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Abdelatif chahira

Résume

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi est I’agent causal de la maladie de la tuberculose
d’olivier. Cette maladie est considérée comme une des maladies les plus graves qui touchent I’olivier
principalement dans les pays méditerranéens. Les prospections effectuées dans la région de Ain El Ibel
a la wilaya de Djelfa ont permis signaler la présence de symptémes typiques de la tuberculose
d’olivier.

Le présent travail a pour objectif I’isolement, et I’identification de I’agent responsable de ces
symptomes.

D'apres le dénombrement bactérien, nous avons remarqué une faible présence des Pseudomonas
savastanoi like bacteria par rapport a la flore bactérienne totale avec des pourcentages qui varient
entre 1 % et 15% dans les échantillons analysés.

L'isolement effectué nous a octroyé la possibilité de sélectionner 32 isolats, l'identification
préliminaire des isolats a révélé 22 isolats appartient au genre Pseudomonas.

Les tests biochimiques LOPAT réalisés ont montré que 22 isolats teste ont été présentées les
caractéres du sous-groupe Ib et ils sont des oxydases négative, levane négative, péctinase négativeé et
ne possédent pas I’arginine déhydrolase,et Par manque de plantules de tabac le test HR n’a pas été
réalisé.

L’identification par la galerie AP120NE a permis de déterminer autre espéce différent au lieu d’avoir
les pseudomonas savastanoi c'est aprés I'obtention des résultats du logiciel.

Le test de pathogénicité effectué par inoculation des plantules d’olivier s'est traduit par I’apparition des
symptdmes typiques de la maladie, ce qui démontre que ces bactéries sont pathogeénes.

Mots clés : Pseudomonas savastanoi, la tuberculose, les tests biochimiques, I’Olivier,
identification.

Abdelatif chahira

Abstract

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi is the causal agent of the disease of tuberculosis of
olivier. This disease is considered to be one of the most serious diseases affecting the olive trees
mainly in Mediterranean countries. Surveys carried out in the region of Ain El Ibel in Djelfa wilaya
helped report the presence of typical symptoms of tuberculosis of olivier.

The present work is aimed, isolation, and identification of the agent responsible for these symptoms.
After the bacterial count, we've noticed a low presence of Pseudomonas savastanoi bacteria compared
to the bacterial flora like total with percentages that vary between 1% and 15% in the samples
analyzed.

Performed isolation has given us the possibility to select 32 isolates, the preliminary identification of
isolates revealed 22 isolates belongs to the genus Pseudomonas. LOPAT biochemical tests performed
showed that 22 isolates tested were presented the characters of the subgroup Ib and they are negative
oxidases, negative levane, pectinase negative and do not have the dehydrolase arginine, lack of
tobacco seedlings the HR test has not been achieved.The identification by the Galerie API20NE has
identified another different species rather than having the pseudomonas savastanoi is after obtaining
the result of the software. The pathogenicity test performed by inoculation of seedlings of olivier
resulted in the appearance of the typical symptoms of the disease, which shows that these bacteria are
pathogenic.

Key words: Pseudomonas savastanoi, tuberculosis, biochemical tests, the olive tree, identification
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Introduction

En Algérie I’arboriculture fruitiere est parmi les cultures essentielles par sa position
géographique privilégiée et ses diverses conditions pédo- climatique, a en effet le privilege de
mettre en culture plusieurs especes fruitiére et de produire des fruits frais tous long de |
année par exemple : I’olivier (Boutkhil , 2012).

L’olivier (Olea europea. L) est une espéce ligneuse caractéristique du paysage
méditerranéen, elle occupe une place fondamentale dans I’alimentation humaine de par le

produit qu’il fournit : I’huile d’olive (Lavee, 1997).

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

est constitué par plus de 2,600 variétés différentes (Muzzalupo et al., 2014).

La culture d’olivier revét en Algérie une grande importance a la fois sociale et
économique. La superficie occupée par I’olivier est passée de 165000ha en 1991 a312000ha
en 2008, grace au plan National de Développement Agricole et Rural (PNDAR) (Kerbaoua,
2008).

L’olivier semble donc avoir perdu du terrain puisque sa culture ne se pratique,
aujourd’hui, qu’au nord de la ligne séparant les hauts plateaux de la zone tellienne. Cette
situation peut étre expliquée par plusieurs alias d’ordre technique (le vieillissement du verger
oléicole ; prés de 70% des plantations était agé de plus de 50 ans. L’appauvrissement des sols,
dd a un manque de fertilisation) et d’ordre parasitaire, car I’olivier souffre de nombreux
déprédateurs et maladies qui limitent la production. Parmi les maladies les plus communes,
nous pouvant citer : L’ceil de Paon causé par Spilocaea oleaginea et la tuberculose de
I’olivier (Loussert et Brousse, 1978).

L’agent causal de tuberculose d’olivier est la bactérie Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, elle provoque la formation de tumeurs sphériques sur le tronc et les branches et
moins fréquemment sur les feuilles et les fruits (Smith, 1920 ; Sisto et lacobellis, 1999) cette

bactérie produit des excroissances tumorales due a la synthese bactérienne de I’Acide Indole



Acétique et cytokinines (Smidt et Kosuge, 1978 ; Comai et Kosuge, 1980 ; Surico et al.,
1985 ; lacobellis et al., 1994 ; Rodr1’guez-Moreno et al., 2008).

Des tumeurs semblables a celles induites par la tuberculose d'olivier ont été observées
sur des rameaux d'olivier dans une oliverie dans la région de Ain El lbel a la wilaya de
Djelfa. Pour pouvoir identifier les causes de ces tumeurs notre travail a porté sur trois volés;

v" Prospections sur terrain.
v" Isolement et identification de I'agent causale utilisant une série de tests biochimiques

(LOPAT, galerie API120NE)

v’ Mise en évidence de leurs éventuel pouvoir pathogéne.
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1 systématique d’olivier Olea europea L :

L’olivier appartient a la famille des Oléacées et au genre Olea qui se compose de 33
espéces dont la plupart se trouvent en Europe, en Afrique de I’Est et en Afrique australe,Ainsi
qu’en Asie tropicale. La seule espéece portant des fruits comestibles est Olea europaea
(olivier), qui se divise en 2 sous espéces Olea europaea sylvestris ou oléastre (l'olivier
sauvage) et Olea europaea sativa ou l'olivier cultivé se different par leurs caractéres
morphologiques et leurs répartitions géographiques. (Van der Vossen et al., 2007).

»  Olivier sauvage ou oléastre : L'oléastre est généralement un arbuste buissonnant
épineux a petites feuilles rondes ou légerement allongées et a petits fruits sphériques qui
contiennent peu d'huile. On le trouve dans les maquis des régions méditerranéennes et il
forme méme de vraies foréts en Espagne, en Algérie et en Asie Mineure.

e Olivier cultivé: L'olivier cultivé est un arbre de 5 a 10 m de haut au tronc sinueux dont
I’écorce est crevassée.
Il présente des feuilles lancéolées et des fruits de forme et de teneur en huile assez variables
selon la variété considérée (Van der Vossen et al., 2007).
La systématique d’olivier.

1.1 Les Caractéristiques biologiques et morphologiques de I’olivier

D’apreés Pagnol (1975), la position taxonomique de I’olivier est la suivante :
Domaine : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espece: europaea
Sous-espéce : europaea

L’olivier ( Olea europea L ) , espece caractéristique du paysage méditerranéen appartient
a la famille des Oléacées, caractérisée par des fleurs hermaphrodites régulieres, a pétales

soudées, a deux étamines, a deux ovules par loge.
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Ce sont des plantes ligneuses a feuilles opposées et a fruits charnus (Flahault, 1986; Morettini
et al., 1972). Le genre Olea regroupe 30 especes différentes, la plupart sont des arbustre sou
des arbres, originaires des régions chaudes ou les conditions de croissance sont relativement
difficiles (Zohary, 1995) Ces espéces sont réparties sur les cing continents: I’ Afrique, I’ Asie,
I’Amérique, I’Europe et I’ Australie (Tous et Ferguson, 1996).

1.2 Description générale

L’olivier ( Olea europea L.) est un arbre méditerranéen par excellence, originaire d’un
climat sub-tropical sec (Lavee, 1997). Il s’adapte bien a des conditions d’environnement
extrémes telles que: la sécheresse, la salinité (Maas et Hoffman, 1977), la chaleur et a des
basses températures (Fontanazza et Prezziosi, 1969), mais il craint le gel et il s’accommode
d’une pluviométrie d’environ 220 mm par an. Il peut s’adapter a divers types de sols, parfois
trés pauvres et secs, bien aérés mais, il craint humidité’. Son potentiel d’adaptation est di a
I’anatomie speciale de ses feuilles, de son systéme radiculaire et de son haut niveau de
régénération morphologique (Lavee, 1992).

L’olivier peut atteindre en moyenne 10 a 15m de hauteur et un tronc de 1.50 & 2 m de
diamétre dans les régions relativement chaudes, a forte pluviométrie ou abondamment
irriguées en été (Loussert et Brousse, 1978). Tandis que, dans les climats froids, les arbres
sont généralement plus petits. A I’état naturel, il se maintient en boule compacte et épineuse.
L’olivier exige une forte luminosité pour la différenciation des bourgeons a fleurs et le
développement des pousses. Dans la plupart des cultures, les fruits se retrouvent a la surface
de la frondaison et sa fructification est bisannuelle dans toutes les conditions de croissance.
L’olivier est une plante diploide (2n=46) a des degrés d’auto-fertilité différents (Lavee, 1997).

1.2.1 Le systéme racinaire

Le développement du systéme racinaire dépend des caractéristiques physico-
chimiques du sol, des réserves d’eau et I’aération du sol et du type de reproduction . Dans les
sols profonds trés imperméables, aérés et légers, le systeme radiculaire est a tendance
pivotant. Les racines peuvent atteindre 6 & 7 m en profondeur. En revanche, dans les sols
lourds, peu ou non aérés et peu profonds, le systéme radiculaire est a tendance fasciculé. Les
racines se développent latéralement (superficiellement).

Elles sont trés ramifiées et portent un nombre élevé de radicelles (Loussert et Brousse, 1978).
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Dans les sols a profil non uniforme, I’olivier développe un systéme radiculaire différencié
selon la compatibilité et I’aération de couches du sol.

C'est-a-dire, on peut trouver a la fois la forme fasciculée et pivotante (Lavee, 1997). Dans
des cultures irriguées, le systéme radiculaire est fasciculé.

La plupart des racines se trouvent concentrées a une profondeur de 60 a 80 cm et seules
quelques racines isolées peuvent descendre jusqu’a 1.5 m de profondeur.

Dans les régions ou la pluviométrie moyenne est de 200 mm, les racines peuvent aller
jusqu’a 6 m de profondeur a la recherche de I’humidité (Lavee, 1997).

Les jeunes plants d’olivier issus de semis donnent naissance & un systéme racinaire pivotant
dominé par une racine principale centrale. Lorsque le plant est transplanté, il développe un
systeme radiculaire central (Loussert et Brousse, 1978).

Les jeunes plants produits en pépiniere a partir de boutures herbacées forment des le départ
un systeme radiculaire fasciculé a plusieurs racines principales avec un important chevelu
(‘Yakoub-Bougdal, 2007).

1.2.2 Les organes aériens
1.2.2.1 Le tronc

Les jeunes arbres ont un tronc élancé, circulaire te celui des arbres agés ont un aspect
rugueux, tortueux ou cannelé. La hauteur du tronc est plus ou moins développée et cela en
fonction des zones de culture et des cultivars (Loussert et Brousse, 1978).

Actuellement, la nouvelle tendance est de réduire son développement. L’écorce et le bois est
gris brunatre et difféerent entre arbres irrigués et arbres non irrigués. Dans un environnement
sec, le tronc développe une couche subéreuse assez épaisse, alorsque chez les arbres irrigueés,

I’écorce est mince et les tissus sont souvent viables (Lavee, 1997).

1.2.2.2 Les charpentieres

Les charpentieres sont de grosses ramifications, leur vitesse de croissance et de
maturation dépend a la fois du cultivar et des conditions d’environnement, la plus solide des
branches pleinement développées se transforme en charpentiere par concurrence naturelle ou

sélection horticole (Lavee, 1997).
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1.2.2.3 La frondaison

Elle représente I’ensemble du feuillage. Les feuilles de I’olivier sont persistantes, leur
durée de vie est de I’ordre de 3 ans. Elles sont disposées de facon opposée sur le rameau.
Elles sont simples, entiéres avec des bords lisses, sans stipule, portées sur un court pétiole
(Loussert et Brousse, 1978).
Elles sont quelque peu concaves le long de I’axe étroit en direction dorsale inférieure (Lavee,
1997)La forme et la dimension des feuilles varient considérablement en fonction de 1’age du
plant, de sa vigueur et de son environnement. La forme peut varier d’ovale, fusiforme et
allongée, lancéolée et quelques fois linéaire, de dimension de 3 a 8 cm de long et de 1 a 2.5
cm de large (Brousse et Loussert , 1978).

1.2.2.4 Le rameau fructifére, inflorescences et fleurs
1.2.2.4.1 Rameau fructiféere

Le rameau est de quelques dizaines de centimétres suivant la vigueur de I’arbre et de
la variété. 11 est délimité a sa base par un entre-nceud trés court marquant I’arrét de croissance
hivernal. 11 porte des fleurs puis des fruits (Loussert et Brousse, 1978).

Ces rameaux se caractérisent par un taux de floraison élevé qui varie suivant sa localisation
sur le méme arbre et des conditions hivernales.

Selon Hackett et Hartmann (1967) un refroidissement était nécessaire a I’induction et au
développement du processus de différenciation des bourgeons a fleurs.

