultat positif. En

cas d'absence de couleur indique un résultat négatif (Steel, 1961).
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Figure08: Photo de test Oxydase (Original, 2023).

3.4.Test Pectinase

Le test Pectinase permet de vérifier l’activité pectinolytique d’une bactérie c’est-à-dire sa

capacité à dégrader la pectine présente dans un milieu de culture spécifique ou des tranches de pomme

terre .Dans notre essai, on a utilisé les tranches de la pomme de terre comme source de pectine. Les

tranches sont stérilisées à l’éthanol (95%) puis lavées à l’eau distillée stérile et séchées. Les tranches

ont été déposées dans une boite de pétri contenant du papier filtre mouillé, des colonies bactériennes

fraichement prélevées ont été inoculées au centre des rondelles et incubées à 27° C pendant sept à

quatorze jours, l’odeur indésirable et l’apparition de nécrose signifie la présence de l’enzyme

pectinase (Ghanney et al 2016.,)
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Figure09: Photo de Test pectinase (Originale, 2023).

3.5.TEST Arginine

Ce test sert à déterminer la présence ou l'absence de l'arginine dihydrolase,. dans ce

test, une colonie bactérienne jeune âgée de 24 heure a été ensemencée dans deux tubes

contenant milieu arginine semi solide par piqure centrale; l’un des deux tubes est couvert

avec 1.5 cm d’huile de vaseline stérile. Ces tubes sont ensuite incubées à l’étuve à 27°C ,

Après 4 jours d’incubation, le test est considéré comme positif s’il y a un changement de

couleur rose en rouge dans des conditions d’anaérobie, s’il n’y a pas de changement de

couleur, le test est dite négatif ( Thornley, 1960)

Figure10:photo de test Arginine (originale, 2023).
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3.6.Test d’hypersensibilité surfeuilles de Tabac

Le test d’hypersensibilité permet de mettre en évidence la réaction rapide de défense

de la plante contre la pathogénicité bactérienne par le désèchement des zones d’inoculation

sur les feuilles de tabac Pour ce test, nous avons injecté une suspension bactérienne. d'une

culture jeune âgée (24 à 48 heures) ( à une concentration d’environ 108cfu/ml) entre

l'épiderme et le parenchyme palissadique d'une feuille de tabac à l'aide d'une seringue. Le

test est considéré positif s'il apparaît au bout de 24 heures, une plage nécrotique

correspondant à la zone infiltrée. Le test est négatif si aucune réaction n'est observée (Schaad

et al., 2001).

Figure11: Photo du test de l’hypersensibilité sur feuilles de tabac (Original , 2023).
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1- Les résultats des Tests Genre

Pour l’identification et la détermination du genre bactérien avons nous effectué une

étude macroscopique basée sur (l’aspect des colonies, production de pigment fluorescent sur

milieux King B ) et nous avons étudié les caractères micro morphologiques et biochimiques

(coloration de Gram , KOH et test Hught et Leifson ) (Lelliot.,1987).

1.1Test coloration de gram

D’après l’observation microscopique faite à l’objectif 40x et à immersion à

l’objectif 100x toutes les bactéries se colorent en rose et elles ont une forme bacille ce qui

confirme que ce sont des gram négative. Chez les bactéries à gram négatif, la paroi est riche

en lipides et laisse passer l’alcool qui décolore le cytoplasem en éliminant le violet de

gentiane par contre les bactéries à gram positives qui se colorent en violet sont dotées

d’une simple paroi avec une grande quantité de peptidoglucane , les bactéries à Gram négatif

, composées de moins de peptidoglycane mais prouvues d’une membrane externe

supplémentaire (Gutmann et williamson., 1987)

Figure12: Observation microscopique d’un frottis d’un isolat coloré par la technique de

Gram (microscope optique G 100X à immersion) (Originale, 2023)

1.2. Test KOH

Pour confirmer le résultat de la coloration de gram nous avons fait le test KOH

Pour tous les isolats nous avons observé l’augmentation de la viscosité du KOH à 3 % et la

formation d’un filament mucoïde ce qui confirme que ces bactéries sont à Gram négatif

