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Etat d'infestation des vergers oléicoles de la region de Chlef par Pseudomonas savastanoi .pv
savastanoi (agent causal de la tubercuose de I’olivier), étude morphologique et biochimique
de quelques isolats.

Résumé

La tuberculose de I’olivier est une maladie bactérienne affectant les oliviers (Olea europea L).
L’agent causal est le Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi infecte le systéme de circulation
de la seve chez I’olivier, il touche les différents organes de la plante se traduisent par
I’apparition des nodules (nceuds) appelés tumeur.

Le but de ce travail aurait été d’évalué I’état d’infestation des vergers oléicoles de quelques
régions de Chlef, et d’isoler des bactéries a partir des échantillons provenant des tumeurs
formées sur les branches des oliviers cultivées dans quelques régions de Chlef.

Pour I’identification de I’agent bactérien, une série de tests morphologique et biochimiques,
permis de caractériser les isolats qui auraient été collectés du terrain par un profil
morphologique et biochimique typique d’une souche de Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi a savoir la forme et la couleur des colonies sur le milieu King B, production de
Levane, Oxydase, Arginine Dihydrolase, Hypersensibilité sur le tabac, Catalase.

Mots clés

Tuberculose de 1’olivier, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, taux d’infestation ,
Identification, épidémiologie
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Infestation state of olive orchards in the Chlef region by Pseudomonas savastanoi .pv
savastanoi (causative agent of tuberculosis in olive trees), morphological and biochemical
study of some isolates.

Abstract

Tuberculosis of olive trees is a bacterial disease affecting olive trees (Olea europea L). The
causative agent is Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi infects the sap circulation system
in the olive tree, it affects the various organs of the plant resulting in the appearance of
nodules (nodes) called tumors.

The aim of this work would have been to assess the infestation state of olive orchards in some
areas of Chlef, and to isolate bacteria from samples from tumors formed on branches of olive
trees grown in some areas of Chlef.

For the identification of the bacterial agent, a series of morphological and biochemical tests,
made it possible to characterize the isolates which would have been collected from the field
by a morphological and biochemical profile typical of a strain of Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi, namely the form and the color of colonies on King B medium, production of
Levane, Oxidase, Arginine Dihydrolase, Hypersensitivity on tobacco, Catalase.

Keywords : Olive tuberculosis, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, infestation rate,
Identification, epidemiology
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Introduction Générale

Introduction

Dans le bassin méditerranéen, 1’olivier (Olea europaea. L) constitue une essence fruitiére
principale, tant par le nombre de variétés cultivées que par I’importance sociale et
économique de cette culture et de son rdle environnemental. Gomes et al., (2012), ont indiqué
I’existence de plus 805 millions d’oliviers dans le monde 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 de I’olivier, I’arbre image de la méditerranée, occupe dans le monde 8,6millions
d’hectares. En Algérie, il reste toujours l'espéce fruitiére la plus dominante du verger
arboricole algérien. 1l occupe une superficie de 226 337 ha(33% de la surface arboricole) ce
qui présente un nombre de 24.000.000 arbres (Anonyme, 2006).

L’olivier est sujet a différents types d’attaques d’origine fongique ou bactérienne ou ravageurs
qui peuvent réduire la capacité de production, par conséquent, elles provoquent ainsi de
lourdes pertes économiques. C’est I’exemple de la tuberculose de 1’olivier, une maladie
incurable, causée par Pseudomonas savastanoi.

La tuberculose de ’olivier a été signalée depuis le Illéme siécle avant J.C(Jésus-Christ).Mais
elle n’a ¢été identifice qu’au XIXéme siecle par Savastanoi(Pyrowolaks et Weltzien. ,
1984).Depuis 1’année 2012,1’ Algérie connait de fortes attaques de la tuberculose de 1’olivier
dans pratiquement toutes les zones productrices d’olivier(INPV et DSA 2016).

Les vergers oléicoles de la wilaya de Chlef occupaient, en 2018, une superficie de 4718 ha,
qui engendraient une production assez importante. Ceci contribue d’une maniére significative
a l’amélioration des revenues des oléiculteurs et d’autre part participer a satisfaire
quantitativement et qualitativement le marché local et national des olives de table ainsi qu’en
huile d’olive. Cependant, ces vergers oléicoles sont sujetes aux différents ravageurs et agents
pathogeénes qui diminue les rendements et €puisent les arbres d’oliviers, a savoir la galle de
I’olivier causée par Pseudomonas savastanoi.

Jusqu’a présent, il n’existe aucun traitement efficace contre cette maladie. La seule solution
est de déraciner les arbres atteints, les bruler afin d’éviter la propagation et de stérilisation les
outils de taille des oliviers aprés chaque usage.

Au début, I’objectif de notre étude était d’évaluer in situ I’incidence de la tuberculose de
I’olivier dans quelques oliverais de la wilaya de Chlef, ensuite, déterminer au laboratoire les
souches isolés a travers des analyses biochimiques. Malheureusement, la pandémie du
COVID 19 a entrainé un confinement global du pays ce qui nous a poussé a changer
complétement le plan du travail.

Nous avons contenté de présenter une synthése bibliographique qui mettre en exergue les
principales informations sur 1’agent causal a savoir sa biologie, et les conditions
épidémiologiques et d’exposer les techniques de diagnostiques laborantines d’isolement et de
reconnaissance.

Le mémoire est subdivisé en 3 chapitres théoriques, le premier est consacré a la présentation
de la plante hote I’olivier (Olea europea L) : Origine de 1’espéce, botanique, caractéres
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morphologiques, bioagrisseurs et moyens de lutte. Le second est destiné a I’agent causal de la
galle de I’olivier Pseudomanas savastanoi, en présentant sa biologie, symptomatologie et les
conditions épidémiologiques de cette bactérie. Le 3eme chapitre dévoile les techniques
utilisées dans 1’étude de P. savastanoi, méthodes d’échantillonnages, d’isolements et
d’identifications.
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Chapitre | :
Geéneralité sur I’olivier
(Olea europea L)



Chapitre I: Généralités sur l'olivier

1. L’origine de P’olivier

L’olivier a été I'un des premiers arbres cultivés par I’homme, il y a des preuves que les
oliviers sauvages ont été utilisés depuis I'ere néolithique (entre 12500 et 7500 av. J.-C.). Le
Néolithique est caractérisé par la naissance de 1’agriculture et de 1’élevage ainsi que la mise au
point de techniques raffinés pour la taille des outils en pierre.

Ses origines et son histoire de domestication sont encore tres débattues, mais données
archéologiques et moléculaires soutiennent que les premiers cultivars sont originaires du
Levant, tres probablement il y a 6000 ans, dans une région actuellement située a la frontiére
entre le sud-ouest de la Turquie et le nord-ouest Syrie (Kaniewski D. et al., 2012).

1
/Lebanon

lsrael

Figure 1 : Origine géographique de I’olivier (Olea europea L)

D’apres le I0C (2000), I'olivier a poursuivi son expansion au-dela de la Méditerranée avec la
découverte de I'Amérique en 1492. Au cours de périodes plus récentes, l'olivier se trouve dans
I'Afrique du Sud, I'Australie, le Japon ou la Chine.

2. Répartition et dissémination de I’olivier
2.1. Dans le monde

Pour des raisons culturelles (traditions, paysages) et économiques (huile et olives), cet arbre
est considéré comme I'un des plus plante cultivée dans le monde, classée au 24e rang sur 35
especes. Il est désormais distribué sur les cing continents. Il pousse largement dans les régions
climatiques méditerranéennes, Australie, Afrique du Sud, Amérique du Nord et du Sud et
couvre environ 11 Millions d’hectares, dont 98% sont situés dans le bassin méditerranéen
(10C,2000).

80% de la surface cultivée d’olivier est située dans les pays du nord de la Méditerranée
(Espagne, Italie, Gréce, Turquie), 17% au Moyen-Orient (Jordanie, Syrie, Irak, Iran) et en
Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Egypte), et seulement 2% se situe au Nord (Etats-
Unis) et Amérique du Sud (Mexique, Argentine, Pérou) (FAO, 2010).