1.2.2.4.2 Les inflorescences et les fleurs

La croissance des bourgeons est uniforme et toutes les parties poussent
simultanément. L’inflorescence et les fleurs atteignent leurs grandeurs définitives justes
avant la floraison, de Mi-avril & mi-mai selon I’environnement et le cultivar (Lavee, 1997).
La plupart des fleurs se différencient en méme temps, elles commencent a grandir
individuellement lorsque I’inflorescence atteint 2/3 de sa longueur definitive.

Quant a la morphologie de la fleur de I’olivier, elle est uniforme pour toutes les espéces
d’Olea europea L. (Lavee, 1997).

Les fleurs sont regroupées en petites grappes dressées, de 10 a 40 en moyenne, suivant la
variété (Loussert et Brousse, 1978). Elles sont petites et ovales, les pétales sont de couleur
blanc-jaunatre, trés légerement odorantes, trés sensibles au froid et au vent. Seulement 5%
des fleurs parfaites assureront aprés pollinisation et fécondation la production de I’arbre
(Lavee, 1986; Martin et al., 1994).
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1.2.2.5 Le fruit et sa composition chimique

Est une drupe a mésocarpe charnu, riche en lipides. Sa forme est ovoide ou ellipsoide.
Ses dimensions sont trés variables suivant les variétés (Loussert et Brousse, 1978) Le fruit est
constitué de:

L’épicarpe: C’est la peau de Iolive, elle reste attachée au mésocarpe. Elle est
recouverte d’une matiére cireuse, la cuticule est imperméable a I’eau. A maturation,
I’épicarpe passe de la couleur vert tendre a la couleur violet te ou rouge puis a la coloration
noiréatre.

Le mésocarpe: C’est la pulpe du fruit. Elle est constituée de cellules dans lesquelles
sont stockees les gouttes de graisses qui formeront I’huile d’olive durant la lipogenése qui
dure de la fin du mois d’ao(t jusqu’a la véraison.

L’endocarpe: est constitué par un noyau fusiforme, trés dur. Sa forme et sa
dimension varient suivant la variété. Ainsi, la morphologie du noyau permet de caractériser
et d’identifier les cultivars d’olivier (Barranco et Rallo, 1984). L’endocarpe est formé de
deux types de cellules : I’enveloppe qui se sclérifie I’été a partir de fin juillet et de I’lamandon
a I’intérieur du noyau, il contient deux ovaires dont I’un stérile et le second produit un

embryon.

1.3 Caracteristiques de I’olivier
1.3.1 Cycle de développement de I’olivier

L’olivier passe par quatre phases, la premiére est la période juvénile, qui s’étendu du
semis a la premiére floraison au cours d’un temps plus ou moins long de 4 a 9 ans.
Des caracteres morphologie permettent de distingue une plante juvénile.
Un port trés buissonnant, des nombreuse rameaux portant des ramifications anticipées plus ou
moins courte et aussi des feuilles petites et larges.
La deuxiéme est la période d’entré en production qui s’étale de 12 a 50 ans, il commencera a
produire tout en poursuivant sa croissance. La troisieme est la période adulte qui dure de 50 a
150 ans, il est en pleine maturité et sa production sera tres abondante. Enfin la période de
sénescence qui est au-dela de 150 ans, vieil, son tronc commence a se creuser, il perd une

partie de son écorce et sa production décline (Loussert et Brousse, 1978).
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1.3.2.- Cycle vegétatif annuel

Le repos hivernal s’étend de novembre a février. A ce stade, le bourgeon terminal et
les yeux axillaires sont en repos végétatif. Le réveil printanier est entre mars et avril, se
manifeste par I’apparition de nouvelles pousses terminales et I’éclosion des bourgeons
axillaires. La floraison est entre mai a juin, dans cette étape c’est la formation des grappes
florales, aprés la nouaison des jeunes fruits apparaissent, ensuite le grossissement des fruits
qui atteignent 8 a 10 cm de long. En octobre c’est la maturation des fruits et I’enrichissement
en huile (Loussert et Brousse, 1978).

1.3.3.- Exigence de I’olivier

Selon Labaali (2009) I’olivier craint I’humidité, mais supporte par contre des
Sécheresses exceptionnelles (apport de trente a quarante litres d’eau, une a deux fois en juillet
et aout, et seulement la premiére année apres la plantation et 450 et 600 mm/an, la production
est possible a condition que le sol ait des capacités de rétention en eau suffisantes, ou que la
densité de la plantation soit plus faible).

Les fortes hygrométries, la gréle et les gelées printaniéres sont autant de facteurs défavorables
a la floraison et a la fructification.

Selon Boutkhil (2012) les zones de plus grande diffusion de I’olivier sont caractérisées
par des hivers doux, des températures rarement inférieures a 0o C et des étés secs avec des
températures élevées.

D’aprés Duriez (2004) les exigences édaphiques montre que le systeme radiculaire de
I’olivier s’étend de préférence dans les 50 a 70 premiers cm du sol, les racines pouvant aller
jusqu’a un metre de profondeur pour chercher un supplément d’eau.

C’est pourquoi le sol doit étre adapté en termes de texture, de structure et de composition sur

une profondeur d’au moins un métre.

1 .4 Situation mondiale de I’oléiculture

Bien que I’olivier soit présent dans les quatre continents, environ 98% de la production
mondiale de I’huile d’olive provient du Bassin méditerranéen.
L’olivier est considéré comme une espéce caractéristique de la région méditerranéenne. On le
rencontre surtout entre le 25°™ et 45°™ degré de latitude, dans I’hémisphére nord aussi bien
que sud. Les implantations des oliveraies en Europe méditerranéenne sont limitée sua nord au

45°™ degré de latitude, limite imposée par les froids hivernaux et les fréquentes gelées
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printaniéres. Dans la rive sud de la Méditerranée en Afrique du nord, I’olivier n’est
pratiquement plus cultivé au-dela du 25°™ degré de latitude, limite imposée par les rigueurs
du climat présaharien vers le sud (Argenson et al., 1999).

L’oléiculture joue un rdle prépondérant dans cette région tant sur le plan agro-
économique, que social et environnemental (Nasles, 2006). La surface oléicole mondiale est
estimée a 8. 600 000 ha pour une production d’environ 17,3 millions de tonnes d’olives, sur
laquelle sont plantés plus de 800 millions d’oliviers. Les quatre premiers pays producteurs
(Espagne, ltalie, Gréece et Turquie) représentent 80% de la production mondiale d’olives et

les dix premiers, tous situés dans la zone méditerranéenne (tableau 1).
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Tableau 1 : Superficies des principaux pays producteurs d’olives dans le monde
(Argenson, 2008).

Année 2006 (Superficie en ha. | Oliviers cultivés | Prévisions 2010-| | ‘@nation
en ha 2012 en ha prévisions en ha
Espagne |2 476 000 2300 000 2500 000 4 000
Italie 1378 000 1278 000 1390 000 2000
Grece 1157 000 1017 000 1165 000 1333
Turquie 815 000 660 000 855 000 6 667
Syrie 547 000 385 000 571 000 4000
Tunisie | 1698 000 1460 000 1722000 4000
Maroc 625 000 540 000 850 000 37 500
Egypte 60 000 45 000 65 500 917
Algérie 245 500 190 500 315 000 11 583
Portugal | 369 000 335000 375 000 1000

1.4.1 Situation de I’oléiculture en Algérie

La production oléicole a atteint 5,8 millions de quintaux en 2012, contre 3,92 millions
de quintaux en 2011. Environ 62 % de cette production est constituée d’olives destinées a étre
transformées en huile (Khris, 2013).

La superficie d'exploitation passant de 165.000 hectares en 1999 et 390.000 hectares en 2012.
L’Algérie prévoit d’atteindre un million d’hectares a I’horizon 2014 pour une production
annuelle de 100.000 tonnes d’huile d’olive (Mendil, 2013).

1.4.2 Distribution de I’olivier en Algérie

L’oliveraie Algérienne se répartit sur trois zones oléicoles importantes, la zone de la
région ouest représentant 31.400 ha répartis entre 5 wilayas (Tlemcen, Ain Temouchent,
Mascara, Sidi Bel Abbes et Relizan). Cette zone ouest représente 16,4 % du verger oléicole

national.
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La zone de la région centrale couvre une superficie de 110.200 ha repartis entre les wilayas
Ain- Defla, Blida, Boumerdés, Tizi Ouzou, Bouira et Bejaia. Cette zone centre représente
57,5% du verger oléicole national.

La région du centre Kabylie (Bouira, Bejaia et Tizi Ouzou) détient a elle seule prés de 44 %
de la surface oléicole national.

La zone de la région Est représentée par des oliveraies de 49.900 ha représentant 26,1 % du
patrimoine national et repartis entre les wilayas de Jijel, Skikda, Mila et Guelma (Skour,
2012).

1.4.3 Situation de I’oléiculture en Djelfa

Dans la wilaya de Djelfa, la superficie oléicole a fait un bond gigantesque de 2000 a
2010, passant de 150 a plus de 7.300 ha, dont 4.300 ha entrés en production, avec une
production globale de 1,5 million de litres d’huile a été enregistrée en 2013 (DSA)

1.4 .4 VVariétés de I’olivier cultivé dans le monde

Les varieétés dominantes dans le monde sont ceux trouvés en Tunisie comme olive a
huile (Chemlali et Chetoui), olive de table (Marsaline). D’autres variétés sont trouvées en
Espagne comme I’olive a huile (Hajiblanca et Verdal) et I’olive de table (Manzanille et
Gordal sevillana). En Italie nous signalons I’Olive a huile (Moraiolo et Leccino) et I’olive de
table (Ascolona Tenera et Santa Caterina) (Loussert et Brousse, 1978).

1.4.5 Variétés de I’olivier cultivé en Algérie

Chemlal : cultivée plus en Kabylie. Elle représente 40% du verger oléicole national.

Les fruits relativement petits destinés a la production d’huile. Elle est autostérile par absence
de pollen. Son rendement en huile est de I’ordre de 14 a 16%. Il existe plusieurs types de
Chemlal : Chemlal de Tizi-Ouzou; Chemlal précoce de Tazmalt; Chemlal de I’Oued-aissi;
Chemlal blanche d’ Ali-cherif; Petite chemlal pendante.

Azaradj : synonyme : Adjeraz ; Cette variété représente 10% des oliviers cultivés en
Algérie.

Elle se trouve localisée en Kabylie souvent en mélange avec la variété « Chemlal » dont elle
est le pollinisateur. Variété a double fin, ses fruits sont assez gros (3 a 5 g) et son rendement
en huile varie entre 24 a 28 %.

Il existe également plusieurs types locaux de cette variété : Azeradj de Seddouk, Azeradj de
Beni-Bou-Melek, Grosse Azeradj d’Ali-Cherif.

9
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Limli : Cette variété est localisée dans la vallée de I’Oued Soummam. Elle représente 8 % du
verger oléicole algérien. Ses fruits sont petits (1 g) et sa teneur en huile est de 15%.

Sigoise : synonyme : olive de Tlemcen, olive de Tell. Elle est surtout cultivée dans I’Ouest du
pays, en Oranie, et plus particulierement dans la plaine du Sig.

Elle représente 20 % des oliviers cultivés en Algérie. Le fruit est moyen, d’un poids de 3 a
3,5 g. Rendement en huile de 18 a 20 %. Cette variété est utilisée principalement pour la
production d’olives de table en vert ou en noir comme elle est appréciée pour la production
d’huile.

Rougette de la Mitidja : elle est fréquente dans la plaine de la Mitidja et sur le piémontde
I’Atlas, a faible altitude, c’est une variété a huile.

Rougette et Blanquette de Guelma : ce sont deux variétés a huile et se trouvent-en mélange
dans les regions de I’Est du pays.

Bouchouk : Variété cultivée surtout dans la basse vallée de I’Oued Soummam, en petite
Kabylie. Mais on la trouve également en grande Kabylie en mélange avec « Chemlal », et
dans I’Est de pays (Constantinois). Les fruits sont assez gros (2,6 g) et donnent un rendement
moyen en huile de 16 a 20 %, la variété est toutefois orientée vers la conserve. (Loussert et
Brousse, 1978 ; Mendil et Sebai, 2006 ; Oulebsir, 2008 ; Sahli, 2009).

1.5 Les principales maladies de I’olivier
1.5.1 Maladies d’origine abiotique

Il existe plusieurs maladies d’origine abiotique chez I’olivier (tableau 1).

10
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Tableau 2: Les maladies d’origine abiotiques de I’olivier (L oussert et Brousse, 1978).

Type d’incidents Facteurs favorisants

Manifestation des symptémes

Accidents climatiques e gel

-brdlures par insolation

Chute des feuilles ; nécrose des jeunes écorces,
infection parasitaire.

Dégats sur jeunes plantations, sur les tissus du tronc et
sur charpentiéres

Accidents -neiges abondantes

Météorologiques Hla gréle

-les vents violents

Cassure des frondaisons
Sur récolte des fruits, cassures et blessures des eunes;j
gcorces, dissémination de la tuberculose.

Cassure des charpentiéres, réduction de la récolte

Asphyxie racinaire  [Terrains trop humides et trop

argileux

Jaunissement (chlorose), défoliation, arrét de la

croissance végétative, chute précoce des fruits.

Chloroses alimentaires |Carences en éléments

indispensables  (azote,

calcaire et ions Cl" et Na*

Troubles physiologiques graves du végétal

1.5.2 Les maladies biotiques

Les ennemis de I’Olivier sont trés nombreux et diversifiés. Ils comptent pres de 250

ennemis importants qui sont signalés par différents auteurs (Cautero, 1965). Ils sont repartis

entre 90 champignons, 5 bactéries, 3 lichens, 4 mousses, 3 angiospermes, 11 nématodes, 110

insectes 13 Arachnides, 5 oiseaux et 4 mammiferes (Gaouar, 1996).