(Suslow et al., 1981). En présence d’hydroxyde de potassium, les parois des cellules gram

négatives sont dégradées. KOH dissout facilement la fine couche de peptidoglycane des

parois cellulaires des bactéries gram négatives la désintégration de la paroi cellulaire à gram

négative lyse la cellule et libère son contenu y compris L’ADN. en conséquence, un matériau

chromosomique visueux est libéré, ce qui rend la suspension bactérienne épaisse et filandeuse

. le visqueux et la solution collent à la boucle au toucher (Ryu., 1938).
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Figure 13: Résultats de test KOH (Originale, 2023)

1.3. Test de Fluorescence sur King B

Tous les 25 isolats ensemencées sur le milieu King B ont présenté une fluorescence

caractéristique typique de Pseudomonas savastanoi, jaune-vert détectable sous ultraviolets à

une longueur d’onde de 360 nm (King et al., 1954).La fluorescence observée est due au

présence de pigment fluorescent .la gélose King B favorise la production de pyoverdine et

inhibe par ailleurs la production de pyocyanine .le phosphate di potassique augmente la

concentration en phosphore apporté par la peptone et stimule ainsi la production de

fluorescéine (Yvonne et Dennis, 1987).

Figure 14 : Résultats de test de fluorescence sur King B (Originale, 2023)

1.4. Test hugh et Leifson

Après 48heurs d’incubation. nous avons observées un virage du couleur bleu au

jaune dans les tubes sans huile alors que dans les tubes avec huile aucun changement n’a été
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observé et ce, chez tous les 25 isolats testés la couleur jaune dans les tubes sans huile

indique que la bactéries dégrade le glucose (le glucide est oxydé en présence d’oxygène

produisent de l’acide. le produit acide est décrit par le changement de couleur du bleu de

bromothmol, qui est un indicateur de couleur PH contenu dans le milieu les bactéries sont

oxydative mais, dans les tube avec huile les résultat signifie que le glucide oxydé en acides

et alcools en absence d’oxygène . les bactérie sont fermentative (Schaad et al,. 2001).

Figure15: Résultat de test Hugh et Leifson (Originale, 2023)

Tableau 01 : Résultats des tests “ KOH, coloration de Gram, la fluorescence et test Hugh et
Leifson”.

Les
codes

Coloration
de Gram

KOH Fluorescence
sur KB

Hugh et Leifson

Après 24h Après 48h

Sans
huile

Avec
huile

Sans huile Avec
huile

M1 G- - F + - + -

M.2 G- - F + - + -

M.3 G- - F + - + -

M.4 G- - F + - + -
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M.5 G- - F + - + -

M.6 G- - F + - + -

M.7 G- - F + - + -

M.8 G- - F + - + -

M.9 G- - F + - + -

M.10 G- - F + - + -

M.11 G- - F + - + -

M.12 G- - F + - + -

M.13 G- - F + - + -

M.14 G- - F + - + -

M.15 G- - F + - + -

M.16 G- - F + - + -

M.17 G- - F + - + -

M.18 G- - F + - + -

M.19 G- - F + - + -

M.20 G- - F + - + -

M.21 G- - F + - + -

M.22 G- - F + - + -

M.23 G- - F + - + -

M.24 G- - F + - + -

M.25 G- - F + - + -

Les résultats des tests biochimiques (Coloration de Gram , KOH , fluorescence sur King B et

test hugh et leifson ) montrent que les 25 isolats testés sont des bacilles à Gram négative ,

prouduisent un pigment fluorescent sur le milieu King B et sont des aérobies strictes.

3.Le test LOPAT
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Nous avons utilisé le test LOPAT pour déterminer les caractères métaboliques

(production de Levane, présence d’oxydase , dégradation de pectinase , présence de l’arginine

déshhydrolase et Hypersensibiltié du tabac) chez nos isolats (Schaad., 1987).