Chapitre I:

Généralités sur l'olivier

IS C G el
) 1 A b { @ O5G ~S
5 & \v' & A 7 = /.,‘,( /'(-
“«:fs 3 ,«—:;;a. iﬁ’;.-.'..f"‘*' ! (
= ’
; T 53 = (R0 S
@ vy } 3@ e )
\Q\ /—4“\, AR @ ® ¥ &
o, GO / \ e
A \ o A g
] . } @ .’, \ / ’! I
\ ! P \ h: \ ] s, ) v
\;“T r—, @ 6} \4 N
o ks ~ ¥ _‘. ’ /‘ ;
{ o { Om’ 5.0 ,/(.?' R~
4 ~ \ o N
..l" /} :l q Eas & - -.\fr“ 2
v J‘ / ‘é ~ T Y . -
,l o tb }{ \\ %
.,/ 5, ey !
*?’ S
i .{5 BN olive growing areas - U
. * 7227 limits o olive cultivation

Fig. 2. Distribution mondiale de Olea europaea L. aires et limite de production
(source: www.internationaloliveoil.org/)

2.2. En Algérie

Consacraient avec art durant plusieurs siécles, l'olivier et ses produits constituaient alors lI'une
des bases essentielles des activités économiques de nos populations rurales.

L'huile d'olive faisait l'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et Rome, durant I'époque
romaine. Depuis cette époque, I’histoire de 1’olivier se confond avec I’histoire de I’ Algérie et
les différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique de 1’olivier
dont nous avons hérité a I’indépendance du pays (Mendil et Sebai, 2006).

L'Algérie dispose de grands moyens pour le développement et le soutien de cette filiere,
notamment dans le cadre du plan de développement agricole, ayant permis d'augmenter les
surfaces agricoles consacrées a l'oléiculture, de 150.000 hectares en 1999, a 500.000 hectares

en 2018.
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Figure 3 : Les vergers oléicoles d’ Algérie 1999 (en vert) et perspective de son extension

(en bleu) (source I.T.A.F.V, 2010)
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3. Systématique de I’olivier

La famille des Oléacée (Oléacées) regroupe des plantes dicotylédones ; elle comprend 900
espéeces réparties en 25 a 26 genres.

L'olivier appartient a la famille des oléacées, du latin« Olea », son fruit était « Oliva » et le jus
que l'on tirait « Oléum » est devenu« Huile » aprés bien des transformations. D’apres Pagnol
(1975), la position taxonomique de I’olivier est la suivante :

Domaine : Eucaryote
Regne : Plantae
Phylum : Anthophyta
Classe : Dicotylédones
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oléacées
Genre : Olea

Espéece : Olea europaea

Le genre Olea se compose de 35 espéces différentes réparties sur les cing continents :
Afrique, Asie, Amérique, Europe et Oceéanie.

Kingdom Phylum Class Order Family
Hepatophyta Asterales
Anthocerophyta Callitrichales
Bryophyta Calycerales ——
Lycophyta Campanulales Acanthaceae
Pterophyta Dipsacales Bignoniaceae
Ginkophyta Gentianales Buddlejaceae
Cycadophyta Lamiales Gesnenaceae
Animalia Gnetophyta Plantaginales Lentibulariaceae
Fungi Conifero Rubiales Myoporaceae
W’?’;'— Monocotyledones mm—"a%%ﬂ_
¥ Solanales Orobanchaceae
— Pedaliaceae
Family Genus cie Scrophulanaceas
— Olea brachiata —
Chionanthus Olea capensis
Fontanesia Olea caudatilimba
Forestiera Olea Ch ophylla
Forsythia
Fraxinus Ulea exasperala
Haenianthus Olea guangxiensis
Jasminum Olea hainanesis
Ligustrum Olea launfolia
Menodora Olea laxifiora
Nestegis Olea nenfolia
Noronhia Olea oleaster
IOIeaceae I—- [Oea_f Olea paniculata
Osmanthus Olea parvilimba
Syninga Ofea rosea
B Olea salicifolia
Olea sylvestns
Olea tetragonoclada
Olea tsoongii
Ofea undulata
Olea woodiana

Figure 4 : Arbre phylogénétique d’Olea europea : basé principalement sur les
caractéristiqgues morphologiques (Breton C. et al .2006)
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4. Caractéristiques botaniques

L’olivier (Olea europaea) est un arbre fruitier a feuillage persistant, vert grisatre au revers
argenté, et au port trés ramifié. Sa floraison tres courte, qui a lieu a la fin du printemps, est
odorante et de couleur blanc creme devenant rouge. Elle laisse place a des fruits verts virant
au noir pendant I’hiver. L’olivier a une écorce grise qui se fissure avec le temps, son tronc est
souvent tortueux.

Les feuilles de cette famille sont opposées, simples ou composées pennées, sans stipules.
L'inflorescence des fleurs est une cyme bipare, souvent modifiée dans son apparence en
grappe ou en panicule (Moutier N., et al., 2004)

Les fleurs sont tétraméres, c'est-a-dire de type quatre, avec 4 sépales soudés entre eux, 4
pétales (mais cela peut varier de 2 a 6), 2 étamines (il peut y en avoir jusqu'a 4), ces dernieres
possédent des filets courts fixés aux pétales et sont a dehiscence longitudinale, 2 carpelles,
soudés en un ovaire supere a 2 loges, chacune avec 2, mais aussi 1 a 4 ou n, ovules anatropes
en placentation axile, 1 seul style avec 2 stigmates. Formule florale : (4-5) S+ (4-5) P+2E +
(2) C. (Ouksili A., 1983).

Figure 5 : Une branche fleurie au naturel d’olivier (source :
https://fr.wikipedia.org/wiki/Olivier)

1 fleur non ouverte, agrandie; 2 fleurs ouvertes, similaires; 3 fleurs fendues et séparées, similaires; 4 étamines de
l'avant et de l'arriere, similaires; 5 pollen, etc. 6 fleurs épanouies sans couronne, etc. 7 le méme en coupe
longitudinale, similaire; 8 ovaires en coupe transversale, etc.; 9 fruits a noyau, naturels Taille: 10 d'entre eux en
coupe longitudinale, etc. 11 bol en pierre, vu du bord, etc.; 12 le méme en coupe longitudinale, avec semence,
etc .; 13 graines, le coté étroit en coupe longitudinale, etc. 14 le méme en coupe transversale.
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4.1. Les Variétés d’olivier cultivées en Algérie

L’olivier (Olea europea), compte de nombreuses variétés ayant une diversité phénotypique
important. Les origines de ces variétés demeurent imprécisees.
- Les variétés a huile : sont principalement destiné a I’extraction d’huile et sont
caractérisées par rendement variable mais normalement non inférieur a 16-18 %.
- Les variétés de table: sont Les variétés dont les fruites sont destinés a la
consommation directe.
- Les variétés a double aptitude : sont celles qui peuvent etre utilisées tant pour
I’extraction de 1’huile que pour la production d’olivier de table (Benrachou ,2013).

L’Algérie dispose d’un patrimoine constitu¢ de 164 cultivars autochtones et introduits de
toute la méditerranée et méme d’outre Atlantique. Les travaux de caractérisation entamés par
Mendil et Sebai (2006) ont permis de répertorier 72 variétés autochtones dont 36 sont
homologuées, le reste est en court de réalisation. Les variétés nationales les mieux connues
sont recommandées dans les régions d’origine.

Tableau 01 : Principale Variétés d’olivier cultivées en Algérie et leur répartition
géographique (Mendil M. et Sebai A., 2006)

Variétés Aire de Culture Destination Observation

, . Tres estimée pour la conservation et
Ouest Algérien P

Sigoise (Oranie, Tlemcen) Table + Huile I’huilerie, re_r%dn,ement ele_ve en huile,
variété autofertile.
Azzeradj Centre Algérien Table + Huile Treés bon pollinisateur de Chemlal
Centre Algérien _ Huile Tres\ appréciéee R,es!ste (?n
Chemlal ; Huile culture seche. Inconvénient :
Kabylie p .
autostérile, floraison
- Est Algérien . Variéte conseillée dans la région de
Limli Huile oo
jijel a sidi-Aich
. Est Algeérien Collo- . Cultivée dans les régions a forte
Bouriche . Huile e
Oued El kebir) pluviométrie
Ronde de . Treés localisation dans la région
.- + -
Miliana Centre et Ouest Table + Huile Miliana
Lon_g_ue de Centre et Ouest Table + Huile Tres Iocallsatl_o_n dans la région
Miliana Miliana

Nebdjmel  Sud EstAlgérien  Table + Huile ~Y2rete desrégion presaharienne

Donne les meilleurs résultats a la
station de sidi - Aich

Centre Algérien Huile

Boukhenfas
Meilleures variétés de la région
Est Algérien Table constantinoise pour la conservation
nécessitée des irrigation

Hamma de
Constantine
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4.2. Caractéristiques de quelques variétés
4.2.1. Sigoise

Cette variété est localisée au niveau des plaines de I’Ouest, et plus exactement dans la plaine
de Sig dont elle porte le nom Sigoise. Elle dérive de la variété picholine frangaise. Occupe 25
% du verger oléicole Algérien (Hadjou L., et al., 2013).