1.5.2.1 Les principaux ravageurs de I’olivier

La mouche de I’olivier (Dacus oleae) : cette mouche infecte la quasi-totalité des oliveraies

méditerranéennes et provoque souvent de pertes économiques consistantes. Elle prolifere avec

I’augmentation de la température et de I’humidité, et occasionne des dégats importants car

elle pond ses ceufs dans I’olive qui présente des

taches noires entrainant une chute précoce et

une augmentation de I’acidité de I’huile. La lutte contre la mouche de I’olivier doit se faire sur

I’arbre dés I’apparition des petites pointes noires sur le fruit et au niveau des pressoirs qui

constituent le lieu d’hibernation (nettoyage) idéal pour I’insecte.

Le piégeage constitue un autre moyen de lutte efficace (Villa, 2003).

11
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La teigne de I’olivier (Prays oleae) : C’est un papillon qui attaque les feuilles, les fleurs et
les fruits. Les larves entourent les bouquets floraux par des fils en soie provoquant le
desséchement et la chute des bouquets. Cet insecte connait trois générations annuelles. La
premiere attaque les feuilles (octobre - novembre), la deuxiéme attaque les fleurs (avril —mai)
et la troisieme détruit les fruits. La lutte contre la teigne suppose un traitement a deux temps.
(A la floraison et a la fructification) avec des insecticides spécifiques a chaque période, ainsi
que le piégeage et la lutte biologique (Jardak et al. 2000).

La zeuzére (Zeuzera pyrina) : c’est un insecte dont les larves creusent des galeries dans les
branches et le tronc et provoquent le dessechement et I’affaiblissement de I’arbre (Coutin,
2003).

La cochenille (Saissetia oleae): c’est un insecte qui suce la séve de I’olivier. Son excrétion
appelée miellat est un excellent support de développement de la fumagine.

La femelle pondeuse meurt en donnant des larves qui apres trois stade de développement vont
donner une femelle pondeuse ( Loussert et Brouss ,1978).

Le psylle ou coton (Euphyllura olivina): c’est un insecte proche du puceron qui attaque la
fleur de I’olivier. Ses larves vivent en colonie sur les jeunes pousses et les hampes florales ou

elles consomment la séve en secrétant une matiere blanche floconneuse (Coutin, 2003).

1.5.2.2 Les principales maladies fongiques et bactériennes de I’olivier

L il de paon (Cycloconium oleaginum) : c’est un champignon qui s’attaque aux feuilles de
I’olivier et forme des taches circulaires brunatres et sombres provoquant leur chute cause
d’affaiblissement de I’arbre et d’une diminution de la production. L attaque de ce champignon
commence dés le début de I’automne et entraine une chute massive de feuilles. La lutte doit se
faire en deux temps (en automne et pendant le dernier mois de I’hiver). Les feuilles détachées,
source de contamination doivent étre éliminées ou pulvérisées (Guechi et Girre,, 2002) .

La verticillose (Verticillum dahliae): c’est un champignon présent dans le sol et qui envahit
I’arbre lors de la montée de la seve au niveau des racines, il provoque le desséchement des
branches. Il n’existe pas de traitement efficace contre cette maladie (Jardak et al., 2000).

La fumagine (noir de I’olivier) : c’est un champignon qui se développe sur le miellat produit
par les cochenilles ou le psylle. Les feuilles de I’arbre se recouvrent d’une pellicule noire qui
les empéche de respirer et I’arbre a tendance a s’asphyxier.

Le traitement le plus efficace se fait aprés la taille du printemps (Argenson et al,.1999)

12
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Chapitre 2 : Groupe des Pseudomonas

Le genre Pseudomonas constitue I’ des 8 genres bactériens incluant des espéce
phytopathgéne . Créé en 1884 par Migula, ce genre bactérien compte aujourd’hui de
nombreuses espéces qui colonisent le sol rhizosphérique , la phyllosphére , les tissus
végeétaux et animaux en décomposition, I’eau douce et I’eau de mer . Quelques especes sont
pathogénes des animaux ou de I’homme en particulier P aeruginosa (Gaignard, 1993).
Aujourd’hui les Pseudomonas phtopathogéne sont classés dans 2 groupes. Le premier
rassemble les bactéries qui n’accumulent pas le poly- hydroxybutyrate et produisent un
pigment fluorescent, dans lequel on trouve les espéces phytopathogénes P syringae ,P
viridiflava , P cichorii et Pseudomonas savastanoi .

Le second, rassemble des bactéries phytopathogénes accumulant le poly —p- hydroxybutyrate
et ne produisant pas pigment fluorescent: de il s’agit P solancearum, P caryophylli, P

cepacia qui sont des espéces phytopathogénes (Gaignard et al.,1993) .

2..1 L’ especes Pseudomonas syringae et ses pathovars

Pseudomonas syringae , bactériennes phytopathogénes, caractérisée par une grande
variabilité génétique , physiologique et biologique qui s’exprime au travers des 52 pathovar
qui la composent. I’espéce Pseudomonas syringae , décrite sur prés de 400 especes végétales
('le seul pathovar syringae a été signalé sur 177 hotes) , possede 3 propriété importantes : un
pouvoir pathogéne , un pouvoir glacogéne et une aptitude a la vie épiphyte .

Le pouvoir glacogéne de I’espéce syringae s’exprimant par une capacité a induire une
rupture précoce da la surfusion de I’eau ne concerne qu’une fraction de pathovars ,
essentiellement le pathovar syringae . On a montré qu’il était impliqué dans la gélivité des
plantes au printemps (vigne, arbre fruitiers, tomate, pomme de terre) et qu’il est I’un des
facteurs favorisant les premiéres phases de I’infection bactérienne.

Le pouvoir pathogéne de Pseudomonas syringae montre une spécificité d’hote liée au
pathovar considéré, sauf pour le pathovar syringae dont la Gamme d’hétes est actuellement
contestée par plusieurs auteurs. Le développement de I’infection est conditionné par
I’existence de voies de pénétration naturelles ( elles sont limitées ou artificielles ( blessures )
offertes a I’inoculum ; les conditions climatique pendant les phases initiales de I’infection et
durant I’incubation apparaissent capables de moduler I’intensité de I’infection (Gaignard et
al .,1993).
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D’apreés Janse (1982) propose la création de la sous-espéce de Pseudomonas savastanot, il
classe les souches spécifiques au fréne, a I’olivier et au laurier rose au sein de pathovars
sépareés :
Pseudomonas syringae subsp savastanoi pv oleae les souches issues d’olivier.
Pseudomonas syringae subsp savastanoi pv fraxini pour les souches issues du fréne.
Pseudomonas syringae subsp savastanoi pv nerii pour les souches issues du laurier rose
Cependant une nouvelle appellation a été donné pour cette espece Pseudomonas savastanoi
pv savastanoi (Gardan et al., 2000).

3. La maladie

La tuberculose de I’olivier est causée par la bactérie Pseudomonas savastanoi pv.
Savastanoi (Gardan et al., 1992) représente une grave maladie dans beaucoup d’olivier
produisant des zones du bassin méditerranéen, qui affecte les rendements et qualité de huile
d’olive. (Schroth et Coll., 1968, 1973).

Elle infecte par des blessures, en particulier les cicatrices foliaires et les plaies de taille.
Commencent par une petite cavité en raison de I’effondrement des cellules végétales
immédiat et sont plus fréquentes sur les troncs et les branches, et rare sur les feuilles et les
fruits. Par la suite, une prolifération de tissu suit la peripheryof la cavité résultant dans le
développement tumeur (Smith, 1920; Surico, 1977).

Cette bactérie a la capacité de passer d’un mode de vie épiphytes (Laben ,1981) a un mode de
vie parasitaire chaque fois que les plaies de nature diverses permettent a la bactérie d’envahir
les tissus de I’héte (Ciccarone, 1950). Le pouvoir pathogéne est due principalement a la
phytohormones indole-3-acétique (AlA) et les cytokinines produit (Comai et Kosuge, 1980 ;
Nester et Kosuge, 1981 ; Surico et al., 1985).
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3.1 Symptomatologie de la maladie

Pseudomonas savastanoi pv savastanoi induit des galles parenchymateuses sur
plusieurs espéces d’oléacée, dont I’olivier (Lepoivre, 2003) (Figurel).
Les tumeurs sont principalement des tissus trouvés sur les tiges et les branches plus agées
(\Varvaro et Surico ,1978), Bien que I’agent pathogene a été occasionnellement isolé de fruits,
les feuilles et les racines d’oliviers, tumeur commencent habituellement comme de petites

bosses lisses aux nceuds ou sur I’écorce a entre-nceuds. Sur fruit, la maladie se caractérise par

des taches circulaires ou irriguliéres de 0,5 a 2,5 mm de diameétre..

Figure 2 : infection naturelle du cultivar olive par Pseudomonas savastanoi (Young J.,2004)

3.2 Principaux caracteres bactériologiques :

Les espéces de Pseudomonas savastanoi se sont des bactéries batonnets (0.4-0.8 x1.0-
3.0 U), Gram négatives, catalase positive, mobiles avec 1 ou plusieurs flagelles polaires, une
croissance plutdt lente, les colonie sont blanches a jaune pale, circulaire (0,5 - 2,9 mm de
diamétre) (Gardan et al., 1992).
Tous les isolats étaient négatifs pour LOPAT : levan, oxydase, arginine dihydrolase et le teste
pectinase et induit la réaction d”hyspersensibilité lorsqu’ils sont inoculés sur des plantules s
de tabac.
Cette bactérie produit de I’acide a partir du D (+) galactose, du glucose, du ribose, du
sacharose, du D (+) xylose et du mannitol.
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Mais elle ne produit pas d’acide a partir du maltose, du D (+) raffinose, de I’érythrol
ou de la salicine. Des basses sont produites a partir du L (+) tartrate. L’aesculine, I’arginine, la
gélatine et I’amidon ne sont pas hydrolysés.

Pseudomonas syringae pv savastanoi ne réduit pas les nitrates et ne produit pas de sulfure
d’hydrogéne a partir de la cystéine (Smith, 1908).

3.3 Classification de Pseudomonas savastanoi :

Domaine Bactria (Eubactéria)

Régne Proteobactéria

Phylum Proteobactéria

Classe y-Proteobactéria

Ordre Pseudomonadales

Famille Pseudomonasceae

Genre Pseudomonas

Espece Pseudomonas syringae

Pathovar Pseudomonas syringae pv savastanoi (Lepoivre, 2003).

Actuellement la classification a évolué vers une approche phylogénétique par
comparaison de séquences nucléotidiques ; essentiellement les genes codant pour les ARN
ribosomique. L’opéron ribosomique (ARN 16S) constitue le fondement de la classification
actuelle des procaryotes

3.4 Cycle épidémiologie et maladies

La maladie causée par les bactérie Pseudomonas savastanoi a un cycle de type

épiphytes-pathogéne. Les bactéries ont une phase épiphyte dans laquelle ils se multiplient a la
surface de l'olivier tiges et des feuilles sans développer les symptémes (Ercolani, 1978, 1991;
Varvaro).
La température ambiante dans laquelle Pseudomonas savastanoi peut déclencher I’infection
est entre 5 et 37 ° ¢ et ce permettrait aux bactéries de causer des infections tout au long de
I’année. Cependant, optimal conditions de développement de la maladie sont sur 22-25 °C et
les périodes ultérieures avec une probabilité d’infection est élevé sont I’automne et au
printemps (Protta, 1995).
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Pseudomonas savastanoi peut infecter des oliviers a n’importe quel moment de la formation
de l'année de déclenchement de tumeur seulement quand les conditions sont favorables. . Par
conséquent, Lorsque les bactéries infectent un olivier a I’automne, les tumeur commencera a
développer plusieurs mois plus tard, mais si I’infection se produit au cours du printemps, le
temps nécessaire a la formation de tumeur peut étre seulement deux semaines (Wilson,
1935).

La diffusion des bactéries pseudomonas savastanoi de infecté (ou inoculés) a des
arbres non infectés (ou non inoculés) a été suggéré (Quesada et al., 2010). Les bactéries
peuvent se propager sur de longues distances en raison de l'introduction et la plantation de
matériel infecté, ou sur de courtes distances transportées par les éclaboussures de pluie,
tempétes aérosols, les insectes et les pratiques culturelles (Horne et al, 1912. Wilson, 1935).
par des relations symbiotiques qui existent entre la mouche d’olivier et Pseudomonas
savastanoi  I’insecte a besoin de la bactérie pendant son développement. Au cours de
I’oviposition , les ceufs sont contaminés par la bactérie qui présente dans le tractus digestif de
I’insecte (Wilson, 1935; Hewitt, 1938; Ciccarone, 1950;. Quesada et al, 2010).

Actuellement, la diffusion bactérienne est facilitée par les pratiques culturelles, de nouvelles
plantations avec la densité des arbres élevé, une taille sévere fréquente et avec une petite
distance entre les plantes (Tous et al., 2007). Les blessures causées par la récolte et I'élagage,
ainsi que par la gréle, le gel et les feuilles cicatrices, créent des niches ou l'infection se produit
(Wilson, 1935, Janse, 1982) et linfection de l'olivier par pseudomonas savastanoi est
directement liée au degré de blessure des arbres ( Smith et al., 1991).