3.1.Test levane

Après 4 jours d’incubation des 25 isolats sur un milieu levane, nous avons observés

un aspect lisses, très visqueuses légèrement sur élevées indique que aucune polymérisation

du fructose en poly-fructose n’a été faite, et cela nous permet de considérer nos isolats testés

comme des levan négatifs (Moretti et al., 2008).

Figure16: Résultat de test Levane (Originale, 2023).

2.3. Test Oxydase

Le résultat de ce test montre qu’après 10 secondes d’inoculation de colonie

bactérienne âgées 24h dans des bâtonnets d’oxydase nous n’avons observées aucun

coloration violette chez tous les isolats ce qui se traduit par l’absence du l’enzyme :

cytochrome-oxydase (cytochrome C19) dans la chaîne respiratoire des bactéries., Ce qui

confirment que toutes les isolats sont des oxydase négatif (Steel, 1961).
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Figure 16: Résultat de test Oxydase (Originale, 2023)

2.4.Test Péctinase
Dans ce test, nous avons observé que les parmi les 25 isolats testés ; 22 isolats

étaient négatifs pour l’activité pectinolytique après quatorze jours d’incubation car nous

n’avons pas observé de pourriture sur les tranches de pommes de terre. Cette réaction

négative traduit que les isolats n’ont pas la capacité à dégrader la pectine présente dans les

rondelles de la pomme de terre (Ghanney et al ., 2016) Nous avons aussi observée chez 3

isolats présence d’une nécrose autour du creu d’’inoculation ainsi qu’une odeur indésirable

s’échappant de la boite ce qui indique que ces bactéries dégradent la pectine.

Figure17 : Résultats négatifs de Test pectinase (Originale, 2023).
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Figure18 : Résultats positifs de Test pectinase (Originale, 2023).

2.5.Test Arginine
Après 4 jours d’incubation aucun changement de couleur n’a été observé, la couleur

des tubes reste rose chez tous les 25 isolats testés ce qui indique que ce test arginine

négative et montre qu’ il y a transformation de l’arginine en citrulline et ammoniaque . Et

décarboxylation de la citrulline en ornithine et ammoniaque (jonathan,2007).

Figure18: Résultat de test Arginine di hydrolase (Originale,2023)

2.6. Test d’hypersensibilité sur les feuilles de Tabac
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Dans ce test nous avons testé 8 isolats par manque de plantules de tabac. Après 24h

nous avons observé dessèchement et des plages nécrotiques dans les zones d’inoculation ce

qui indique que toutes les isolats utilisées sont pathogène (Schaad et al., 2001).

La réaction d’hypersensibilité est une se caractérise par la mort rapide des cellules

autour du site d'infection. Cela entraîne une nécrose étendue des tissus atteints. Dans les

nécroses s'accumulent des substances toxiques (phytoalexines) dirigées contre l'agent

pathogène. Selon chim jost et pierre jost,. (2016). La nécrotisation des cellules dans le cas de

la réaction d’hypersensibilité est liée à la formation de peroxyde d'hydrogène H₂O₂ et

d'oxyde d'azote NO. La réaction d’hypersensiblilité est également associée à une libération

d'éthylène et autres substances chimiques volatiles. On observe aussi un changement rapide

d'influx et d'efflux de cations dans les cellules et une lignification des parois cellulaires

entourant le site nécrosé. Plusieurs enzymes sont induites : protéases, chitinases, glucanases

dont les produits de dégradation de leurs substrats agissent en tant qu'éliciteurs conduisant la

plante à synthétiser d'autant plus de phytoalexines .

Figure19 : Résultat de Test d’hypersensibilité sur les feuilles de Tabac (originale, 2023).