%3

Figure 6 : Olives de la variété Sigoise (Anonyme, 2017)
4.2.2. Chemlal

Variété d’origine tunisienne, de bonne qualité sur le plan productivité en olives ainsi que sur
le plan adaptation et facilit¢ des travaux d’entretien et de récolte. En Tunisie cette variété
participe a plus de 80 % dans la production nationale d’huile d’olive (Gharbi etal., 2014).

Sa présence dans le verger oléicole national ne cesse d’augmenter et elle occupe aujourd’hui
une part importante des superficies oléicoles d’Algérie (40%) principalement en Kabylie,

notamment parce que l’essentiel des soutiens accordés a l’oléiculture a reposé sur cette
variété (DSA, 2014)

Figure 7 : Olives de la variété Chemlal (Anonyme, 2017)
4.5.3. Azeradj

Cette variété occupe 20% de la surface oléicole nationale se trouve principalement a Bejaia
(Akbou et Sadouk). Arbre rustique et résistant a la sécheresse, utilisé pour la production
d’huile et olive d’apres (Lamani et Ilbert, 2016), cette variété a I’avantage d’étre la seule a
assurer un rendement en huile allant de 24 a 28 %, qui est meilleur que les autres vari€étés pour
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lequel ce rendement est d’environ 16 a 24 %. Le second atout de cette variété est sa résistance
a la secheresse (Ennajeh M. 2012).

Figure 8 : Olives de la variété Azeradj (Anonyme, 2017)

5. Description morphologique

5.1 Caracteres généraux

L’olivier (Olea europaea L) est un arbre méditerranéen par excellence, il peut atteindre en
moyenne 10 & 15 m de hauteur et un tronc de 1,5 a 2 m de diamétre.

L’olivier est cultivé essentiellement pour son fruit, consommé ou sous forme d’huile, mais cet
arbre est aussi médicinal par ses feuilles. S’adapte bien a des conditions d’environnement
extrémes telles que la sécheresse et la chaleur. Bien qu’il exige un sol léger et aéré pour un
bon développement, I’olivier tolére un large éventail de types de sols différents et résiste a des
faibles températures .Sa croissance est lente, sauf s’est régulierement fertilisé avec des engrais
naturels (Loussert et Brousse, 1978).

10
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2
.

ort retombant

o
Port dressé

Figure 9 : Les 3 ports de I’arbres d’olivier (Exemples : retombante : Francois, étalé :Azeradj
dressé : Blanquette de Guelma, Sigoise, Chemlal (Anonyme, 2017)

5.2 Systeme racinaire

L’olivier posseéde un systéme racinaire fasciculé trés puissant, généralement situé sous le tronc
dans une profondeur de 50 a 70 cm. Des rejets, assureront la pérennité de I’arbre, se
développent a proximité du collet ou les racines offrent une surface raboteuse et bosselée
appelée souchets ou ovules.

A noter que dans les sols sablonneux, les racines se développent jusqu'a 6 m de profondeur.
Pendant son développement en profondeur, le systéme racinaire est pivotant (Civantos, 1998).

5.3 Les organes aériens

5.3.1 Le tronc

C'est le principal support de I'arbre (un soutien a l'arbre) ; sur jeune arbre, le tronc est lisse de
couleur grise verdatre, puis devient en vieillissant noueux, fendu et élargi a la base. Il prend
une teinte grise foncé et donne naissance a des cordes (Loussert et Brousse, 1978 ;in
Boukhezna, 2008).

5.3.2 Les charpentieres

Ce sont de grosses ramifications destinées a former la charpente de 1’arbre. Il s’agit des
charpentiéres maitresses ou branches méres qui prennent naissance sur le tronc et des sous
charpentiéres ou sous branches meres qui se développent sur les charpentiéres (Loussert et
Brousse, 1978 in Boulkhezna, 2008).

11
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Figure 10 : Tronc et charpentiéres d’un olivier
(SOUI’CE shttp://www.snv.jussieu.fr/bmedia/arbres/olivier.htm)

5.3.3 Les rameaux

Ce sont des rameaux d'une année ou de l'année précédente. Ils sont de couleur griseverdatre,
leur croissance s’est poursuivie tout au long du printemps et de 1'automne. Mesurantquelques
dizaines de cm, selon la vigueur de l'arbre et de la variété, ils portent des fleurs puisdes fruits
(Loussert et Brousse, 1978 in Boukhezna, 2008).

Figurell : Rameau d’olivier (Avant récolte)
(SOUFCG : https://agronomie.info/fr/)

5.3.4 Les feuilles

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a entieres et un peu enroulés, portées par
un court pétiole ; elles sont vert grisatres, a vert sombre dessous blanchatres et a une seul
nervure dessous. Trés souvent, elles contiennent des matieres grasses, des cires, des
chlorophylles, des acides (gallique et malique), des gommes et des fibres végétales
(Amouretti M. et Com et G. 1985).

12


http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/arbres/olivier.htm
https://agronomie.info/fr/

Chapitre I: Généralités sur I'olivier

[2 e I ——y Laow trdr P

COCMBURE LONCITUCNNYALE TN LIMMY

itea Mg e Niyys sasitiase 1oy wale

Figure 12 ; Les formes des feuilles de I’olivier (OIC, 2000)

5.3.5 Les fleurs

Les fleurs sont hermaphrodites, tres petite mesurent 3 a 5 mm . Le pistil est court, trapu, le
stigmate est large, couvert de plumes et pourvu des papilles idéales pour retenir le
pollen(Villa, 2003).

Figure 13 : Fleurs en bouton d'Olivier (source ;
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/arbres/olivier.htm)

5.3.6 Les Fruits

La période de la mise a fruit s’étale d’octobre a novembre les fruits sont ovoides gros(1,5 a 2
cm), longtemps verts, puis noirs & compléte maturité. Elle se compose de 1’extérieur vers
I’intérieur d’un épicarpe (peau), d’'un mésocarpe (pulpe) dont les cellules se gorgent d’huile a
partir du mois d’aout, et d’un endocarpe (noyau) refermant une graine (Villa, 2003).

13
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Figure 14 : Les differentes formes des fruits de ’olivier (OIC, 2000)

5.3.7. Cycle de développement de I’olivier

Au cours de son cycle annuel de développement, I’olivier passe par les phases suivantes
(Oukssili S., 1983) :

- Induction, initiation et différenciation florale : durant Janvier et Février

- Croissance et développement des inflorescences a 1’aisselle des feuilles : au cours
du mois de Mars

- Floraison durant le mois d’Avril

- Fécondation et nouaison des fruits : fin Avril début Mai

- Grossissement des fruits : durant Juin-Juillet et Aout

- Véraison : au cours du mois de Septembre

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

- Récolte des fruits : mi-novembre a Janvier

L'olivier ne produit naturellement qu'une année sur deux en I'absence de taille, et la
production s'installe lentement, progressivement, mais durablement : entre 1 et 7ans.

14



Chapitre I: Généralités sur I'olivier

Figurel5 : Stades phénologiques de I’olivier (Larabi N. M. et Khanous S.2016)

A : Stade hivernal ; B : Réveil végétatif ; C : Formation des grappes florales ; D :Gonflement des
boutons floraux ; E : Différenciation des corolles ; F : Floraison ; G :Chute des pétales et nouaison ; H
: Grossissement du fruit ; 1 : Maturation du fruit (Olive verte).

6. Les principales maladies de I’olivier

La diversité des oliviers peut également refléter une diversité significative de ravageurs
associés, certains d’entre eux étant spécifiques. La Majorité des maladies de I’olivier sont
dues & des insectes et des pathogenes transmis par le sol(FAO, 2003).

Parmi les principales maladies causant une incidence aussi bien sur la production, le
rendement ainsi que sur la qualité du fruit, on trouve :

6.1. Mouche de d’olive Bactroceraoleae (ancien nom latin Dacusoleae)

C’est le principal ravageur de 1’olivier. Les dégats occasionnés par la larve peuvent remettre
en cause la totalité¢ de la récolte. L’adulte mesure 4 a 5 mm de long, son thorax est noir et se
termine par un triangle blanc créme. Son abdomen est orangé- noir. Ses ailes sont
transparentes avec un point noir a leur extrémité ce qui caractérise 1’espéce (Gaouar M.,

1996).
Ce diptere peut étre présent dés le mois de Juin dans les vergers, réalisant 4 a 5 générations
jusqu’a la fin du mois d’Octobre. La femelle pond un ceuf par olive et a une fécondité de

300 ceufs. La larve est un asticot blanc qui se nourrit de la pulpe de 1’olive en y creusant des
galeries.

A la fin de son développement le ver se nymphose (pupe) puis un nouvel adulte émerge de la
pupe en créant un trou de sortie dans I’olive ; 4 a 5 générations se succedent et a I’automne,
quand I’olive est trés mire, la larve tombe au sol et se pupéfie ; elle résiste aux températures
basses jusqu’a 0°C (Gaouar M., 1996).