Les bactéries peuvent survivre a l'intérieur des tumeurs d'une saison a l'autre et lorsque
I'humidité est suffisamment élevée, exsudats contenant de grandes quantités de bactéries sont
émis dans lequel ils peuvent survivre en tant épiphytes (Wilson, 1935). Cependant, les
bactéries ne peuvent survivre dans le sol pendant quelques jours (Wilson et Ogawa, 1979).Le
cycle de la maladie est résumée a la figure 2.
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Phese endophyte et epiphyte

Blesures causées par tailles , insecttes
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Figure3 : Cycle de la maladie du tuberculose d’ olivier causée par Pseudomonas savastanoi
pv. Savastanoi (kindly provided by E. Bertolin ., 2003).

3.5 Processus d’infection

Les bactéries Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi provoquent la formation de
croissance hyperplasique dans les oliviers, produisant des tumeurs sphériques sur le tronc et
les branches et moins fréquemment sur les feuilles et les fruits (Smith, 1920 ;Sisto et
lacobellis, 1999). L’infection par Pseudomonas savastanoi et la formation subséquente de
tumeur dans les jeunes rameaux d’olivier nécessite I’activité du cambium vasculaire
(Wilson, 1965).

L’invasion de I’h6te par la bactérie commence avec la colonisation du site infection,
suivie de la désintégration des cellules végétales adjacentes qui conduit a la formation d’une
grande cavité autour la région colonisée par les bactéries (Smith, 1920 ; Surico,
1977).L'induction de ces excroissances tumorales (tumeur ) est due a la synthése bactérienne
de I’acide indole acétique et cytokinines (Smidt et Kosuge, 1978 ; Comai et Kosuge, 1980 )
Pseudomonas savastanoi contiennent deux copies des genes iaaM et iaaH se trouvent
dans le plasmide qui sont impliqués dans la synthese de I’acide indole-acétique (Matas et
al., 2009 ; Pérez-Martinez et al., 2008). La synthese de I’AlA se produit par les réactions
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suivantes : L-typtophane-.I'Indoleacetamide-l'acide IndoleAcétique, catalysées par le
tryptophane 2-monooxygeénase et I'hydrolase (Fig .4) .

COOH jo
\ __COOH
N NH, NH; . /
4/ . /'I (02 ////j\\‘ ’__.-f"l ;/// - .--'""-I
) ) e O
X N A ~N ‘ " TN
H H iaaH H
tryptophane indole-3-acetamide acide indole-3-acétique
(TAM) (ATA)

Figure 4 : Synthése de I’auxine acide indole-3-acétique (AlA) par les génes iaaM et iaaH.

Les systemes de sécrétion protéiques contribuent de facon capitale a I’interaction et la
survie des bactéries dans leur environnement et I’exploitation des ressources du milieu ainsi
que I’expression de la pathogénie. Chez les bactéries Gram négatif, ils sont nécessaires a la
sécrétion ou I’export dans le milieu extracellulaire des facteurs de virulence au travers
cellulaire, constituée d’'une membrane externe et d’une membrane interne, ou cytoplasmique,
séparées par le périplasme (Salmond, 1994). Jusqu'a ce jour, quatre systemes de sécrétion
protéiques majeurs et deux systemes de sécrétion potentiellement impliqués dans la virulence
des bactéries Gram négatif ont été décrits.

Le systeme de sécrétion de type Il (TTSS pour "type three secretion system™) des
bactéries Gram négatif a fait I'objet de nombreux travaux de recherche au cours des 15
dernieres années en raison du réle prépondérant qu'il joue dans la pathogénie de nombreux
pathogénes trés divers (Genin et Boucher, 2004).

Solon Sisto et al (2004), les génes hrp/hrc codent pour la biosynthese d’un systeme de
sécrétion de Type-lll (TTSS) chez les Pseudomonas savastanoi

Le T3SS comprend un pilus qui relie la bactérie avec la membrane de I'hdte et le pore
qui se forme dans la cellule-h6te pour permettre I'entrée des protéines effectrices de type il
(Magie, 1963). Le groupe de genes de hrp réduit la vitalité de la plante en provoquant la fuite
d'éléments nutritifs essentiels dans le milieu extracellulaire, en plus de ses roles, il inhibe le
systeme immunitaire de plante. Les génes étroitement liés au hrc sont responsables sur la
réaction hypersensibilité (Janse, 1982) Par ailleurs, il a été signalé que la formation des
tumeurs d’olivier dépend-aussi les génes hrp "hypersensitive response and pathogenicity" et
hrc("hrp conserved") et ce, car des mutations a I'échelle des locus hrp/hrc induisent un déficit
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chez la bactérie dans sa pathogénie et son pouvoir d'induction de la réaction d'hypersensibilité
(Sisto et al ., 2004).

4. Méthodes de controle

Les méthodes utilisées pour contrbler les bactéries phytopathogenes sont basés sur les
mesures préventives et curatives et la combinaison des deux devrait étre utilisée dans le cadre
d’un contr6le intégré.

Les cing principaux objectifs d’un programme de contr6le de la maladie usine intégrée sont a
éliminer ou réduire I’inoculum initial, réduisent I’efficacité de I’inoculum initial, augmenter la
résistance de I’hote, apparition de la maladie retard et ralentir les cycles secondaires (Agrios,
2005). La clé de tout programme de lutte intégrée est une question de durabilité a différents
niveaux (Caballero et Murillo, 2003). Sur le plan économique, il doit s’assurer que les
bénéfices des agriculteurs et au niveau environnemental, sélectionner les méthodes de
controle qui minimisent I’impact sur I’environnement.

Et enfin, les méthodes de contrdle par eux-mémes doivent assurer la durabilité et ils doivent
rester efficaces sur temps.

Le suivi d’une stratégie de ce type est indispensable pour assurer une agriculture durable et
sire.

Gestion de bactéries pathogenes dans le domaine de la maladie repose essentiellement sur des
procédures préventives, car il est difficile d’éradiquer les pathogenes des sa créés. En raison
de I'impact économique de la maladie de tumeur d’oliviers, cultivateurs acquiere un contrdle
adéquat méthodes pour surmonter ses répercussions négatives sur le rendement et méme sur la
qualité du fruit d’Olivier (Quesada et al., 2010 ; Schroth et al., 1973). Controle de tumeur
d’olive devrait reposer sur une stratégie de lutte intégrée, donnant la priorité aux mesures plus

efficaces qui sont de type préventif.

Celles-ci sont trés variées et peuvent étre regroupés dans des mesures réglementaires,
empéchant I’introduction de I’agent pathogéne dans les aires protégées et des mesures
prophylactiques a réduire ou a éliminer I’agent pathogéne ou a entraver son établissement de
pépiniéres ou vergers (Montesinos et Lopez, 1996).
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4.1 Mesures réeglementaires

Production, entretien et utilisation des végétaux certifiés qui est pathogéne libre, est
I’une des principales mesures préventives permettant de contréler les pathogénes des plantes.
A cet égard, il est trés important que le Pseudomonas savastanoi s’affiche dans la liste des
organismes nuisibles et maladies qui affectent sensiblement les normes de qualité de plantes,
établis par la Commission européenne (Directive N° 92/34/CE) de I’'UE.
Comme conseillé par les européens et la Mediterranean Plant Protection organisation
(EPPOOEPP), nouvelles plantations d’oliviers s’établisse a I’aide de Psv-gratuit certifié
matériel végétal (OEPP, 2006).

4.2 Mesures de prophylaxie

Mesures de prophylaxie visent a réduire ou éliminer les concentrations d’agents
pathogénes ou font obstacle a sa création dans une culture et ces mesures peuvent également
étre de nature eradicative basé sur la sensibilité du cultivar ou de protection directe
(Montesinos et Lopez, 1996).

Dans le cas du Pseudomonas savastanoi, elles comprennent toutes celles effectuées pour la

désinfection des plantes, des machines agricoles contact avec les plantes.
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4.2.1 Eradication

La présence des tumeurs dans une arborescence est liée a un niveau élevé de la

maladie, apres plusieurs années et cela met en évidence la nécessité d’utiliser des méthodes de
lutte préventive ou éradication de maintenir les oliviers sans tumeur (Quesada et al., 2010 a).
Dans les plantations affectées, la méthode d’éradication serait le déracinement des arbres
touchés ou I'utilisation de pratiques culturelles pour réduire la source d’inoculum, effectuant
des traitements de cuivre, I’élagage des branches infectées et réduction du nombre de
blessures au cours de la saison de croissance et en particulier a la récolte (Beltra, 1956 ;
Penyalver et coll., 1998 ; Trapero et Blanco, 1998 ; Wilson, 1935). Ceci est particulierement
important dans les nouvelles plantations a haute densité et fréquente élagage sévere, ou le
contrble avec précision les mesures devraient étre surveillés (Tous et al., 2007).
a suppression de nceuds est tres laborieuse et ne peut pas étre entierement efficace parce que
les nouvelles blessures sont généralement effectués lorsque les tumeurs sont supprimés et les
nouveaux nceuds peuvent se développer dans ces blessures dans les années suivantes, méme
lorsque des produits chimiques préventifs (Wilson, 1935).

L’élagage des branches infectées est plus efficace que la suppression de nceuds comme
moins de blessures sont causées a I’Olivier et la charge de I’inoculum bactérien est réduite au
minimum (Quesada et al., 2010 ; Teviotdale et Krueger, 2004 ; Wilson, 1935).

Toutes les branches coupées doivent étre brllés dans le méme champ pour prévenir la
propagation de la maladie (Trapero et Blanco, 1998).

Dans le cas de partiellement contaminés d’oliviers, arbres sains devraient étre récoltés et
taillées premiére (Wilson, 1935).

En outre, cultivateurs devraient récolter des olives uniquement par temps sec et évitez
d’utiliser des techniques telles que frapper les branches d’Olivier avec des poteaux en bois
(Krueger et al., 1999).

4.2.2 Sensibilité du cultivar

L’utilisation de cultivars résistants, ou cultivars de faible susceptibilité aux maladies
bactériennes serait celui de la maladie plus appropriée des méthodes de contrdle (Montesinos
et Lopez, 1996).
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Toute fois, dans des cultures ligneuses, comme les oliviers, éleveurs et phytopathologistes
sont génées par I’amélioration des processus par suite de I’entrée retardée en termes de
reproduction lente.

Tres peu de données sont disponibles a partir des expériences d’inoculation comparative et se
limite a plusieurs cultivars (cing a huit) d’ltalie, Gréce, Maroc et du Portugal (Benjama,
1994 ; Catara et al., 2005 ; Hassani et al., 2003 ; Marcelo et al., 1999 ; Panagopoulos, 1993 ;
Varvaro et Surico 1978), A I’exception d’Espagne ou 29 cultivars ont été évalués (Penyalver
et al., 2006).

Observations sur le terrain ne donnent pas toujours les informations universellement valables
sur la vulnérabilité intrinséque de chaque cultivar, parce que la quantité initiale d’inoculum
bactérien differe entre les plantes et I'infection de facteurs favorisant I’infection peuvent

varier dans différents domaines.

4.2.3 Controle direct

Mesures de protection directe sont principalement basées sur des principes chimiques
ou biologiques et sont utilisé par les agriculteurs lors de mesures prophylactiques n’ont pas
réussi a arréter la progression de la maladie en une seule zone (Montesinos et L6pez, 1996)

ou sont combinés avec toutes les autres mesures dans un stratégie de lutte intégrée.

4.2.3.1 Lutte chimique

Lutte chimique contre les maladies des plantes bactérienne n’est efficace que lorsqu’ils

sont utilisés dans stratégies préventives avant I’apparition de I’infection ou des le début de
I’infection bactérienne processus (Montesinos et Lopez, 1996).
Plus précisément, la lutte chimique contre la tuberculose d’oliviers a compte tenu des résultats
incohérents en expériences sur le terrain et peut également avoir une faible efficacité et méme
Voir la phytotoxicité pour certains tissus. Cette variabilité est due a plusieurs facteurs, tels que
la quantité¢ d’inoculum, synchronisation des traitements, des conditions climatiques,
sensibilité du cultivar, méthode de demande de traitement, ou I’état physiologique de la plante
hote.

Composés du cuivre sont le principal traitement chimique préventif recommandé
contre la tuberculose d’olivier et leur utilisation est recommandée chaque année lorsqu’il y a
un risque d’infection, en printemps et automne avant la saison des pluies, apres que les

feuilles tombent et surtout apres la gréle, gel et d’autres olive d’événements causant des
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Iésions (Penyalver et al., 1998 ; Protta, 1995; Smith et al., 1991 ; Wilson, 1935). une
corrélation positive a été trouvée entre I’incidence de la maladie et les pluies de printemps
(Teviotdale et Krueger, 2004) et il a été observé que les vents humides dans les zones cotiéres
promouvoir infection (Smith et al., 1991).

Les composés a base de cuivre utilisées dans les oliveraies en Espagne incluent divers sels et
préparations (oxychlorures, oxydes, hydroxydes et sulfates) ainsi que leur mélange avec des
composés organiques obtenues par synthése chimique. Un exemple intéressant est la
combinaison du sulfate de cuprocalcic plus de mancozebe parce qu’il a un effet synergétique
contre plusieurs maladies bactériennes (Hausbeck et al., 2000 ; Jones et al., 1991 ; Marco,
1983).

Actuellement I’oxychlorure de cuivre est le composé de cuivre plus couramment recommandé
contre la maladie de tuberculose d’olivier  par les services de vulgarisation espagnole.
L’ingrédient actif dans ces produits est I’ion cuivre divalent solubilisée et fois, bactéries et
usine exsudats, contiennent des composés qui sont capables de cuivre de solubilisation.
Généralement, ces produits ont un effet toxique ou bactériostatique, seulement prévenir la
multiplication des bactéries et la plupart des bactéries peut mourir a cause des effets toxiques
des ions Cu ++, ou entrer dans I’Etat VBNC (Viable mais Non cultivable) dans lequel ils sont
incapables de croitre sur un milieu solide. Cet Etat peut étre induit par les ions de cuivre,
comme indiquées précédemment pour plusieurs bactéries phytopathogenes (Alexander et al.,
1999 ; Gris et Steck, 2001 ).