Tableux 02 :Résultats des tests LOPAT

35



CHAPITRE III Résultats et interprétations

36

Les
codes

Test
levane

Test
oxydase

Test
pectinase

Test d’arginine
di hydrolase

Test
d’hypersensibilité
sur tabac

M.1 - - - - +

M.2 - - - - +

M.3 - - + -

M.4 - - - -

M.5 - - - - +

M.6 - - - -

M.7 - - - -

M.8 - - + -

M.9 - - - -

M.10 - - + -

M.11 - - - - +

M.12 - - - -

M.17 - - - -

M.18 - - - - +

M.19 - - - -

M.20 - - - -

M.21 - - - -

M.22 - - - - +

M.23 - - - -

M.24 - - - - +

M.25 - - - - +



Discussion

D’après les résultats du test LOPAT effectués sur 25 isolats, nous avons confirmé que 25
isolat sont des levanes négatifs, des oxydases négatifs et des arginine négatifs alors que 22
isolats sont des pectinase négatifs (ne dégradent pas la pectine). Pour le test tabac pour 8

isolats donne une réaction positive.
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Discussion

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

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

tuberculose d’olivier est une maladie bactérienne affectant les oliviers (Olea europea L).

L’agent causal est le Pseudomonas savastanoi. responsable de la formation des noeuds

(galles) sur le tronc et les rameaux. Cette maladie fait des ravages sur l’oléiculture en Algérie

(Malki et al., 2020).

L’objective de cette étude est l’identification de l’agent causal de quelques anomalies

pathologiques chez l’olivier dans la région de Laghouat, Pour identifier les espèces

existantes nous avons réalisé les tests biochimiques pour 25 isolats bactériens. Ces tests sont

utilisés pour déterminer les caractères macroscopiques et microscopique et biochimiques

(coloration de gram, test KOH, test de fluorescence sur King B) et les voies d’utilisation du

glucose (fermentative ou oxydative) test Hugh et Leifson.

D’après l’observation microscopique effectuée suite à la coloration de Gram, les 25

isolats se colorent en rose et elles ont une forme bacille car elles retiennent la coloration rose

ce qui montre que se sont des Pseudomonas Gram négative. Mirik et al., ( 2011) et Benyoub

et al ., (2019) et Zucchini., (2023) rapportent que la bactérie Pseudomonas isolées de

l’olivier est à Gram négative de forme bâtonnet.

Les bactéries Gram-positives et Gram-négatives se distinguent en bactériologie par leur

couleur de base, cruciale pour leur identification. En effet, le violet de gentiane colore les

composants cytoplasmiques, et après cette période de coloration, toutes les bactéries sont

violettes. Les bactéries Gram négatives ont des membranes riches en lipides qui permettent à

l'alcool (ou alcool + acétone) de traverser et de décolorer le cytoplasme, tandis que les

bactéries Gram positives ont des membranes qui agissent comme une barrière imperméable à

l'alcool, gardant la couleur violette du cytoplasme dans ce test nous avons confirmé que tous

les isolats sont des bacilles à gram négative (Camille, 2014)

Test kOH comme complément efficace à la coloration de gram a été très utile pour la

différenciation rapide et précise et en se basent sur la structure de la paroi de les bactéries

initialement isolées à partir de tissus végétaux Cette méthode utilise la rupture rapide de la

paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives dans une solution alcaline libérant de l'acide



désoxyribonucléique qui provoque le filetage visqueux. Les bactéries Gram-positives ne se

lysent pas dans 3% de KOH (Suslow et al., 1981).

Et d’après le test KOH ces isolats ont formé un filament visqueux en contact avec la

solution KOH. Ce qui confirme que ce sont des gram négative. D’après Oulebsir et al.

(2017), les isolats bactériens issus de tumeurs d’olivier sont des gram négative.

Le test de fluorescence est un test qui confirme la fluorescence sur le milieu King B.

Les 25 isolats bactériens testés ont présenté une fluorescence caractéristique typique de

Pseudomonas savastanoi . sur le milieu King B, jaune-vert détectable sous ultraviolets à une

longueur d’onde de 360 nm (King et al., 1954). La gélose King B favorise la production de

pyoverdine et inhibe par ailleurs la production de pyocyanine. D’après (Sisto et al. (2007),

Les bactéries isolées à partir des branches d’olivier de différentes plantes hôtes en Italie

montrent une fluorescence typique de Pseudomonas savastanoi. sur le milieu King B. De leur

côté Mirik et al., (2011) rapportent également que les isolats prevenant de l’olivier sont

fluorescentes.