15
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Figure 16: Mouche de I’olive (femelle avec ovipositeur) (Civam R., 2012)

Les dégats occasionnés par la larve a I’intérieur de 1’olive se traduisent par une dégradation de
la chair de I’olive ce qui provoque une augmentation du taux d’acidité et de I’indice de
péroxyde de I’huile produite. De plus, les olives atteintes chutent prématurément.

Figure 17 : Dégats causés par la larve de la mouche (Civam R., 2012)

Facteurs favorisants :

Un hiver doux et un été sans chaleur excessive.
Une situation géographique en zone littorale.

Une situation du verger en bas fond, humide.
Des variétés d’olives a gros calibre (Lucque, Grossane...)

6.2. La teigne de D’olivier Praysoleae

L’adulte est un papillon gris de 6 mm de long et sa larve, une chenille, peut atteindre 7 mm de
long. La teigne est un ravageur qui vit toute I’année dans I’olivier. Trois générations se
succedent dans des organes différents de I’arbre :

La premiere, au printemps, se nourrit des boutons floraux ce qui entraine une
diminution de la production,

La deuxiéme, en juin, pénétre dans le noyau de 1’olive pas encore clarifié et provoque
ainsi la chute des fruits atteints,

La troisieme se développe en hiver dans les feuilles en y créant des galeries mais
occasionne peu de dégats.

16
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Pour déterminer le seuil de nuisibilité, I’observation doit se faire sur cette derniére génération
: si le comptage des feuilles minées dépasse 10%, il faudra prévoir un traitement au printemps
suivant.

Figure 18 : Adulte de la teigne (gauche) Galeries dégats sur des feuilles ( Civam R, 2012)

6.3. La cochenille noire Saissetiaoleae

Elle ne provoque pas de dégat direct sur I’olivier mais peut affaiblir les arbres si les larves
sont nombreuses. Elles produisent du miellat qui favorise alors le développement de la
fumagine. La fumagine est un champignon qui apparait comme une poussiére noire
recouvrant feuilles et rameaux de 1’olivier. La photosynthése est alors ralentie et la production
de pousses peut étre stoppée. La cochenille noire effectue une génération par an.

Les pontes s’échelonnent tout 1’été. Quand la larve éclot, elle reste mobile quelques heures
puis se fixe sur les jeunes rameaux et sur la face inférieure des feuilles puis elle évolue en
2ieme stade et 3ieme stade larvaire (Ammar M., 1986).

Figure 19: Cochenilles noires adultes et ufs (Larabi N. M, Khanous S., 2016)

6.4. L’ceil de paon CycloniumoleaginumCast

La présence de ce champignon peut pénaliser la croissance de ’arbre et la production.
Il apparait sur les feuilles sous forme de taches rondes de 2 a 10mm de diameétre et de couleur
brune ou jaune orangé.

17
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La dispersion des spores se fait par la pluie. Les conditions idéales de contamination se situent
entre 15 et20°C. Le printemps et ’automne sont des périodes a fort risque d’infection
(Assawah M. W., Ayat M., 1985).

Figure20 : Maladie de I’ceil de Paon
(SOUFCG . http://www.agriculturemodern.com/2015/07/les-maladies cryptogamiques-lil-de-paon.html)

6.5. Les autres ravageurs
D’autres ravageurs peuvent aussi altérer la croissance de I’arbre et ainsi la production d’olives
(Hmimina M., 2009) :

- Le psylle de I’olivier dont une génération se développe sur les inflorescences ; les
larves produisent des amas cotonneux parfois spectaculaires mais aucun traitement
n’est nécessaire car les punaises prédatrices dans les oliveraies sont trés efficaces sur
Ce ravageur.

- Des insectes xylophages qui pénétrent dans le tronc ou les rameaux de 1’olivier.

- Dr’autres insectes qui pondent sous 1’écorce des oliviers....

Figure 21 : Psylle adulte Figure 22 : Dégats causés par le
(Euphylluraolivina) (INPV, 2009) psylle sur un rameau d’olivier
(Larabi N. M, Khanous S., 2016)

6.6. La verticilliose

Le champignon responsable de cette maladie se trouve dans le sol et pénétre dans 1’arbre
parses racines puis progresse a lintérieur de celui-ci Vvéhiculé par la séve.
Il provoque des I¢€sions dans le systeme vasculaire de 1’olivier ce qui entraine le dessechement
d’une partie de ses rameaux ou méme de sa totalité (Benchaban M., 1990).
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Certains facteurs favorisent le développement de ce champignon :

- Précédent cultural et certaines adventices : solanacées, cucurbitacées, fruitiers a
noyaux ou luzerne, chénopode, amarantes, morelle noire.

- Sol humide et températures douces autour de 20°C.

- Variétés plus sensibles : Lucques, Verdale d I’Hérault, la Tanche.

- Arbres vigoureux (Klosterman, S.J.,et al, 2009)

Figure 23 : Symptdme de verticilliose sur ’arbre d’olivier (Civam R., 2012)

6.7. La Tuberculose de L’olivier

C’est une maladie d’origine bactérienne maintenant répandue dans toutes les aires de culture
de P’olivier .La maladie étant due a une bactérie Pseudomonas savastanoi. L’intensité des
dégats provoqués est fortement liée au nombre de tumeurs par 1’arbre .L’agent causal de cette
maladie fera ’objet de notre ainsi étude, nous présentons ces caractéristique biologique,
pathologique ainsi que les aspects épidémiologiques liés a cette maladie dans le chapitre
suivent.

7. Moyens de lutte
7.1. Lutte biologique
7.1.1. Les pieges

Pour lutter contre la mouche de I’olivier, Il est intéressant de déterminer le premier vol afin de
positionner les traitements ; Pour cela, il est possible d’utiliser des pi¢ges de contréle :

Soit un piege chromatique et sexuel ; c’est une plaque jaune engluée avec une capsule de
phéromone spécifique de la mouche de I’olive (1 a 3 /ha),

Soit un piége alimentaire constitué par une bouteille plastique dont le tiers supérieur est troué
a 3endroits et remplie d’une solution de phosphate daimonique (40g pour 11 d’eau). Ce
produit attire les mouches, surtout les femelles, et elles s’y noient. Ce piége peut étre utilisé
aussi pour un piégeage massif avec 100 pieges/ha (Regis S., 2008).
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Figure 24: Piege « Olipe » (Civam R.,1912)

Le Synéis Appat est a appliquer dés I’apparition des premiéres mouches dans les pieges. C’est
un insecticide biologique additionné d’un attractif alimentaire. Il est & positionner sur une
petite partie de 1’arbre c6té Sud/Sud-ouest, en grosses gouttes pour appater les mouches.

Ce produit est efficace si la « pression mouche » n’est pas trés importante. La réglementation
n’autorise pas plus de 4 traitements par an (EI Hadrami I., Nezha Z., 2001).

7.1.2. Auxiliaires
IIs sont relativement nombreux a se nourrir des cochenilles et de la teigne :

- Des hyménoptéeres indigénes qui pénetrent sous le bouclier de la cochenille et laissent
un trou de sortie.

- Des coccinelles coccidiphages qui se nourrissent de larves de cochenille.

- Les chrysopes, les araignées et certains micro-hyménopteres peuvent prédateur ou
parasiter les larves des cochenilles et de la teigne de I’olive.

Il est important de maintenir une diversité de végétaux aux alentours des parcelles afin de
maintenir cette faune auxiliaire

7.2. Lutte prophylactique

- Eviter de planter des variétés sensibles sur un terrain avec des précédents culturaux
cités plus haut.

- Eliminer les adventices permettant la multiplication du champignon (citées plus haut).

- Limiter la vigueur des arbres : limiter I’irrigation, la fertilisation et la taille.

- Une taille sévere en fin d’hiver permet d’enlever les rameaux atteints et ainsi de
diminuer les populations(Civantos L., 1999).

7.3. Lutte chimique

En matiére de lutte, méme si la technique la plus répandue demeure la lutte chimique, il
faudra s'orienter vers les principes d’une protection intégrée : réduction des doses de produits
pour épargner les auxiliaires et I'environnement, choix de matieres actives moins liposolubles
pour réduire les résidus clans les fruits et I'huile.