Ces produits chimiques préventifs les traitements sont recommandés pour tant pour réduire les
populations de Pseudomonas savastanoi épiphytes et empécher leur pénétration a travers les
plaies de la plante.

L’efficacité de la lutte chimique de tuberculose d’olivier a été mal évaluée, tant sur le terrain
et dans les essais expérimentaux dans des conditions contrdlées.

L’effet des traitements contre I’inoculum épiphyte de Pseudomonas savastanoi ou la période
optimale d’application ne sont pas bien connues.

Plusieurs études suggérent que la gestion des populations de Pseudomonas savastanoi
épiphytes a probablement réduit I’incidence de la maladie de tuberculose d’oliviers (Ercolani,
1978, 1991 ; Lavermicocca & Surico, 1987 ; Quesada et al., 2007, 2010 a).

Dans ce contexte, un programme de lutte chimique utilisant des composés de cuivre a été
proposé, basé sur des observations de terrain en Californie (Horne et al., 1912 ; Wilson,
1935).
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Les premieres expériences de terrain décrites dans la littérature ont été menées en
Californie ou plusieurs formulations de bouillie bordelaise contrdlée la tuberculose d’olivier
présentant des symptomes de phytotoxicité minime dans commercial d’oliviers avec
infections a Pseudomonas savastanoi (Krueger et al., 1999 ; Teviotdale et Krueger, 2004 ;
Wilson, 1935).

Analyses exécutées avec I’hydroxyde de cuivre ont montré qu’une seule application de cuivre
post-récolte offrait une protection minime contre la maladie et par la suite, des pulvérisations
supplémentaires au printemps étaient nécessaires pour améliorer considérablement son
controle (Teviotdale et Krueger, 2004).

Les traitements chimiques basés sur les antibiotiques et I’émulsion huile-eau contenant des
hydrocarbures ont également été recommandées mais sans encourager les résultats (Scrivani
et Bugiani, 1955 ; Schroth et Hildebrand, 1968).

L’utilisation des antibiotiques tels que la streptomycine et Terramycine a réussi dans des
conditions expérimentales (Trapero et Blanco, 1998), mais leur application contre les
bactéries phytopathogenes est actuellement interdit par la législation de I’UE, bien qu’elle est
autorisée dans d’autres pays.

4.2.3.2 la lutte biologique

La lutte biologique est une autre alternative pour controler la maladie de la
tuberculose d’oliviers, mais est rarement testée contre le Pseudomonas savastanoi.
A ce jour, les agents de lutte biologique ont été évalués en utilisant des isolats de P.
fluorescens (Blightban) et Pseudomonas savastanoi mutants produisant des bactériocines,
mais sans résultats satisfaisants (Krueger et al., 1999 ; Varvaro et Martella, 1993).
En outre, non pathogenes Pseudomonas sp., isolées de la rhizosphére de I’Olivier s’est révélée
hostile contre le Pseudomonas savastanoi (Rokni-Zadeh et al.,2008). récemment, P.
fluorescens et Bacillus subtilis isolats provenant de noeuds et les feuilles d’oliviers a montré
antagoniste activité in vitro contre le Psv (Krid et al., 2010).
Bactériocines sont d’excellents candidats pour I’utilisation dans I’agriculture pour controler

les bactéries phytopathogenes en raison de leur grande spécificité.

25



Synthese bibliographique

Une bactériocine produite par P. syringae pv. ciccaronei a été montré pour inhiber la
prolifération et la survie des epiphytes (Lavermicocca et al., 2003). L’efficacité des essais
avec des plantes d’oliviers deux ans dans une chambre de culture est équivalente a celle de
I’hydroxyde de cuivre, bien qu’il serait intéressant d’évaluer son efficacité en pépiniére ou de

plantes et de déterminer leur toxicité et leur persistance avant conseiller leur enregistrement
commercial.
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Matériel et Méthode

1 Matériel biologique

L'objectif de notre travail est une contribution a l'identification de I'agent pathogéne de
la tuberculose d'olivier dans la région de Ain el ibel qui situe & 45 Km de la willaya de Djelfa.
Nous avons réalisé dans une premiére étape une prospection sur terrain a fin de déterminer le
taux d'infection par la maladie et dans une deuxiéme étape isolement et identification de

I'agent pathogene et Vvérification de son éventuel pouvoir pathogeéne.
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Figure5 : carte géographique qui présente la région de Ain el ibel & la wilaya de djelfa

Les prospections ont porté sur deux oliveraies ; pour la premiére aucun symptéme n'a été
observé par contre dans la deuxieme oliveraie qui se situe a 10 Km des symptémes
semblables a celle de la tuberculose d'olivier ont été observés. Nous avons calculé les taus

d'infection utilisant la formule suite:

Nombre d'arbres infectés
Taux d'infection % = x 100

Nombre totale des arbres prospetés

Les échantillons prélevés par la méthode subjective, lls sont réalisés a partir des tumeurs
bactériennes fraiches des rameaux,
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Les échantillons ont été placés dans un sac plastique et transportés directement au laboratoire

et conserves au réfrigérateur a 4°c.

1.1 Isolement et I’identification de I'agent causal:

Apres avoir recu les échantillons au laboratoire des tumeurs ayant 1g ont subit une
désinfection superficielle par trempage pendant 10 minutes dans de I'hypochlorite de sodium a
1%, puis trois rincages successives a I’eau distillée stérile.

Les tumeurs sont découpées puis écrasées dans un mortier contenant 9 ml d’eau distillée
stérile, la suspension préparée a été transférée dans un tube a essais stérile, Apres I’agitation
de cette suspension mére, une série de dilution a été réalisée de 10™ jusqu'a 10°. Pour
I’ensemencement, nous avons étalé un volume de 0,1ml par milieu de culture et par dilution
a raison de trois répétitions pour chaque boite, les répétitions augmentent la chance d’isoler
un grand nombre d’isolats, deux milieux de culture ont été utilisé ; le milieu KB semi
sélective et un milieu général LPGA, l'incubation a été effectuée pendant 5 jours a une

température de 27 C° a I’étuve.

Figure 06 : méthode d’isolement d’agent pathogene (origine 2016)

1.2 Dénombrement des bactéries
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Pour estimer le nombre des bactéries viables sur les deux milieux en unité formant
colonie (UFC), nous avons effectué le comptage des colonies a I’aide de I’appareil compteur
de colonies (klement et al .,1990).

Seules les boites ayant 30 a 300 colonies sont retenues. Pour le calcule du taux des bactéries

par échantillon nous avons utilisé la formule suivante

Taux des bactéries = Nx10"x10 (ufc/ml)

N : la moyenne entre le nombre de colonies dans les boites de la méme dilution

n : Facteur de dilution.

1.3 Production de pigment fluorescent sur milieu King B

Ce test permet la mise en évidence de la pyoverdine des Pseudomonas du groupe
fluorescent (Lelliott et al, 1966). La méthode consiste & ensemencer les isolats a tester a I’aide
d’une anse dans une boite de Pétri contenant le milieu King B. les boites sont incubées a 27°C
pendant 48h (Maury, 1987). Aprés incubation, la production du pigment fluorescent bleu ou

vert vérife .

1.4 Méthode de purification

Apres 48h d’incubation, la sélection des colonies est basée sur les caractéres
morphologiques de Pseudomonas savastanoi tel que la forme , la couleur , daimétre , Pour la
purification des colonies nous avons effectué des opérations de repiquage successives (5fois)
selon la méthode de stries. A I’aide d’une anse de platine jusqu’ a obtention de cultures
bactériennes pures (Prescott et al., 2007). . Ces colonies ont un diametre variant de 1 a 2 mm

elles sont convexes d’une surface lisse et d’un contour rond régulier (Gardan L. et al. 1992).

Conservation des isolats

Apres purification, les jeunes colonies bactériennes sont aseptiquement transférées et
ensemencées dans des tubes a essai contenant un milieu KB inclinée ensuite, incubés & 27°C a
pendant 48h puis conservés au réfrigérateur a 4°C.

1.5 Identification de I’agent pathogene
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1.5.1 Test de gram
1.5.1.1 Coloration de Gram

Cette coloration permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne, et
d’utiliser ces propriétés pour la distinction entre les deux grands groupes : bactéries dites
Gram + et bactéries dites Gram -. Dont le principe est le suivant.

Réalisation de frottis

A l'aide d'une anse de platine nous avons déposé une colonie bactérienne isolée avec
une goutte d'eau distillée sur une lame propre, puis nous avons étalé cette colonie et nous
I'avons fixé a la veilleuse du bec bunzen.
La coloration

Dans cette étape, nous avons utilisé plusieurs colorants ou nous avons commencé par
quelques gouttes du violet de gentiane, nous l'avons laissé agir pendant 30 secondes a une
minute, puis nous avons rincé a l'eau distillée. Avec le lugol (solution d'iode iodo-ioduré)
nous avons traité notre lames pendant la méme durée, puis nous avons rincé a l'eau distillée.
Apres ces opérations une décoloration (rapide) a été faite a l'alcool, coloration (versez goutte
a goutte l'alcool sur la lame inclinée obliqguement), jusqu’a l'obtention d'un filet clair.
Nous avons rincé abondamment avec de I'eau distillée (pour stopper la décoloration). En suite
nous avons recoloré par la fuchsine pendant 30 secondes a une minute. En fin nous avons
lavée doucement a I'eau distillée et séchée la lame a l'aire ambiant .
La lecture de résultats de ce test est effectuée par une observation I’objectif 40X et en utilisant
une goutte d'huile & immersion 100 X (Singleton, 2005).

1.5.1.2 Test KOH

En parallele de la coloration de Gram, un test plus rapide a été effectué, qui permet de
distinguer entre Gram positif et Gram négatif, sur une lame propre deux gouttes d’une
solution d’hydroxyde de potassium (KOH 3%), sont mises en contact avec une créme
bactérienne en effectuant un mouvement circulaire.

La solution de KOH devient visqueuse en présence de bactéries a gram négatifs. La réaction
est considérée positive si la viscosité est obtenue aprés 30 secondes (la formation des filés
observable a I’ceil nu).

Pour une réaction négative aucune viscosité n’est observée, donc les bactéries sont des grams

positifs.
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1.5.1.3 Teste Hugh et Leifson

Pour déterminer la voie d’attaque des glucides (glucose en particulier) par les bactéries
a Gram négatif, nous avons utilisé le milieu de Hugh et Leifson Ce milieu est additionné de
glucose pour la détermination de la voie d’attaque.
Mais il peut aussi étre préparé avec d’autres glucides (lactose, saccharose...) pour étudier leur
métabolisme par ces bactéries. Ce milieu contient un indicateur de pH qui est le bleu de
bromothymol qui permet d’apprécier le type de dégradation du glucide (glucose) qui libere
des acides et éventuellement des gaz. Il vire au jaune en milieu acide, sinon il conserve la
couleur verte du milieu ou il vire au bleu en cas d’alcalinisation.

Ce test consiste a ensemensé la bactérie par piqlre centrale, avec un fil de platine.
Pour réaliser une condition anaérobie nous avons ajouté un (01) cm d’huile de paraffine

stérile, incubé a une température 28+ 2°C pendant 24 a 48h.
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1-6 Caracteres biochimiques

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour I’identification des
bactéries, et la détermination de certaines espéces, ainsi que de connaitre certains

caractéristiques du métabolisme des bactéries isolées (Goszczynska et al., 2000).

1.6 .1 Tests de LOPAT
1.6.1.1 Production de levane sucrase

Test levane sucrase sert a déterminer si la bactérie polymérise le fructose en polyfructose.
A I’aide de I’anse a inoculation, inoculer le milieu de culture levane par stries avec une
culture bactérienne jeune.
Apres 3 a 5 jours d’incubation & 27°C, I’apparition d’une cultur abondante, bombée,
muqueuse et brillante indique que la bactérie posséde une levane sucrase (Goszczynska et al.
2000).

1.6.1.2 Test oxydase

La recherche de l'oxydase est un des critéres les plus discriminatifs et les plus
employés pour l'identification des bactéries, surtout celle des bacilles a Gram négatif.
Ce test permet a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a oxyder la forme réduite
incolore de dérivés méthylés du paraphénylene 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’oxygeéne comme accepteur d’électrons.
Dans ces réactions, I’oxygéne est réduit en eau H20 ou en eau oxygénée H202. Les bactéries
qui possédent I’enzyme oxydase peuvent oxyder le N,N,N,N-tétraméthyl-1,4-phényléne
diamine qui est un composant du réactif de la recherche du cytochrome oxydase en
bactériologie, ce qui donne des produits violacés. (Marchel , 1991).
Ce test est réalisé a I’aide de disques préts a I’emploi, imprégnés du réactif :
N- diméthyl paraphényléne diamine, sur lequel nous avons dépose une colonie.

La lecture du résultat était immédiate et sans incubation pendant 60s.
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1.6.1.3 Test pectinase

Le test pectinase est un test utilisé pour vérifier la capacité des isolats bactériens a
dégrader la pectine Ce test consiste a désinfecter des tubercules de pomme de terre par
I’éthanol, puis par I’hypochlorite de sodium a 1 %, suive par 3 ringages successive a I’eau
distillée stérile, nous avons coupé en tranches de 7mm d'épaisseur et placé chaque tranche
dans une boite de pétri sur du papier absorbent stérile imbibé d’eau distillée stérile (Bradbury
,1970).