Dans le test Hugh et Leifson, chez tous les isolats, le tube sans huile vire au jaune alors

que les tube avec huile aucun changement de couleur n’a été observé. Ce qui permet de dire

que la bactérie dégrade le glucose et qu’il s’agit de bactéries aérobies strictes. Nos résultats

s’accordent avec ceux de Benjama, (2003 ) , qui rapporte que les Pseudomonas isolées à

partir de tumeurs d’olivier sont des aérobies strictes.

Les résultats des tests biochimiques (Coloration de Gram , KOH , fluorescence sur

King B et test hugh et leifson ) montrent que les 25 isolats testés sont des bacilles à Gram

négative , prouduisent un pigment fluorescent sur le milieu King B et sont des aérobies

strictes. Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par . Benjama, (2003 ) Mirik et

al., (2011), Oulebsir et al., (2017) et zucchini., (2023). Ce qui confirme les isolats sont des

Pseudomonas.

Le test LOPAT a été utilisé pour confirmer les caractéristiques métaboliques de des

isolats. Ce test comporte cinq tests (production de Levane, présence d’oxydase, dégradation

de pectinase, présence de l’arginine déshhydrolase et Hypersensibiltié sur tabac).

Les 25 isolats ensemencés sur le milieu Levane présentent un aspect lisses, très

visqueux légèrement. Cet aspect indique qu’aucune polymérisation du fructose en

poly-fructose n’a été faite. Pour cela, ces isolats sont considérés comme des levanes



négatives. Ces résultat sont en accord avec celles rapportés par (Moretti et al., 2008) qui ont

étudié 53 isolats de P. savastanoi provenant de 05 pays différents : Albanie, Italie, Maroc,

Portugal et Turquie . D’après Turco et al., (2022 ), il existe des isolats issus de tumeur

d’olivier capables de polymériser le fructose en poly-fructose. Ce qui renforce la

possibilité de trouver des levanes positives également dans le cas de la tuberculose d’olivier.

Le test oxydase chez les 25 isolats donne une réaction négative ce qui se traduit

l’absence du l’enzyme: cytochrome-oxydase (cytochrome C19) dans la chaîne respiratoire

des bactéries. Nos résultats s’accordent avec ceux de Khezri et al. (2019) et Mirik et al.

(2011) qui rapportent que les Pseudomonas isolées à partir de tumeurs d’olivier n’ont pas la

capacité d’oxyder le réactif du test oxydase.

D’après les résultats obtenus du test pectinase, 3 isolats étaient positive alors que 22

isolats étaient négatifs, cette réaction négative indique que les isolats n’ont pas la capacité de

dégrader la pectine présente dans les rondelles de la pomme de terre ; Ces résultats sont en

concordance avec ceux obtenus par Guido et al., (2005) et Scortichini et al., (2004 ) qui

rapportent que les isolats Pseudomonas issus des tumeur d’olivier n’ont pas d’activité

péctinolytique.

Les résultats du test Arginine dihydrolase chez les 25 isolats montrent qu’aucun

changement de couleur n’a été observé dans les tubes cela indique que ces isolats bactériens

n’ont pas pu faire la dégradation de l’arginine en anaérobiose par l’enzyme Arginine

dihydrolase. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Khezri et al. (2019) et Krid et

al. (2011) qui rapportent que les Pseudomonas savastanoi. sont des bactéries incapables de

dégrader l’arginine.

Les résultats de test de l’hypersensibilité sur les feuilles de tabac chez 8 isolats donne une

réaction positive par dessèchement et nécrose dans les zones d’inoculation ce qui confirmé

que toutes les isolats testés sont pathogénes. Ces résultats sont en concordance avec ceux

obtenus par Hassona et al. (2022) et Koscak et al. (2023).

La réaction d'hypersensibilite (RH) est un mécanisme complexe de défense induit par

une plante suite à l'infection par des agents pathogènes. Elle implique la mort de cellules

végétales, l'expression de tout un arsenal de réponses de défense, dont l'induction d'une

résistance systémique acquise régulées par des signaux endogènes (Baillieul., 1996).