Pour les maladies cryptogamiques, avant d’intervenir, un comptage est nécessaire sur 200
feuilles dans le verger (20 feuilles sur 10 arbres). A partir de 10% de feuilles atteintes, il est
conseillé de traiter avec un cuivre utilisable en agriculture biologique juste avant une pluie
pour stopper la germination des spores et renouveler ’application a demi-dose apres la pluie
(Civantos L., 1999).11 faut noter qu’aucun traitement n’existe contre la verticilliose.
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Chapitre II: La Tuberculose de I'olivier

1. Historique

Le philosophe grec Theophrastus a décrit pour la premiére fois la maladie des galles de
I'olivier au 4éme siécle avant JC. En 1885, G. Arcangeli soupgonnait une cause bactérienne de
ces croissances anormales et cela a été confirmé par Savastano (1886) qui a réussi pour la
premiére fois a isoler la bactérie et a reproduire les symptdmes de la maladie par inoculation
artificielle de plants d'oliviers sains.

Smith (1908) a reconnu la priorité des études de Savastano et a nommé le pathogéne
Bacterium savastanoi en son honneur. Stevens (1913) a attribué la bactérie au genre
Pseudomonas (Skerman et al., 1980).

2. Habitat

La maladie des galles (nceuds) de l'olivier est présente dans toutes les régions oléicoles du
monde. Les climats caractérisés par des températures douces et un automne et un printemps
pluvieux favorisent la multiplication et la dispersion de P. savastanoi pv. savastanoi dans les
oliveraies.

Figure n°24 : Répartition géographique de P. savastanoi pv savastanoi dans le monde (mise a
jour 10 .01. 2020 (https://www.cabi.org/isc/)

3. Définition de maladie

C’est une maladie bactérienne omniprésente dans le bassin méditerranéen, en Italie elle est
appelée « Rogne » de I’olivier, en Espagne « Verru » ou « Tuberculos » de I’olivier, en
France et en Afrique du Nord on lui donne le nom de « Tuberculose » ou chancre de 1’olivier.
Il est considéré comme I'un des plus graves maladies affectant les oliviers (Oleaeuropaea L)
dans la plupart des régions de culture d'olive(Surico, G. et P. La vermicocca P., 1989).

La tuberculose s’attaque également a d’autre plantes comme le laurier rose
(NeriumoleanderL), Le fréne (Fraxinus excelsior L) Le troéne (Ligustrum japonicum), le
jasmin (Jasminusspp). Le forsythia (Lrosythiaintermedia).

Cette maladie est considérée comme un probleme majeur par leur effet néfaste sur la
croissance, le rendement et surtout la qualité des olivier et huile d’olivier.
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4. Classification

Pseudomonas savastanoi est une espéce de bactéries Gram-négatif, appartenant a la famille
des Pseudomonadaceae. C'est une bactérie phytopathogéne qui attaque diverses espéces de
plantes.

Considérée auparavant comme un pathovar de Pseudomonas synringae, des études de
phylogénie moléculaire de son ADN on conduit & la classer comme une espéce nouvelle
(nttps://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_savastanoi).

Domain: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Order: Pseudomonadales

Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas

Espéce : Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi
Code EPPO

PSDMSA (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)

La bacteérie a été isolée pendant plusieurs années a partir de la famille des oléacées, d ou on
peut trouver des espéces qui produisent ou nom de Levane a partir de saccharose. Ces espéces
ont été devisées en 05 pathovars :
- Pseudomonas savastanoi pathovarsavastanoi qui cause la galle, ou bien la tumeur dans
la famille des oléacées.

P. savastanoi pathovarglycinea cause de la rouille bactérienne du soja.

P. savastanoi pathovarphasiolicola cause la rouille de halo de I haricot.

P. savstanoi pathovarfraxini

P. savastanoi pathovarnerri

5. Impact de la maladie

La maladie peut conduire a des graves dommages dans les oliveraies, affecte également la
taille et la qualité des fruits el donnant naissance a des odeurs indésirable, causant de graves
perte dans le terme de production (Hall et al., 2004).

Selon Nilsen (1990),1’impact de la maladie se traduit sous divers aspects :

- Perte de feuille du fait de I’étrangement mettant hors circuit ’alimentation des
feuilles en aval ;

- Desséchement du bois suite d’une photosynthése défaillante ;

- Réduction de la production ;

- Dans une ultérieure, réduction méme de la taille des arbres par suite d’une
végétation désordonné.
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6. Biologie de I’agent pathogéne

Pseudomonas savastanoi pv .Savastanoi est I’agent causal de la tuberculose de I’olivier
(oleaeuropaea), provoquant des tumeurs aériennes.

Figure n°25 : Morphologie des colonies de Pseudomonas savastanoipvsavastanoi (Marchiet al.,
2006)

Ce sont des bactéries en frome de batonnets (0.4-0.8 x1.8-3.0um), Gram négatives, catalase
positives, mobiles avec un ou plusieurs flagelles polaires, une croissance plutdt lente, les
colonies sont blanche grises ou créme, lisses plates, scintillantes, produisant une réaction
d’hypersensibilité sur tabac, métabolisme respiratoire, n’hydrolyse pas la gélatine et ’amidon,
assimile plusieurs sucres : sucres ,arabinose ,gluconate, caprylate(Bergey,2003).

Figure n°26: Aspect de la cellule bactérienne de Pseudomonas savastanoi avec des flagelles
polaires (Source : Reaannecy,2013)

6.1.Pouvoir pathogéne

Dans les plaies fraiches d'oliviers, I'agent pathogéne colonise initialement les tissu sauteur de
I'infection et a travers des enzymes pectolytiques et hémicellulolytiques, la bactérie perturbe
I'intégrité des cellules hotes, produisant des cavités dans lesquelles le pathogéne peutse
regrouper ; par conséquent, il peut envahir directement les vaisseaux du xyleme (Maldonado-
Gonzalez et al., 2013).

La stimulation des phytohrmones est due a un plasmide qu’on I’appelle (Ti) (tumeur,
induisnt) qui est transféré dans les tissu végétaux et qui s’intégre dans le génome de la cellule
hote pour étre transcrit, le nouveau ADN formé déclenche une production autonome des
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phytohormones :1’acide indole-acétique (AIA) qui joue un rdle dans 1’¢largissement des
cellules et le cytokinine qui favorise la division cellulaire (Serdoun, 2013).

Les facteurs de virulence bactérienne, principalement de l'acideindole-3-acétique (AlA), les
cytokinine qui sont codés par le plasmide plAAlet les genes hrp de Psv et autres bactéries
coexistant en nceuds, provoquent une augmentation de la taille de la cellule végétale
(hypertrophie)suivie d'une division cellulaire anormale (hyperplasie)(Buonaurio et al., 2015).

6.2. Développement de la maladie

L’interaction de la bactérie- plante hdte se caractérise par I’invasion des bactéries a
I’intérieure des vaisseaux de xyléme de la plante a travers les blessures qui se trouvent sur les
rameaux ou les troncs de ’arbre. En particulier des fissures causées par le gel tardif du
printemps, les tempétes de gréle, le sable soufflé par le vent, les pratiques agricoles (par
exemple la taille et la récolte des cultures) et la chute des feuilles, des fleurs et des grappes.
La bactérie adhere sur la surface de la plante grace aux exopolysacharide (Mezaache, 1997)

Au départ, les nceuds sont de petites excroissances vert pale (quelques millimetres de
diametre) qui se dilatent, atteignant parfois plusieurs centimétres de diametre, et virent
progressivement au brun verdatre ou au brun. A l’intérieur, les nceuds sont des tissus
compacts et spongieux dans lesquels se forment des cavités lysogénes remplies de cellules
bactériennes. Avec 1'dge, les nceuds se fissurent, se nécrosent en partie, se décomposent et
meurent dans les 6 & 8 mois suivant leur formation (Benjama., 2003).

Figure n° 27 : Micrographies électroniques a balayage de sections de nceuds induites par P.
savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335-GFP a 35 dpi. A. Un petit groupe de cellules bactériennes
attaché a la paroi cellulaire d'une cellule hote plasmolysée. B. Détail de (A), cellules bactériennes
en forme de batonnet attachées les unes aux autres aux parois cellulaires par une matrice
fibrillaire. C. Microcolonie bactérienne attachée a une cellule hote D. Biofilm bactérien
colonisant la surface des cellules hotes plasmolysées. E. Masse de cellules bactériennes colonisant
I'intérieur d'une cellule hote plasmolysée (Rodriguez-Moreno et al., 2009).
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6.3. Survie et dissemination de P. savastanoi pv savastanoi.

Les inocula de P. savastanoi sont des bactéries nichées dans des fissures desgalles (nceuds) ou
des bacteéries épiphytes présentent sur les plantes hotes.

6.3.1. Facteurs abiotiques

Les bactéries peuvent se propager sur de longue distance surtout a travers les échanges de
matériel végétale infecté entre les pays. Ou sur de courtes distances notamment par les
éclaboussures de pluie, ou par les outils de taille et de greffage (Tous et al., 2007).