La suspension bactérienne a été préparée a une concentration supérieure a( 10°
UFC/ml) , on mettant des colonies bactériennes jeune agée de 24h dans I’eau distillée stérile,
Nous avons réalisé un petit creux au centre des tranches et nous les avons rempli avec un
volume de 0.1 ml de la suspension bactérienne jeune agée de 24 h. L’incubation des boites a
éte effectuée a une température de 27C° pour 10 a 14 jours.

La réaction est considérée positive par I’apparition de pourriture qui s’accompagne d’une

forte odeur. Dans le cas ou aucune réaction n'est observé le test est considéré comme négatif

1.6.1.4 Arginine dihydrolase

L’arginine, c’est un acide aminé, peut étre catabolisés dans l'ornithine par une
réaction enzymatique qui produit de I'ATP et de NH3. la voie est généralement appelé
"dihydrolase arginine™ car elle implique deux enzymes qui produisent la I-citrulline (arginine
desmidase) puis ornithine (ornithine carbamoyltransferase).

Certains pseudomonas sont capables de croitre dans des conditions anaérobies en raison de ce
mécanisme. a la suite de I'carbamoyl (un produit associé a la production ornithine) une
réaction avec I'ADP et le carbamate kinase, de I'ATP, du co2 et du nh3 sont produites, et le
milieu devient alcalin. Ceci peut étre observé visuellement a cause de rouge de phénol, d'un
colorant qui change de couleur en fonction du PH.

Pour ce test les tubes et couvrir avec 1 cm d'huile de vaseline préalablement autoclave
pendant 20 min a 121°c. incuber pendant 5 jours a 27°c. Le test est positif s'il y a un
changement définitif de couleur rouge, dans des conditions anaérobies.

S’il n'y a pas de changement de couleur, le test est négatif. pseudomonas fluorescens et d'essai
p. fuscovaginae positif, mais p. cichorii et test syringae p. test négatif. (thornley 1960).
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2 Les galeries API 20NE

Cette galerie est un systéme standardisé pour I’identification des bacilles & Gram négatif
non entérobacterie te non fastidieux elle réunit 20 tests a la fois dont 8 sont conventionnelles
et le reste sont d’assimilation. Pour I'inoculation de la galerie nous avons suivi les
recommandations du fabriquant biomireo (2009). Les microtubes quicontien la galerie sont
des milieux de culture en état déshydraté, les tests conventionnels ont été inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui va reconstituer le milieu.

Apres la période d’incubation les réactions se traduisent par un changement de couleur
spontanée ou bien due a des ajouts de réactifs, les tests d’assimilation sont révélés alors par la
présence ou absence des troubles ou pas sur les cupules inoculées.

La lecture des résultatsa été effectuée aprés 24 h a 48 h d’incubation a 30°C en utilisant le

tableau (2) de lecture fournis par le fabriquant.

2.1 La préparation des suspensions

Deux suspensions bactériennes ont été préparées pour I’inoculation de la galerie API
20NE nous avons réalisés deux méthodes différentes selon la nature du test et ces exigences,
pour les tests conventionnels la solution d’inoculation a été issue d’une a quatre colonies
bactériennes agé de 24h et disperser dans 9ml d’eau physiologique a 0.9%.Pour les tests
d’assimilation la suspension a été Prépare en ajoutant 200 pl de la premiere suspension dans
une ampoule de milieu 0.85 Na ClI, fourni avec la galerie.

Les solutions sont été mises dans les tubes qui leurs convient a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile en évitant la formation des bulles d’air (Figure 3).
Les cupules des tests TRP, GLU, et ADH, ont été remplis avec I’huile de vaseline pour

créé un environnement d’anaérobiose. La lecture des résultats a été faite aprés 24h et 48 h

d’incubation a une température de 30°C, a I’aide d’un guide (voir tableau 3)
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Suspension 1
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Source ; guide biomirio, 2009

Figure 7: méthode de préparation de la suspension d’inoculation de la galerie API NE 20
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Tableau3. Table de lecture de la galerie AP1 20 NE

TESTS COMPOSANTS (mQ;I;E REACTIONS/ENZYME RESULTATS
ACTIFS g) - S NEGATIF | POSITIF
NIT L+NIT 2/5 min
réduction des Nitrates en
nitrites
. . Incolore Rose
NO; nitrate de potassium 0,136 rouge
réduction des Nitrates en Zn /5 min
azote
Rose Incolore
JAMES / immédiat
formation d'indole
TRP L-tryptophane 0,2 TRyptoPhane) .
vert péale Rose
jaune
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert Jaune
orange
ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHydrolase Jaune rose
E— rouge
orange
URE Urée 0,76 UREase Jaune rose
— rouge
ESC Esculine 0,56 hydrolyse (B-glucosidase) Jaune Mi::zn
citrate de fer 0,072 (ESCuline) Noir
pas de diffusion
Gélatine hydrolyse (protéase) T du
GEL (origine bovine) 0.6 (GELatine) d'ff.US'On pigment
du pigment noir
B-galactosidase
4-nitrophényl-BD- (Para-NitroPhényl
PNPG galactopyranoside 0,22 -BD- Galactopyranosidase) Incolore Jaune
GLU D-glucose 1,56 Assimilation glucose Transparence | Trouble
ARA L-arabinose 1,4 Assimilation arabinose Transparence | Trouble
MNE D-mannose 1,4 Assimilation mannose Transparence | Trouble
MAN D-mannitol 1,36 Assimilation mannitol Transparence | Trouble
NAG | N-acetyl-glucosamine 1,28 Assimilation N-acétyle- Transparence | Trouble
MAL D-maltose 1,4 glucosamine Transparence | Trouble
GNT potassium gluconate 1,84 Assimilation maltose Transparence | Trouble
CAP acide caprique 0,78 Assimilation potassium Transparence | Trouble
ADI acide adipique 1,12 gluconate Transparence | Trouble
MLT acide malique 1,56 Assimilation acide Transparence | Trouble
CIT trisodium citrate 2,28 caprique Transparence | Trouble
PAC acide phénylacétique 0,8 Assimilation acide Transparence | Trouble
adipique

Assimilation acide malique
Assimilation trisodium
citrate
Assimilation acide
phénylacétique
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3 Pathogénicité sur I’olivier

Le test du pouvoir pathogéne a été effectué sur des oliviers &gés d’une année. Des
blessures de 0,5 cm de longueur ont été étatisées avec un scalpel stérile dans la zone
cambiale de la tige de chaque plantule. Chaque site blessé. a été inoculé avecl0 ul d’une
suspension bactérienne ajustée a (10® UFC/ml).

L’incision est ensuite couverte par papier aluminium stérile pendant une semaine. Vingt
isolats bactériens ont été choisis pour la réalisation de ce test tout en faisant quatre incisions
par plantules. Une Plantule témoin a été inoculée avec eau stérile seulement.

Les plants inoculés ont été incubés a 23-27 °C.
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1 les résultats

L'objectif de notre travail est une contribution a l'identification de I'agent pathogéene
de la tuberculose d'olivier dans la région de Ain el ibel & la willaya de Djelfa.
Les prospections ont porté sur deux oliveraies ; pour la premiére aucun symptéme n'a été
observé par contre dans la deuxiéme oliveraie le taux d’infection était de 100% au niveau de
cette oliverie.
L’examen visuel qui se repose sur I’observation des symptdmes caractéristiques de la maladie
est complété par des recherches plus approfondies pour confirmer la présence de la maladie

en question, et ce ci par une série de tests au laboratoire.

1.1 Isolement de I'agent causal:

L’isolement de I’agent pathogéne a partir des rameux infectées a été réalisé sur deux
milieux de culture KB et LPGA, L’aspect macroscopique des colonies est observé
directement sur la gélose apres trois jours d’incubation, il permet de connaitre la forme, le

contour, la texture, la couleur des colonies.

1.2 Dénombrement bactériens

Pour dénombrer le taux de "Pseudomonas like bacteria" dans les trois échantillons de
tumeurs infectés par cette bactérie Le comptage des colonies bactériennes a été réalisé sur les
deux milieux King B et LPGA apreés trois jours d’incubation. Pour cela, nous avons utilisé la
formule de Klement et al. (1990) .

Dans le premier échantillon, nous avons constaté que le taux de la bactérie est de 15% par
rapport la flore totale, et pour le deuxieme échantillon est de 6.26 % par rapport la flore totale.
Quand au troisieme échantillon, ce taux est de 1% par rapport la flore totale.
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Figure 08: le taux des Pseudomonas savastanoi

1.3 Identification des isolats bactériens

Une série de purifications successifs sur le milieu KB, nous a octroyé la possibilité de

sélectionner 32 isolats, présentant les mémes caractéres culturaux de I’agent pathogene
recherché Pseudomonas savastanoi (des colonies de couleurs blanche ou créme, lisse, plate,
et luisants) ( Gardan et al.,1992) .
Pour l'identification préliminaire des isolats, nous avons adopté le schéma proposé par
Schaad et al. (2001). Selon ce protocole, la détermination du genre bactérien au quel sont
affiliés nos isolats, repose sur les résultats des tests suivants: test de gram, test KOH. Hugh et
Leifson et la fluorescence sur king B.

1.3.1 Coloration de Gram

Suite a la coloration de Gram, I'observation microscopique des frottis bactériens colorés
a l'objectif (x40) .parmi les 32 isolats ,29 isolats ont une forme bacille de couleur rose ,03
isolats sont des bacilles a Gram positif de couleur violet.
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Figure 9 : Observation microscopique de coloration de Gram de la bactérie.
1.3.2. Test KOH

Pour le test KOH, sou un total de 32 isolats testés 29 ont montré une réaction positive,
cela veut dire que ce sont des Grams négatifs alors que 03 isolat n’ont montré aucun
changement lors de leur contacte avec la solution de KOH et cela indique que ce sont des
Grams positifs.

Les Gram positifs ont été éliminés alors que les Gram négatifs ont été gardés pour effectuer le
reste des tests de caractérisation.

1.3.3. Test Hugh et Leifson

Apres 24 a 48 heurs d'incubation pour 26 isolats nous avons observé un virage de la
couleur du vert au jaune pour le tube qui ne contient pas de I’huile (Cf. Figure 9).
D'apres ces résultats, nous pouvons dire que les 26 isolats sont des bactéries Oxydatif non
fermentatives.
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Figure 10 : Résultats du test croissance en anaérobiose (Original, 2016)
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1.3.4 Production de pigment fluorescent

Apres 48 heurs, nous avons obtenu une pigmentation jaune vert fluorescent sur le milieu

King B pour I’ensemble des isolats (cf, tableau 4), avec des intensités variables.

Tableau 04. Résultats des tests d'identification

Pigment Coloration de KOH Hugh et
fluorescents gram leifson
1 E2 .1 +++ G_ + +
2 E2.2 +++ G_ + +
3 E2.3 +++ G_ + +
4 E2.4 +++ G_ + +
5 E2.5 ety G_ g +
6 E2.6 ++ G_ + +
7 E2.7 +++ G_ + +
8 E2.8 +++ G_ + +
9 E2.9 +++ G_ + +
10 E2.10 +++ G_ + +
11 E2.11 +++ G_ + +
12 E2.12 +++ G_ + +
13 E2.13 ety G_ g +
14 E2.14 +++ G_ + +
15 E2.15 +++ G + +
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1.4. Les Caracteres biochimiques
Les test biochimique connus sous le nom LOPAT sont réalisés pour I’identification
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des bactéries , il n’en demeure pas moins qu’il sont particulierement utiles pour la

détermination de certaines groupe des bactéries phytopathogénes , Dans le groupement de

pseudomonas fluorescents par exemple Groupes I, Il et 111, qui sont fortement pathogénie et

donner une réaction d' hypersensibilité claire, tandis que les groupes IV et V sont faiblement
pathogénes (Lelliot et al., 1966).
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1.4.1 Tests de LOPAT

1.4.2 Production Levane sucrase

Apres 5 jours d'incubation, 30 isolats ont donné un résultat négatif (Cf. tableau 5),
C’est-a-dire aucune polymérisation du fructose en poly-fructose, pour les 02 isolats nous
avons observé des colonies blanchatres et brillantes ce qui traduit par une polymérisation du
fructose en poly-fructose.

Figure 11 : Résultat du test levane( Original ,2016)

1.4.3 Production d’oxydase:

Concernant les tests oxydase, parmi les 32 isolats nous avons testé seulement 6 isolats
par manque de produit, d'apres ce test 5 isolats ont donné une réaction négatif, c’est a dire
qu'il n’y a pas eu de coloration violette, Quand a I'isolat restant une coloration bleu violéte a
été obtenue en contact avec le disque d'oxydase, ce qui signifie que c'est une oxydase
positive.

1.4.4 Test Pectinase

Apres 14 jours d’incubation, pour 32 isolats nous n’avons pas observé de pourriture des
tranches de pomme de terre (Cf. figure 11), ainsi que de leur odeur, ces isolats sont incapables
de dégrader le pectine, ce sont des pectinases négatives (Bradbury, 1970).
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Figure 12 : Résultat du test péctinase.(Original,2016)

1.4.5. ARGININE DIHYDROLASE

Le test sert a déterminer si la bactérie transforme I’arginine (un acide aminé) a I’aide
del’enzyme arginine déshydrolase. Une réaction positive indique qu’il y a eu transformation
de I’arginine par I’enzyme arginine déshydrolase (coloration rougé) (Thornley; 1960)

Apres 5 jours d'incubation, les résultats obtenus indiquent que les 32 isolats ne sont pas

capables de transformer I'arginine car la coloration du milieu reste rose (Cf. figure)

FIGURE 13 : Résultat du test arginine deshydrolase (ORIGINAL, 2016)

1.4.6 Réaction d’hypersensibilité du tabac (HR)

Le déclenchement de la réaction d'hypersensibilité dans les plantes par des bactéries
phytopathogenes est toujours utilisé comme un outil de diagnostic, Pour manque de plantules
de tabac ce test n’a pas été réalise.
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Tableau 05. Les résultats de tests LOPAT.