D’après les résultats du test LOPAT effectués sur 25 isolats, nous avons confirmé que

25 isolat sont des levanes négatifs, des oxydases négatifs et des arginine négatifs alors que

22 isolats sont des pectinase négatifs (ne dégradent pas la pectine). Pour le test tabac pour 8

isolats donne une réaction positive. Ce qui nous permet de considérer ces huit isolats comme

des Pseudomonas savastanoi. Nos résultats sont en accord avec ceux de plusieurs chercheurs

qui ont étudié l’agent causal de tuberculose de l’olivier (koscak et al., 2023; Hassona et al.,

2022).

Le test de pathogénicité est un test très utile pour confirmer le pouvoir pathogène des

isolats bactériens, L'intervalle de température dans lequel Pseudomonas savastanoi. pv.

savastanoi peut déclencher l'infection se situe entre 5° et 37° et cet intervalle permettrait aux

bactéries de causer des infections tout au long de l'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) Dans

notre, ce test n’a pas été effectué.
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CONCLUSION

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

pays méditerranéens, cet arbre est bien connu pour son intérêt alimentaire et thérapeutique

I'olivier est sujet à plusieurs attaques parasitaires d'ordre fongique, tel que le

Cycloconrum oleagtnsum, d'ordre entomofogiques tels que le Dacus oleae, Euphyllura

olivina, Sesserra olea, ou d'ordre bactériologiques telle que Pseudomonas syringae pv.

savastanoi. Ce dernier agent pathogène provoque la tuberculose de l'olivier.

La tuberculose de l’olivier est la principale maladie bactérienne de l’olivier. Elle est

Causée par Pseudomonas savastanoi . La bactérie s’installe sur les blessures et provoque des

tumeurs aériennes sur différentes parties du végétal, Elle constitue un sérieux problème pour

la production des olives, réduit la capacité de production, affaiblie la plante et la prédispose à

l'attaque par d'autres maladies ou stress abiotiques.

Notre travail, a pour but l’identification de l’agent causal de quelques anomalies

pathologiques chez l’olivier dans la région de Laghouat

Nous avons d’abord, une identification phénotypique de 25 isolats bactériens avec des

tests biochimiques ; coloration de Gram test KOH test Hugh et Leifson grâce à ces

caractéristiques biochimiques nous avons pu confirmer que tous les isolats testés appartient

au genre Pseudomonas. et les résultats du test LOPAT, montrent que 25 isolats testés sont des

levane négatifs, arginine négatifs et des oxydases négatifs et 23 isolats ne dégradent pas la

pectine concernant le test de tabac 8 isolats uniquement ont réagi positivement. Ce qui

confirme que ces 8 isolats sont des Pseudomonas savastanoi. Nos résultats concordent avec

les travaux des chercheurs qui travaillé sur la tuberculose d’olivier dans plusieurs pays (Italie,

Albanie, Italie, Maroc, Portugal et Turquie.

Cette maladie (la tuberculose ) est considérée comme un problème majeur par son effet

néfaste sur la croissance, le rendement et surtout la qualité de l'olive. C’est pourquoi elle à été

étudiée dans plusieurs pays pour trouver des moyen de lutte Pour faire suite à cette étude,

plusieurs pistes de travail peuvent être envisagées comme perspectives :

Perspectives

Il est nécessaire d’approfondir l’étude sur la maladie pour voir la possibilité de trouvé un

moyen de lutte.
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CONCLUSION

D'étudier l'interaction hôte/pathogène, ce volet de recherche peut apporter un complément

d'information sur cette pathologie qui menace l’oléiculture partout.
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Composition des milieux cultures :

1-Milieux de culture (g/l)

King B :

Mélange de peptone………………….……..20.0g/l

Phosphate dipotassique………………….….1.5g/l

Sulfate de magnésium………………………1.5g/l

Agar bactériologique……………………….14.0g/l

PH final : 7 et 7.5 à27˚C

Hugh et Leifson

Peptone…………………………………….…..02g

Chlorure de sodium…………………………....05g

Hydrogénophosphate de potassium…………….0,3g

Glucose………………………………………....10g

Bleu de bromothymol…………………………...0,03g

Eau distillée……………………………………..1L

PH = 7,2

Levane :

Extrait de levure…………………….………….2g/l

Peptone…………………………………………5g/l

Na Cl …………..………………………………5g/l

Saccharose………………..……………………50g/l

Gélose…………………………………………20g/l

Eau distillée…………..……………….……….1L

Ph : 7.0-7.2.