La propagation a courte distance de I'inoculum est principalement provoquée par la pluie
poussée par le vent, mais les pratiques agricoles telles que la taille, le greffage, la récolte des
fruits et l'utilisation de matériel de propagation infecté contribuent également a la propagation
locale.

Les blessures causées lors des opérations culturales ou par de facteur abiotique notamment la
gréle ou le gel créent des portes d’entrée pour la bactérie ;Ainsi, 1’infection par les PSV est
directement liée au degré de blessure des arbres (Wilson ,1935).

6.3.2. Facteurs biotiques

Les insectes peuvent jouer un réle important dans la dispersion du pathogéne, mais les
preuves en sont absentes ou contradictoires. La mouche de l'olivier (Bactroceraoleae) était
auparavant considérée comme un agent biotique important dans la dissemination de P.
savastanoi pv. savastanoi car on pensait que la bactérie était associée de maniére symbiotique

a cet insecte; cependant, des études ont montré que cette bactérie n’est pas symbiotique
(Luthy, 1983).

6.3.3. Activité de pepiniere

Les plantes entieres ou les parties de plantes (c'est-a-dire les boutures, les bourgeons, etc.)
présentant des galles sont facilement reconnaissables et doivent étre éliminés des pratiques de
la pépiniére. Etant donné que les populations bactériennes de P. savastanoi pv. savastanoi sur
le phylloplanprovoquent des ‘infections latentes et systémiques, il est pratiguement obligatoire
de délivrer des certificats phytosanitaires par les services concernées a fin de commercialiser
et de transferer vers des localités exemptes de maladie.

6.3.4. Survie

L'agent pathogéne est généralement introduit dans de nouvelles zones par le biais de matériel
végeétal infecté, peut survivre et se multiplier sous forme de saprophyte a la surface des
plantes (Quesada et al., 2007. Sa survie reste limitée dans le sol.

7. Examen anatomique des tissus infectés

En tant qu'agent pathogene, P. savastanoi induit une hypertrophie et une hyperplasie des
tissus végetaux, conduisant géneralement a la génération des galles (A) et (B).

Un examen histologique des galles induits par les infections a P. savastanoi chez différents
hotes révele de fortes similitudes entre l'olivier et le laurier-rose (Temsah et al., 2010),
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Au cours des premiers stades d'une infection, les bactéries sont localisées dans les espaces
intercellulaires du parenchyme cortical et dans les tissus vasculaires endommagés par la plaie,
ou les activités enzymatiques bactériennes pectolytiques et hémicellulolytiques provoquent la
dégradation de la paroi cellulaire des cellules végétales adjacentes, entrainant la plasmolyse
de cellules hétes et la génération de cavités internes (C).

Les cellules bactériennes colonisent ces cavités et se multiplient, tandis que les dép6ts de
lignine apparaissent comme un mécanisme de défense dans les parois cellulaires des cellules
plasmolysées. Adjacentes a eux, les cellules parenchymateuses du cortex et du systeme
vasculaire présentent des activités hypertrophiques et hyperplasiques initiées par des divisions
cénocytaires, aboutissant a des cellules multinucléées(Temsahet al., 2010).

L'élargissement ultérieur des cavités internes et des tissus hyperplasiques entraine la
formation d'un nceud multilobé naissant (D). De plus, il a été démontré que les cellules du
parenchyme adjacentes aux cavités bactériennes se différencient en éléments de xyléme.

Compte tenu du fait que la néovascularisation est essentielle a la croissance des tumeurs
végétales et animales l'existence de ce réseau de tissus vasculaires pourrait faciliter I'apport en
eau et en nutriments nécessaires pour que les noeuds atteignent leur taille finale (E),

Figure n°28: Symptdémes induits par Pseudomonas savastanoi(Psv)et visualisation des
pathogénes dans les neeuds. Neeuds induits par Psv dans des oliviers ligneux (A) a 90 jours apres
I'inoculation (dpi) et (B) des oliviers micropropagés (non ligneux) a 28 dpi. (C) Symptémes de
type excroissance a 90 dpi dans lesvaisseaux. (D) Coupe transversale d'un neeud d'olive de 30 dpi
teinté au bleu de xyléne-pyrofuchsine. Les fleches blanches et noires indiquent respectivement
les vaisseaux et les cavités du xyléeme nouvellement formés dans le nceud. (E) Détail de la cavité
bactérienne dans un nceud d'olive de 35 dpi rempli de cellules Psv.(dpi : day post inoculation)
(Caballo-Ponceet al., 2017).

8. Symptomes de la maladie
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La tuberculose de 1’oliviers caractérise par 1’apparition d’excroissance de couleur vert au
début et a surface lisse, appelées chances ou galle, qui se développent généralement sur les
rameaux, branches, troncs principaux, racines feuille abimée, tiges, fruits et jeunes pousses.
Apres quelque mois, les galles acquiérent un aspect spongieux et irrégulier, devenant durs et
bruns, dans certaines circonstances, ils peuvent durer plus longtemps et augmenter en taille.

Liste des symptémes et signes

Organe Symptémes

Fruit Forme anormale, Iésions : noirs ou bruns
Inflorescence Galles

Feuilles Formes anormales, flétrissement
Racines Galles sur toute la longueur

Tiges Dépérissement, galles

Dans le cas d'infections graves, les galles (nceuds) entourent partiellement ou complétement les
branches, les parties affectés sont nains, défoliés ou tués. Sur les jeunes plantes au champ, les galles
peuvent provoquer une faiblesse de la plante en bouclant partiellement les branches qui forment la
structure des arbres (Philippe ,2007).

Bien que rare, l'infection du fruit peut se produire sous forme d'altération néoplasique du mésocarpe au
niveau du pédoncule empéchant le développement du fruit et provoquant une déformation, ou de
nombreuses taches brunes a peu preés circulaires, de 0,5 a 2,5 mm de diamétre, initialement soulevées

puis déprimées, au niveau des lenticelles.
1
Sur le laurier-rose, I'olive et la majorité des oléacées, les symptdémes typiques sont des proliférations,

alors que sur le fréne, ce sont des excroissances.

L'effet de la maladie sur l'olivier n'est pas bien étudié mais on peut s'attendre a des réductions de
rendement la ou une forte infection a affecté la structure des arbres. Il y a des indications qu'une
infection sévere affecte la qualité de I'olive (Schroth et al., 1973).
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Figure n°29 : Symptomes typiques du nceud d'olive causés par Pseudomonas savastanoipv.
savastanoi sur différents organes d’un olivier.1 : Forte infestations sur les branches, qui sont
ensuite défoliées et finalement tuées.2 :Symptdmes sur feuille. 3 : Symptdmes sur fruits (olives).
4 :Tumeurs (galles) sur rameau d’olivier.5 : Galles développés sur les branches d*un olivier et au
niveau des cicatrices foliaires6 : Des nceuds développés sur les fissures causées par les gelés
printaniers tardifs(Stevens F.L, 1913)

9. Cycle de la maladie

La bactérie P.savastanoi vit de maniére épiphyte a la surface des feuilles et des rameaux et
atteint des populations cellulaires les plus élevées pendant les mois chauds et pluvieux
(Quesada et al., 2007). Cependant, ces bactéries sont capables de passer d'un mode de vie
épiphyte a un mode de vie endopathogéne apres pénétration dans les tissus végétaux a travers
des blessures générées par les conditions climatiques ou les pratiques agricoles.

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

9.1. Phase épiphyte

La maladie présente un cycle de type pathogéne épiphyte. Les bactéries ont une phase
¢épiphyte dans laquelle elle se multiple a la surface des tiges et des feuilles d’olivier sans
symptome (Ercolani,1978).0Or ,la source potentielle de I'infection des plantes saines sont les
bactéries épiphytiques (Quesada et al, 2010).

Le terme "épiphyte" est dérivé du -épi grec (sur) et phyte (plante), ce qui signifie "sur la
plante." Parce que l'agent pathogéne survit mieux sur des surfaces d'écorce rugueuse que sur
les feuilles, les populations de pathogenes sont plus élevées sur les rameaux que sur les
feuilles (Ercolani, 1993).

La vie épiphyte permet I'accumulation de populations pour la colonisation de la plante et
favorise également l'interaction avec d'autres microbiens communautés dans la phyllosphere.

Le développement et la multiplication Pseudomonas savastanoi nécessitent une plante héte,
en ’occurrence 1’olivier.

La bactérie profere au sein du végétale, au niveau des chancres. L’infection de type
compatible conduit a hypertrophie et une hyperplasie se traduisant par la formation de tumeur
ou les bactéries y peuvent survivre et en se libérant avec les exsudants en période de forte
humidité, ce qui va constituer la flore épiphyte (Wilson, 1935).
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Figure n °30: Cycle de vie de la maladie de la tuberculose d'olivier (Hosni et al., 2011)

9.2. Phase endophyte

Les bactéries endophyte sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus végetaux
sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992).