TESTE Levane Péctinase Arginie Deshydro | Oxydase

1 E2.1 _ _ _ _
2 E2.2 - _ _ _
3 E2.3 _ _ _ _
4 E2.4 - - -
5 E2.5 _ _ _ _
6 E2.6 - _ _ _
7 E2.7 _ _ _
8 E2.8 - _ _
9 E2.9 _ _ _

10 E2.10 - _ _

11 E2.11 _ _ _ +

12 E2.12 - _ _

13 E2.13 _ _ _

14 E2.14 - _ _

15 E2.15 _ _ _

16 E2.16 - _ _ _

17 E2.17 _ _ _

18 E2.18 - _ _ _

19 E2.19 _ _ _

20 E2.20 - _ _

21 E2.21 _ _ _

22 E2.22 - _ _

23 E2.23 _ _ _
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24 E4.24 - - -
25 E4.25 _ _ _
26 E4.26 _ _ _
29 E4.27 _ _ _
30 E4.30 + _ _

1.4.7 Test du pouvoir pathogéne

Dans l'objectif de vérifier le pouvoir pathogéne de nos isolats, nous avons inoculé des
plantules d'olivier variété Chemlal utilisant un inoculum & une concentration de 10%cel/ml.
Apres deux mois de la date d'inoculation,14 isolats parmi 20 testés ont développés des
tumeurs similaires a celles observées dans l'oliverie d'origine. Pour les plantules témoins
inoculées par l'eau distillée aucun symptome n'a été enregistré.

Figure 14 : Résultat du test Pathogénicité sur I’olivier

1.5 Test de la galerie APl 20 NE:

Les tests concernés sont les tests conventionnels et des tests d’assimilation dont les

résultats sont présentés dans le tableau suivant:
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Tableau 06 : les résultats d identification des isolats utilisant la galerie APl 20 NE.

Test/souc E2.1 E2.2 E2.3 E2.5 E2.6 E2.11
he
NO; _ _ _ _ _ _
TRP _ _ _ _ _ _
GLU _ _ _ _ _ _
ADH _ _ _ _ _ _
URE _ _ _ _ _ _
ESC + + + + + +
GEL _ _ _ _ _ _
PNG _ _ _ _ _ _
GLU + + + + + +
ARA _ _ _ _ _ _
MNE + + + + + +
MAN + + + + + +
NAG _ _ _ _ _ _
MAL _ _ _ _ _ _
GNT + + + + + +
CAP + + + + + +
ADI _ _ _ _ _ _
MLT + + + + + +
CIT + + + _ + +
PAC - _ _ _ _ _
Oxy _ _ _ _ _ +
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Tableau 07 : les résultats du galerie api 20NE aprés I’utilisation de I’logiciel.

Les souches

E2.1
E2.2
E2.3
E2.5
E2.6

E2.11

Taxon le plus  remarque

probable

Flavimonas oryzihabitans
Flavimonas oryzihabitans
Flavimonas oryzihabitans
Flavimonas oryzihabitans

Flavimonas oryzihabitans

Peudomonasflouresens

Pas bon
Pas bon
PasBon
Pas bon

Pas bon

Pas bon
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Discussions

La tuberculose d’olivier est une maladie des plantes causée par Pseudomonas
savastanoi. Les symptdmes se manifestent sous forme d'excroissances appelées tumeurs
figurant sur les feuilles et les rameaux infectés.

La formation de tumeurs est une réponse de la plante a la production bactérienne de fortes
concentrations de I’acide indole acétique (AlA) (Smidt et al., 1978).

Des tumeurs semblables a celles induites par la tuberculose d'olivier ont été observées sur des
rameaux d'olivier dans une oliverie dans la région de Ain El Ibel a la wilaya de Djelfa.

Lors des prospections le taux d'infection était de 100% au niveau de cette oliverie.

Pour pouvoir identifier les causes de ces tumeurs nous avons effectué un travail dont I’objectif
est I’isolement et I’identification de I’agent responsable de ces tumeurs et la mise en évidence
de son éventuel pouvoir pathogene I’isolement de I’agent pathogéne a partir des rameux
infectées a été realise sur deux milieux de culture KB et LPGA Des colonies bactériennes se
sont développées apreés trois jours d’incubation les colonies des bactéries phytopathogenes
apparaissent plus lentement que les colonies des bactéries saprophytes ( Goszczynska et al.,
2000) par ailleurs, I’aspect des colonies obtenues sur le milieu king B était semblable a celui
obtenu par Gardan et al. (1992).

Les colonies sont de couleur blanche ou creme, lisse, plate, et luisantes pour dénombrer le
taux de Pseudomonas like bacteria dans les trois échantillons de tumeur infectés par cette
bactérie nous avons effectué I'isolement sur deux milieux de cultures différentes LPGA et KB.
Dans le premier échantillon nous avons constaté que le taux de la bactérie dans le milieu KB
(21.6x1072 cellule.mI™) soit 15% par rapport  la flore bactérienne totale.

Quand au deuxiéme échantillon le taux de bactérie dans le milieu KB (115x107 cellule.ml™®)
soit 6.26 %. par rapport a la flore bactérienne total.

Dans le troisiéme échantillon e taux de bactérie dans le milieu KB (6x10™ cellule.mI™?) soit
1%. par rapport a la flore bactérienne total.

D'apres le dénombrement bactérien, nous avons remarquer une faible présence des
Pseudomonas savastanoi like bacteria par rapport a la flore bactérienne totale avec des
pourcentages qui varient entre 1 % et 15%.

Selon (Marchi et al., 2006) les Résultats de I’étude de la maladie de tuberculose
d’oliviers dans le centre de I’ltalie en 2002 et 2003 ont montré que les pseudomonas
savasatanoi n’est pas le seul organisme vivant en tumeur , car Il y a aussi des bactéries

saprophytes blancs ou jaunes, qualifiées de Pantoea agglomeransa été trouvé associé a
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I’agent pathogéne Pseudomonas savastanoi dans 70 % de tumeur examinés (Garcia de los
Rios, 1989) . Le pourcentage de pseudomonas savastanoi dans le tumeur a été isolé a
seulement qui varient entre 5 a 10 % par rapport a la flore bactérienne totale (Garcia de los
Rios, 1989).

L’Identification- de nos isolats a été faite en se basant sur les tests phénotypiques décrites
par (Schaad et al., 2001) : production des pigment fluorescent sur milieu KB, production
levane ,I’activité de I’oxydase , I’activité arginine dihydrolase et | activité péctinolytique ,
réaction d'hypersensibilité sur le tabac, .

L'isolement effectué a partir de tumeur nous a octroyé la possibilité de sélectionner 32
isolats, présentant des caractéristiques morphologiques semblables a celles des Pseudomonas
savastanoi . Aprés une série de purifications successifs sur le milieu KB, nous avons utilisé le
test de coloration de gram et le test KOH, nous ont permit d’effectuer une distinction
précoce entre les isolats a Gram négatif et les isolats a Gram positif en se basant sur la
structure de la paroi de ces derniers. Aprés avoir effectué ce test nous avons obtenues 29
isolats a Gram négatif donnant une réaction positif avec la solution de KOH et 03 isolats a
Gram positif donnant une réaction négatif avec la solution de KOH.

La solution de KOH 3% présente une action destructive sur la paroi des cellules des
bactéries a gram négatif alors qu’elle ne fait rien pour la paroi des cellules bactérienne a Gram
positive. Lorsqu’elle est mélanger avec un petit volume de les solution KOH 3% pendant un
temps qui ne dépasse pas 60secondes , cela provoque une lésion de la paroi de la cellule suivit
de la libération de I’ADN ce qui donne un aspect visqueux, cette réaction indique que la
bactérie est une Gram négatif (Bejot, 2015).

D’aprés les résultats de la coloration de Gram, 29 isolats sont des bacilles a Gram
négatifs et trois isolats uniqguement sont des gram positifs. (Gardan et al., 1992) rapportent
que Les pseudomonas savastanoi se sont des bactéries batonnets (0.4-0.8 x1.0-3.0U ), Gram
négatives, mobiles avec 1 ou plusieurs flagelles polaires, une croissance plutot lente, les
colonies blancs a jaune péle, circulaire (0,5 — 2,9 mm de diamétre).

Pour le test de la production de pigment fluorescent, 32 isolats ont produit, sur le milieu
King B, un pigment coloré diffusible dans I’agar et fluorescent sous UV (pyoverdine). Selon
(Janse, 1982) les Pseaudomonas syringae pv savastanoi produit un pigment fluorescent bleu-
vert sur milieu spécifique B de King qui diffuse dans la gélose ; certaines souches produisent
un pigment brun.

Concernant le test de croissance en anaérobiose, nous avons utilisé le milieu Hugh et

Leifson qui posséde un indicateur d’acidification (le bleu de bromothymol), ce dernier devient
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jaune pour les bactéries actives, (la dégradation du glucide qui libére des acides et
éventuellement des gazes) (Marchal et al. 1991). Parmi Les 32 isolats testés, 26 uniquement
ce sont des bactéries aérobies stricte attaquent le glucose uniquement en présence de
dioxygene, et les (06) isolats restant donnent des résultats négative en condition d’anaérobie
ce qui s’explique par le fait que ces bactéries dégradant le glucose par voie fermentative
(Surico, 1977) rapportent que Les pseudomonas savastanoi se sont des aérobique strict.

Les test biochimique connus sous le nom LOPAT sont réalisés pour I’identification des
bactéries , il n’en demeure pas moins qu’il sont particulierement utiles pour la détermination
de certaines groupe des bactéries phytopathogénes , Dans le groupement de pseudomonas
fluorescents par exemple Groupes |, 1l et Ill, qui sont fortement pathogénie et donner une
réaction d' hypersensibilité claire, tandis que les groupes 1V et V sont faiblement pathogénes
(Lelliot et al., 1966).

Pour le test de LOPAT, nous avoues réaliser test levene sucrase, test oxydase, test pectinase
et teste arginine sauf le test d’hypersensibilité sur tabac par le manque les plantules de tabac.
Le test levane est negatif chez 30 isolats et cela revenant a I’absence I’enzymes fructanes
sucrase qui polymerise la fraction de fructose du saccharose en levane (Munir et al. , 2010 )
et positif chez 02 isolats .

La production de levane sucrase extracellulaire, est présente chez tout les pathovars de
P. syringae, chez P. chlororaphis , quelques biovars de P. fluorescens (Hettwer et al., 1995),
cependant elle est absente chez P. savastanoi( Scortichini et al., 2004)
Donc nos résultats sont identiques a ceux de (Moretti et al., 2008) qui rapportent que tout les
isolats de Pseudomonas savastanoi donnent un réaction négative pour le test levane.
Le but du test oxydase est la recherche d'enzyme cytochrome C chez les bactéries, par
manque de produit six isolats ont été testé parmi ces isolats cing sont négatif et cela revenant
a I’'absence du cytochrome C dans la chaine respiratoire de ces bactéries.
D'aprés (Marchal et al., 1991) La respiration de ces bactérie est par phosphorylation
oxydative soit en shuntant le cytochrome C, ,soit en utilisant une voie métabolique accessoire,
comme la voie cytochromique indirecte. Quand a I' isolat restant, il est oxydase positif, cela
peut s'expliquer par la présence du cytochrome oxydase qui catalyse la réaction d’oxydation
du cytochrome C par I’oxygene moléculaireAinsi le cytochrome oxydase oxyde le
cytochrome C qui va, a son tour, oxyder le N,N,N,N tétraméthyl-1,4-phényléne diamine,
substrat qui prend une coloration violet foncé ( Minor et al., 1989) .
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Selon (Schaad et al., 2001) qui rapportent que tout les isolats de Pseudomonas savastanoi
donnent un réaction négative pour le test oxydase .

L’arginine représente une source d’azote intéressante dans les milieux riches en matiéres
organiques. Elle constitue une source d’énergie en aérobiose et en anaérobiose. La complexité
du catabolisme de I’arginine révele I’intérét de ce substrat pour les microorganismes (Cunin et
al., 1986)..

Il existe quatre voies distinctes d’assimilation de I’arginine. Ces voies mettent en jeu d’autres
acides aminés comme la citrulline, I’ornithine, la proline ou le 4-aminobutyrate. Elles sont
largement indépendantes les unes des autres et sont difféeremment utilisees selon les besoins
bactériens (Thornley, 1960).

Tous les isolats donnent une réaction négative puisque les bactéries sont incapable de
dégrader I’arginine par l'enzyme ADH en libérant de I'ammoniac et des amines qui
alcalinisent le milieu.

D’apres les résulats des recherches de ( Smith, 1908) les test arginine chez les Pseudomonas
savastanoi sont tous négatifs ce qui convient a nos résultats.

Le test pectinase permet de distinguer entre les bactéries qui possédent ou pas I’activité
péctinolytique d’apres ce test une absence de pourriture a été constaté chez les 32 isolats sur
les tranches de pomme de terre aprés 14 jours d’incubation. Tous les résultats négatifs.
D’apreés les résulats des recherches de (Gardan et al,.1992) les test pectinase chez les
Pseudomonas savastanoi sont tous négatifs ce qui convient a nos résultats.

Concernant le test la réaction d'hypersensibilité sur le tabac, utilise pour confirme le
pouvoir pathogene d’une bactérie suite au desséchement des zones d’inoculation sur les
feuilles de tabac (Schaad et al., 2001).