Arginine :

Peptone …………………………..…….1g/l

Sodium chloride………….……..…….. 5 g/l
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Dipotassium hydrogen phosph….…….. 0.3g/l

L-Arginine ………………… ...……….10. g/l

Rouge de phenol.......………..…. ……. 0.016g/l

Agar……………………………….….. 3. 0g/l

Eau distillée………………….……..….1l



Résumé

Résumé

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

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

tuberculose est une maladie bactérienne affectant les oliviers causés par Pseudomonas

savastanoi

L’objective de cette étude est l’identification de l’agent causal de quelques anomalies

pathologiques chez l’olivier dans la région de Laghouat. L’identification a été basée sur une

étude macroscopique et microscopique et des tests biochimique ; Les résultats des tests

d’identification ; coloration de gram, test KOH et test Hugh et leifson et le test de

Fluorescence montrent que 25 isolats confirme le genre Pseudomonas. D’après les résultats

du test LOPAT, 25 isolats testés sont des levane négatifs, arginine negatifs et des oxydases

négatifs alors que 22 isolats sont des pectinase négatifs Pour le test tabac 8 isolats donne une

réaction positive.. Ce qui confirme que Les 8 isolats sont des Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi.

Mots clé: L’olivier , tuberculose, LOPAT, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.

الملخص

هوالسلومرضالمتوسط،الأبيضالبحردولفيرئيسيبشكلتزرعالتيالمثمرةالأشجارأقدممنالزيتونشجرةتعتبر

Pseudomonasبكتيرياتسببهالزيتونأشجاريصيببكتيريمرض savastanoi‏‏..

تحديدتمالأغواط.بمنطقةالزيتونأشجارفيالمرضيةالتشوهاتلبعضالمسببالعاملتحديدهوالدراسةهذهمنالهدف

الجرامصبغةعلىالتعرفالاختباراتنتائجأظهرتوالفسيولوجية.البيوكيميائيةالاختباراتأساسعلىالبكتيريةالعزلاتلهوية

hughواختبارKOH‏واختبار et leifsonواختبارfluorescenceجنسإلىتنتمياختبارهاتمالتيعزلة25الـأن

Pseudomonas.اختبارنتائجوبحسبLOPATسلبيةهياختبارهاتمالتيعزلة25فإنLevane،سلبيةarginine،سلبية

oxydase،سلبيةعزلة22وpetinase،عزلات8الـأنيؤكدمماإيجابي،فعلنتيجةأعطتعزلات8فإنالتبغلاختباروبالنسبة

Pseudomonasعنعبارةهي savastanoi‏.

LOPAT,، Pseudomonas savastanoi الزيتون,سلالزيتون:المفتاحيةالكلمات



Résumé

Abstract:

The olive tree is among the oldest fruit trees cultivated mainly in Mediterranean countries.

Olive knot is a bacterial disease affecting olive trees caused by Pseudomonas savastanoi.

The objective of this study is the identification of the causal agent of some pathological

anomalies in olive trees in the Laghouat region. Identification was based on biochemical and

physiological tests. The results of the Gram staining identification tests, KOH test and Hugh and

Leifson test and the Fluorescence test show that the 25 isolats tested belong to the Pseudomonas

genus. According to the results of the LOPAT test, 25 isolates tested are levan negative, arginine

negative and oxidases negative while 22 isolates are pectinase negative. For the tobacco test 8

isolates give a positive reaction. Which confirms that the 8 isolates are Pseudomonas savastanoi.

Key words: olive, olive knot , LOPAT, Pseudomonas savastanoi .