Au départ, les nceuds sont de petites excroissances vert pale (quelques millimeétres de
diamétre) qui se dilatent, atteignant parfois plusieurs centimétres de diametre, et virent
progressivement au brun verdatre ou au brun. A D’intérieur, les nceuds sont des tissus
compacts et spongieux dans lesquels se forment des cavités lysogénes remplies de cellules
bactériennes. Avec 1'dge, les nceuds se fissurent, se nécrosent en partie, se décomposent et
meurent dans les 6 a 8 mois suivant leur formation.
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Figure n°31 : Cycle de 1a maladie des galles d’olivier causé par Pseudomonas savastanoi pv.
Savastanoi simulé comme bacilles rouges (aimablement fournis par E. Bertolini, 2003) (Quesada
José M et al,. 2012)

10. Epidémiologie

L'agent pathogene peut survivre et se multiplier sur les surfaces aériennes des plantes, ainsi
que dans les nceuds, d'ou il peut étre dispersé par la pluie, le vent, les insectes et les activités
humaines, pénétrant dans la plante par des blessures.

10.1. Facteurs lés au pathogénes

Les populations de pathogénes sont tres inégalement réparties dans la plante et subissent des
fluctuations drastiques tout au long de Il'année, avec un nombre maximum de bactéries se
produisant pendant les mois pluvieux et chauds.

La taille des populations de P. savastanoi pv. Savastanoi sont trés variables, méme de
plusieurs ordres de grandeur entre différentes feuilles d'une méme pousse (Quesada et al.,
2007), les populations les plus élevées se produisant pendant les mois de pluie avec des
températures modérées (10-20 ° C).
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Figure n°32 : Survie de deux souches différentes de Pseudomonas savastanoipv. savastanoi sur la
surface des feuilles d'Oleaeuropaeasub sp. cuspidata (a) et O. europaeasubsp. europaeacv.Leccino
(b) (Lamichhane J. R &Varvaro L., 2013)

10.2. Facteurs liés a ’environnement

Lorsque les bactéries infectent un olivier a l'automne, les tumeurs vont commencer a se
développer plusieurs mois plus tard, mais si l'infection se produit au cours du printemps, le
temps nécessaire pour la formation des tumeurs peut étre seulement deux semaines (Wilson,
1935).

Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi peut infecter des oliviers a tout moment de 1’année et
la formation des tumeurs est déclenchée seulement quand les conditions sont favorables
(Kado, 1992).Ainsi, lorsque les bactéries infectent un olivier a ’automne, les tumeurs
commencent a se développer plusieurs mois plus tard (Wilsson, 1935).Une forte probabilité
d’infection et au printemps (Protta, 1995).

La plage de température dans laquelle Pseudomonas savastanoi. pv. Savastanoi peut
déclencher I'infection se situe entre 5° et 37 °C et cet intervalle permettrait aux bactéries de
causer des infections tout au long de lI'année. Cependant, les conditions optimales pour le
développement de la maladie sont d'environ 22°- 25 ° C et les périodes subséquentes
subissent.

Les essais sur le terrain effectuée en Californie ont montré que les inoculations faites
en printemps provoquent plus tumeurs que celle induites en hiver (Teviotda le et
krueger, 2004).
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10.3. Facteurs liés au milieu biotique

Les populations de P. savastanoi pv. savastanoi sont normalement associés a des
bactéries non pathogénes, a la fois épiphytes et endophytes, et il a été démontré qu'ils
formaient des consortiums mutualistes avec Erwiniatoletana et Pantoeaag glomerans,
ce qui pourrait entrainer une augmentation des populations bactériennes et des
symptdmes de maladie (Rojas et al., 2004).

Plusieurs de ces especes peuvent synthétiser de grandes quantités d'acide indole acétique
(IAA), qui peuvent favoriser la prolifération du pathogéne et la colonisation de la plante
(Ouzariet al., 2008).

Pantoeaag glomerans est l'espéce la plus fréquemment associée avec P. savastanoi pv,
savastanoi sa croissance étant stimulé en présence de populations actives du pathogene
(Marchiet al., 2006;). Leur interaction n'est pas completement comprise, et peut apparemment
conduire a une augmentation de la virulence ou diminution des populations d'agents
pathogenes (Hosni et al., 2011).

10.4. Facteurs liés a la plante hote

La présence de nceuds sur méme un seul I'arbre conduit normalement a l'infection rapide de
tout le verger parce que lI'agent pathogene est disséminé trés rapidement et efficacement, avec
une colonisation importante d'arbres sains sur moins d’un an(Quesada et al., 2010).

Les différentes variétés d’olivier sont inégalement affectées en condition naturelles par la
tuberculose. La sensibilit¢ a la tuberculose peu différé d’un pays a 1’autre a I’égard des
différences entre souche bactériennes et variétes (Benjama,2003).

10.5. Facteurs liés a I’action anthropique

Les pratiques agricoles tel que la taille et la récolte des cultures constituent la cause principale
de la dissemination de la maladie (Wilson., 1935).

Les plaies de taille peuvent rester sensibles a l'infection pendant au moins 14 jours. Les
infections se produisent principalement par des blessures sur les plantes, en particulier des
fissures causées par le gel tardif du printemps, les tempétes de gréle, le sable soufflé par le
vent, les pratiques agricoles (par exemple la taille et la récolte des cultures) et la chute des
feuilles, des fleurs et des grappes.

Les cicatrices foliaires, cependant, sont les points les plus communs d’entrée des agents
pathogenes et peuvent rester sensibles a l'infection jusqu'a 7 jours apres la chute des feuilles
(abscission)(Quesada., 2012).

11. Les moyens de lutte

La tuberculose de I’olivier ne peut étre éradiqué une fois établi dans un arbre ou un verger, et
donc son contrdle repose sur des mesures préventives, principalement des pratiques sanitaires
et culturelles (Quesada et al., 2010).
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Les méthodes de lutte doivent viser a éviter 1’introduction et la dissémination du pathogéne
dans les oliverais ; en minimisant les blessures des arbres et en réduisant les populations
épiphytes du pathogene.

Détection et le diagnostic de l'agent pathogéne peut étre effectué a l'aide de divers
méthodologies (exemple : PCR qui permet de différencier les pathovars : fraxini, nerii et
savastanoi) (Young, 2004).

11.1. La lutte chimique

La lutte chimique est basee sur des composés de cuivre traditionnellement utilisée dans les
pépinieres et sur le terrain (Teviotdale et Krueger,2004). Une étude approfondie et
systématique a signalé une réduction significative des populations d'agents pathogénes des la
toute premiére application de composés de cuivre, soit 1’oxychlorure de cuivre ou sulfate
coprolalique plus mancozebe (Quesada et al., 2010). Ainsi, I’utilisation de la bouillie
bordelaise a 1% est preconisee pour déesinfecter et cicatriser les plaies de taille(Assawah et
Ayat, 1985).

Néanmoins, les traitements doivent faire partie d'une approche intégrée appropriée
programme de contréle qui comprend l'application réguliere de deux traitements au cuivre par
an (Botelho et leda, 2006).

11.2. Lutte génétique

La réduction de la sensibilité de I'néte, y compris l'utilisation de cultivars résistants, est la
méthode la plus efficace pour la lutte intégrée contre les maladies des plantes ;
malheureusement, il n'y a pas de cultivars d'oliviers connus qui sont completement résistants
au pathogene.

Des études comparatives récentes ont montré un degré considérable de variation phénotypique
parmi les cultivars d'oliviers, allant d'une sensibilité élevée a une certaine résistance (examiné
dans Young, 2004).

Un test plus large a évalué I’effet sur le développement des symptdémes de diverses variables

- Cultivar,

- Age de la plante,

- Développement de nceuds secondaires,

- Dose d'inoculum

- Virulence de la souche
Penyalver et al., (2006),ont proposes une méthode normalisée pour évaluer la sensibilité des
cultivars, ces auteurs ont démontré de grandes différences dans la réponse a la maladie avec
de petites variations de la dose d'inoculum, ce qui pourrait expliquer les écarts. Parmi les
différentes études dans I'évaluation des cultivars, 29cultivars sont classés dans trois catégories
de sensibilité élevée, moyenne et faible au pathogene

11.3. Lutte préventive

Il n’y a malheureusement, a ce jour, aucun remede connu et efficace contre maladie.
Cependant, un certain nombre de mesures peuvent limiter sa propagation :
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- Désinfecter tous les outils de taille, et éviter les blessures au moment de la taille.