Pour manque de plantules de tabac ce test n’a pas été réalisé. Si certaines espéces végétales
sont inoculées avec des bactéries pathogenes qui ne sont pas un agent pathogéene de malades,
un mécanisme de défense rapide dans la plante est déclenché. Les cellules végétales dans la
zone envahie meurent, limitant les pathogénes envahisseurs en empéchant toute propagation
au reste de la plante (Goszczynska et al., 2000) .

La bactérie comprend un systéme enzymatique (qui est différent pour toute les bactéries) d’ou
la nécessité de la réalisation des testes biochimiques révélateur au laboratoire (le plus utilisé
Teste de LOPAT).
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Le résultat de test biochimiqgue LOPAT Pour Pseaudomonas syringae pv savastanoi et

comme sulit :
Hypersensibilité
Caractéristique Levane Oxydase Pectinase Arginine
Sur le Tabac
Résultat - - - - /

Détermination de la pathogénicité et I’accomplissement des postulats de Koch sont
une étape tres importante dans I’identification des bactéries phytopathogenes ( Goszczynska
etal., 2000) .

Concernant le test de pathogénicité pour confirmer les postulats de koc, l'inoculation des
plantules d’olivier utilisant la méthode décrite par Klement et al.(1990) nous a permis vérifier
le pouvoir pathogéne de vingt isolats.

Apres 1 mois de I’inoculation. 14 isolats ont  produit des tumeurs semblables a celles
causées, habituellement par Pseudomonas savastanoi sur les rameaux d’olivier, et aucunes
tumeurs n'a été observées chez les six isolats restants et ce bien que les conditions dans les
quelles nous avons réalisé notre expérimentation n'ont été vraiment ideales.

Les Pseudomonas savastanoi exige des conditions climatiques favorables dont la température
ambiante peut déclencher I’infection est entre 5 et 37 ° ¢ et ce permettrait aux bactéries de
causer des infections tout au long de I’année. Cependant, les conditions optimal de
développement de la maladie est entre 22-25 °C et les périodes ultérieures avec une
probabilité d’infection est élevé sont I’automne et au printemps (Protta, 1995).

La bactérie cesse de ce multiplié a une température atteint les 37°C ou que la concentration en
chlorure de sodium est de 5% (Janse, 1982). Le pH de la croissance est voisin de neutralité
(6,8a7,0) ; les PH minimale et maximal respectivement de 5,6 et 8,5 (Stapp, 1958).
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Discussion de la galerie api20 NE :

En ce qui concerne les tests de la galerie API20NE utilisée dans I'identification de nos
isolats, parmi les 32 isolats, nous avons testé seulement 6 isolats et ce, par manque de Galeries

Pour les tests de la Galerie, API20NE les tests conventionnels sont effectués pour étudier
la capacité des isolats a transformer des produits a I’aide des enzymes, une réaction positive
révele la présence d’une réaction enzymatique (apres addition de réactifs appropriés pour le
test NO3 et TRP).

Les résultats obtenus avec tout les tests conventionnels sont accord avec les résultats de
ces tests chez des souches de Pseudomonas savastanoi (Gardan et al., 1992) sauf le test ESC
qui a donné résultats positif au lieu de donné un résultat négatif , Nous avons donc pense a
deux éventualités , possibilité de contamination par une souche a caractére ESC (+), ou il
s’agit d’une autre souche.la derniere suggestion est la plus loin vu les résultats du test
LOPAT .

Pour le test NO3, nitrate réductase catalyse la réaction de réduction des nitrates en nitrites
dont leur mise en évidence est réalisée en utilisant le réactif de Griess. Parfois, certaines

bactéries peuvent poursuivre cette réduction, jusqu’a une dénitrification selon la réaction

suivante:
Nitrate réductase Dénitrification
NO™: L = T2
i;\'itra te Nitrite Diazote

L'enzyme nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade nitrites selon la réaction :

NO3 +2H*+2e — , NO:2+H0

L'enzyme nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade diazote (gazeux) selon la réaction

NOs +6H'+5 — Nz +3H:0

Le réactif NIT1+NIT2, prend une teinte rose- rouge en présence d’ions nitrites , ce qui
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indique que la bactérie possede une nitrate-réductase qui est capable de réduire les nitrates
jusqu‘au stade nitrites.

L’absence de coloration rouge ne signifie pas obligatoirement que la bactérie testée ne
possede pas le nitrates-réductase, car elle peut posséder une nitrate-réductase tres active qui
est capable de réduire les nitrates jusqu’au stade diazote N2 et une bactérie possédant une telle
enzyme consomme tous les nitrates du milieu. Dans ce cas le test est complété par I’épreuve
de Zo-Bell en ajoutant la poudre de zinc qui est un composeé capable de réduire les ions
nitrates en ions nitrites selon la réaction suivent ;
2H +NOs+ Zo » NO: + Zn~ + H0

L apparition d’une teinte rouge indique la formation d’ions nitrites par I’action du zinc,
donc cela signifie la présence des ions nitrates dans le milieu, donc la bactérie ne posséde pas
de nitrate-réductase, les résultats des six isolats sont tous negatifs c'est a dire qu'elles
incapables de réduire les nitrates-(Marchal et al.,1991).

Production d’indole

L’indole est obtenu de la dégradation du tryptophane, grace a une enzyme bactérienne «

la tryptophanase ». 11 se forme de I’indole, de I’acide pyruvique et de ’'ammoniac. L’indole
est apolaire, donc soluble dans les solvants organiques et réagit fortement en milieu acide
avec le para dimethylamino-benzaldehyde contenu dans le réactif de Kovacs par les réactions
suivantes (Marchal et al.,1991);

D'apres ce test, les 6 isolats testés-ont donné une réaction négative par I’apparition de couleur
jaune .

Production de I’'urease

Toutes nos isolats testés ont donné une réaction négative avec le test de I' uréase (URE)
cela s’explique par I’absence de I’enzyme de I’uréase chez ces espéces. En cas de présence de
I’enzyme de I'uréase, I’'urée est transformée en carbonate d’ammonium et il en résulte une

alcalinisation du milieu suivant la réaction (Marchal et al.,1991) .
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Les bacténes hydrolysent 1'urée :

CoO + H:0O COOH__ NH: + NH:

¥

Une uréase trés active aboutit a la réaction
COOH-NH: —  » COr+ NHa

Ensuite les COz + NHs se combinent et donnent du carbonate d’ammonmm :
COn + INH: + H:O » COa +(NH 42

Le carbonate d’ammonmum formé alcalimse le milien, ce qui traduit le virage de

I'indicateur coloré.

Les six isolats sont tous négatif pour les test ADH et GLU les résultats de la plaque
API20NE sont compatibles avec les résultats obtenus par ces deux tests qui sont également
effectués par le test LOPAT.

Pour le test PNPG, les six isolats sont négatifs ce qui veut dire qu'ils sont incapables de
scinder le lactose en glucose et galactose, grace a I’enzyme intracellulaire la f-galactosidase,
cette réaction ne peut étre possible qu’en présence d’une autre enzyme, également
intracellulaire, la p-galactoside perméase assure la pénétration du lactose dans la cellule
bactérienne et par conséquent sa fermentation (Delarras ,2014).

Quand au test Gélatine (GEL), tous les isolats donnent une réaction negative, ce qui peut
s'expliquer par l'inaptitude de la bactérie a hydrolyser la gélatine( Lansing, 2008).

Pour le test esculine (ESC), tous les isolats sont positifs, Certaines bactéries Enterococcus ,
Pseudomonas, ex-Pseudomonas (Delarras, 2014) , peuvent hydrolyser I’esculine grace a un R3-
glucosidase qui se traduit par libération du glucose et esculétine. L’esculétine se lie au citrate
de fer ammoniacal présent dans le milieu pour former un complexe brun-noir correspondant a

une réaction positive (Sands, 1990).
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HO. o 0
H
0
0 0
H HO 0
H +

OH HO FZ

esculine esculétine

D’apres les résultats d’assimilation des sucres qui ont donné une réaction négative avec
les sucres: L- arabinose, D- maltose, au lieu d’avoir un résultat positif comme il a été signalé

par Benjama (1989)

Les tests d’assimilation sont réalisés afin de définir la capacité des isolats bactériens a
utiliser les différents types de sucres. d'apres ces tests, La majorité des isolats sont capables
d’assimiler la plupart des sucres; GLU, , MNE, MAN, GNT ,CAP ,MLT ,CIT mais chez le
isolat E2.5 le résultat est négatif, ce qui signifie soit une erreur de travail ou bien une
contamination par une souche différente . Les sucres que les isolats ne sont pas capables
d’assimiler sont ARA , NAG, MAL , ADI, PAC;

Les résultats obtenus avec les tests conventionnels sont en accord avec les résultats L.
Gardan et al, (1992) qui indique que les Pseaudomonas syringae pv savastanoi sont des
oxydases négatives et qu'ils ne réduisent pas les nitrates et ne produit pas de sulfure
d’hydrogene a partir de la cystéine et que L’aesculine, I’arginine et la gélatine ne sont pas

hydrolysés par ces bactéries.

Selon Benjama(1989) les Pseaudomonas syringae pv savastanoi assimilent le : D-
glucose, L- arabinose, D- mannose, D- mannitol, D- maltose.

D’Aprés Marchi et al.(2005), les Pseaudomonas syringae pv savastanoi sont utilisent
comme les seules sources de carbone le Dgluconate, le méso-inositol et le mannitol, mais pas

I’érythritol, DLhomoserine, DL-lactate, D-xylose.
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D’aprés I'utilisation du logiciel d’identification de galerie API20NE, les résultats
obtenus avec les isolats (E2.1,E2.2, E2.3, E2.5, E2.6) donnent I’espéce Flavimonas
oryzihabitans, elle prennent différents probabilités mais chez le isolat E2.11 donnent
Pseudomonas fluorescens au lieu d’avoir les Pseudomonas savastanoi. Le faite de ne pas
avoir I'espece recherchée met en doute les trois tests,(ARA ,MAL) qui donné résultats négatif
et ESC donné résultats positive et ce, car le test de pathogénicité a confirmé le postulat de
koch par le fait de donner des tumeurs semblable a celles causées, habituellement par
Pseudomonas savastanoi sur les rameaux d'olivier.

Pour l'isolats E2.11 c'est tout a fait logique puisque les Pseudomonas fluorescens sont
des oxydases positives Pour les autres isolats

sachant que le test oxydase chez les Pseudomonas savasatanoi négatif.
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Conclusion

L’olivier présente une remarquable rusticité et une plasticité lui permettant de produire
dans des conditions difficiles (adaptation a une large gamme de sol et une insuffisance de
I’irrigation), mais sa productivité reste toujours limitée par plusieurs facteurs biotiques et
abiotiques. La tuberculose d’olivier constitue la maladie principale de la faible productivité
de cette culture.

Lors de nos prospections effectuées dans la région de Ain El Ibel a la wilaya de Djelfa
le taux d'infection était de 0% au niveau de la premiére oliverie et de 100% au niveau de la
deuxieme oliverie.

L'isolement réalisé a partir des tumeurs d'olivier ont permis de sélectionner 32 isolats
bactériens présentant les caracteres morphologique des espéces de Pseudomonas savastanoi,
Apres une série de purifications successives sur le milieu KB, [l'utilisation des tests
physiologiques et biochimiques ont permis I'identification préliminaire des isolats montre
que 22 isolats sont des bacilles a Gram négative , aérobie stricte, capables de productuire
pigment fluorescent sur king B et qu’ils appartiennent alors au genre Pseudomonas
Les tests biochimiques réalisés ont montré que les 22 isolats identifiés répond aux caractéres
primaires du LOPAT et ils sont des oxydases négative, levane négative, péctinase négativé et
ne possedent pas I’arginine déhydrolase,et fait partie des Pseudomonas du groupe Ib
Le test de pathogénicité effectué sur les plantules d'olivier a induit le développement des
tumeurs typiques aux symptémes provoqués par la maladie de la tuberculose d’olivier.

L’ identification par la galerie API20NE a permis obtenues Flavimonas oryzihabitans,
Pseudomonas fluorescens au lieu d’avoir les Pseudomonas savastanoi sachant que le test de
pathogénicité a confirmé le postulat de koch par le fait de donner des tumeurs semblable a
celles causées, habituellement par Pseudomonas savastanoi sur les rameaux d'olivier..
Enfin et pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent étre
envisagées comme perspectives :
> D’effectuer des analyses par PCR pour I’identification de ces isolats
> D’étudier I’interaction hote / pathogene, ce volet de recherche peut apporter un
complément d’information sur le mode pathogénique de Pseudomonas savastanoi
> D'étudier le pouvoir antagoniste de certains agents de bio contréle "in vitro et "in
planta” si possible et l'utilisation de substances naturelles antimicrobiennes
comme certains huiles essentielles de notre région vis a vis des souches

pathogénes.
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Annexe

Annexe 1.Les milieux de cultures utilisés

1. LPGA
Extrait de levure
Bactopeptone
Glucose
Agar bactériologique
Eau distillée

3.Levane
Extrait de levure 39

Bactopeptone 59
Saccharose 50g
Agar 18¢

bactériologique 1L
Eau distillée

5. Hugh et Leifson
Bactopeptone

NaCl

K2HPO4

Bleu de promothymol 1%
Glucose

Agar

Eau distillée

59
59
109
18¢
1L

2. KingB
Peptone
Glycérol
K2HPO4
MgSO4
Agar
Eau distillée

4. Arginine
Bactopeptone
NaCl
K2HPO4
Agar bactériologique
Rouge de phénol (solution
0.1%)
Arginine
Eau distillée

29
5¢
0.3g
3ml
109
39
1L

69

20g
15ml
1.5¢
1.5¢g
20g
1L

19
59
0.39
39
1mg
109
1L