- Eliminer les rameaux les plus atteints par la taille en fin d hiver

- Les plants sains devraient etre taille avant les plants suspects

- Toutes les parties attient seront arrachées sectionnées et incinérées par le feu

- Eviter les exces d’irrigation de 1’arbre.

- Utilisation des arbres et des porte-greffes certifiés testés sur les agents pathogénes
(OEPP, 2006).

11.4. Lutte biologique

De nombreuse pistes sont actuellement suivies en vue de mettre ou point des molécules
bioactives qui aurait une activité efficace pour éradique cette maladie ou freiner la
dissémination de cet agent pathogene.

Exemple, 1’application d’une bactériocine produite par Pseudomonas syringeae pv
Ciccarone, utilisé a différents niveaux de concentrations, a empéche la multiplication de
Pseudomonas savastanoi( Jack et Jung, 2000)
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1. Présentation de la région d’étude
1.1. Présentation générale de la région d’échantillonnage
La wilaya de Chlef est localisation dans le Tell occidental a 200Km (jusqu’a 300 km pour les

communes du nord-ouest) a 1’ouest d’Alger, elle s’étend sur une superficie de 4 074 (4 791)
km.

Elle est limitée par :

- La méditerranée au Nord ;
- La wilaya de Mostaganem et Relizan a I’ouest.
- Leswilayas d’Ai defla et Tipaza a I’Est (ANDI .2015)

Relizane

Tissemsilt

Figure n°33 : Situation géographique de la wilaya de Chlef (ANDI , 2015).

1.2. Importance de I’olivier dans la région de Chlef

La superficie Oléicole dans la région de Chlef a connu elle aussi une augmentation avec la
relance du plus national développement de 1’agriculture (PNDA) comme le montre le tableau
suivant. En effet, cette superficie est actuellement de 1’ordre de 4 306 hectares avec un
rendement oscillant entre 19et 21gx /ha (Filaha, 2009).

Tableau 1 : Evolution de la superficie et de production des olives dans la région de Chlef
(DSA, 2016).

Année Super(fri](;,ii)e total Srggggfifi(ig? Production (gx) R%gg?;; e)nt
2009-2010 3648 1700 35200 21
2010- 2011 3 405 1800 41 400 23
2011-2012 3037 2 000 42 100 21
2012-2013 4040 2200 43 800 20
2013- 2014 4310 2 366 47 320 20
2014-2015 4310 2 600 47 460 18
2015-2016 4 306 2 065 49 450 19
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1.3. Prospection et échantillonnage

Les prospections visaient a connaitre le taux d’infestation de la maladie de tuberculose et de
sa séverité (gravite) dans 02 vergers de la région.

Dans la prospection des vergers d’oléicultures nous avons effectué des parcours en suivant un
modeéle diagonal dont les déplacements dans le verger sont en zigzags selon le protocole
adopté par Dieudonné (1989). Cette méthode vise a couvrir la plus grande superficie du
champ et d'inspecter le plus grand nombre d’arbre d’olivier tout en réduisant les probabilités
d'omettre un foyer d'infestation.

‘“

'—

e —

Figure n°34 : Procédé d’inspection en zigzag effectué dans les vergers étudiés d’olivier

1.4. Protocole d’échantillons

Un protocole du travail est préétabli consiste a réaliser des prospections dans 02 vergers de la
région, des individu symptomatiques et asymptomatique seraient échantillonnées afin
d’évaluer la dissémination du pathogéne dans les différentes zones échantillonnées mais aussi
déterminer la gravité de la maladie.

L’échantillonnage serait réalisé selon la méthode proposé par (Abd-Ihdi 2003), qui consiste a
prélever quatre rameaux de chaque arbre prise aléatoirement soit un de chaque point cardinal.
Le nombre d’arbres échantillonnée serait de cinquante arbres par verger et évaluée sur des
individus symptomatiques.

1.4.1. Détermination du taux d’infestation

On calcule la moyenne générale représentant le taux d’infestation en divisant le nombre de
plants infestés par le nombre total de plants, le quotient obtenu est multiplié par 100 selon la
formule ci-apreés.

Taux d’infestation (%) = Nombre des arbres contaminésx 100
Nombre total des arbres

1.4.2. Détermination de la sévérité

Deux parameétres seraient utilisés pour évoluer la séverité de la maladie. Ces paramétre sont
proposé par (Abdelhadi, 2003) . 1l s’agite du nombre de tumeur et du diamétre du tumeur .Ces
deux parameétres sont donnés par les deux équations suivantes.

Nombre de tumeur = nombre de tumeur par rameau
Longueur du rameau
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Diamétre de tumeur = Y'des diamétres des tubercule par rameau
Nombre de tubercule par rameau

2. Techniques expérimentale de diagnostic de Pseudomonas savastanoi

Echantillons |

I] Macération avec tampon antioxydant ]|

Lame IF Isolement direct

(oo ] (@] [o=]
[ | ]
Tests biochimiques l

Figure n°35: Techniques expérimentales utilisées pour la détection de Pseudomonas
savastanoi suivant le protocole OEPP

2.1. Collecte des échantillons

Les prospections sur terrains sont effectuées durant la période fin mars — début avril, une
sortie préliminaire est indispensable pour repérer les vergers symptomatiques, puis d’autres
sorties serons programmeé pour le prélevement des échantillons.

Les échantillons collectés doivent étre mis dans des sacs en papier, renseigné avec la date de
prélevement ainsi que le nom de la variété. Les échantillons seraient transportés au laboratoire
pour I’isolement de I’agent causal et les tests d’identification ultérieure.

2.2. Isolement a partir des échantillons
2.2.1. Cas des échantillons asymptomatiques

Les échantillons doivent étre superficicllement désinfectés a 1’alcool dilué et puits découpés
petits segments a 1’aide d’un sécateur stérile trempés ensuite dans l’eau distillé durant
45minutes.

Aprés une macération et 1’aide d’une pipette pasteur stérile on étale une goutte de suspension
sur le milieu de King B (milieu sélectif pour Pseudomonas savastanoi dont la composition est
présentée en annexe 01) suivant la méthode des stries (la boite est divisée 03 zones : zones des
trés serrées, zone des serrée peu serrée et zones des stries espacées pour distinguer les
colonie).

La lecture s’effectue apres incubation de 48h a 28C°.
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Figure n°36 : Ensemencement sur le milieu nutritive (Extrais du travail de Latef A,
2018)

2.2.2. Cas des échantillons symptomatiques

Les branches contenant des tumeurs doivent étre désinfectées a 1’alcool dilué durant 3a 5
minutes. Apres lavage, on fragmente ces tumeurs et on les trempe dans de ’eau distillée
stérile durant 45 mn. On procéde ensuite a 1’étalement d’une goutte de suspension sur le
milieu King B. Les boites sont mises en incubation a 28°C durant 48h.(Lelliot et stead.,
1987).

Les différentes étapes de 1’isolement a partir d’un échantillon symptomatique :

1. Désinfecter des rameaux avec de 1’alcool ;

2. Coupure des rameaux avec sécateur stérile ;

3. Macération pendent 45 min ;

4. Apres la macération on prend une goutte et I’ensemence sur milieu King B.

2.2.3. Purification des souches bactériennes

Une suspension bactérienne réalisée dans de 1’eau stérile est étalée sur boites de milieu King
B a différentes dilution et incubée a 26°C (Lelliot R .et stead G., 1987). Aprés une croissance
de 24 h a 72 h. Une lecture des boites se fait par observation visuelle, précisent les caractéres
phénotypiques de la bactérie, et celles possedant les caractéristiques morphologiques de
Pseudomonas savastanoi sont étalés par épuisent sur une nouvelle boite de milieu BK et
remise a incuber.
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Figure n°37: Colonies de Pseudomonas Savastanoi pv. Savastanoi sur King B. (Extrais du
travail de Kheddache K. et Bettayeb F.Z., 2018)

Apres une croissance suffisante ; les cultures sont soumises & un ensemble de tests
biochimique, décrit par (Schaad et Stalle 1988).

Ces tests sont utilisés pour confirmer la détermination de 1’espéce bactérienne et d’effectuer le
diagnostic sur des colonies de Pseudomonas savastanoi prélevées a partir du milieu King B.

LPGA Levane

Figure n°38 : Résultat de purification des colonies bactériennes sur les trois milieux
(King B, Levane, LPGA)(Extrais du travail de Latef A., 2018)

3. Tests biochimiques (Procédures de diagnostic)

Les tests biochimiques constituent une approche classique pour I'identification de ’espéce
bactérienne. Tous les tests biochimiques sont effectués sur des souches agées de 24h, en effet,
les colonies isolées sont repiquées su milieu solide King B et incubés pendant 24h a 26 °C.
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Tableau 2 : Procédures de diagnostiques de Pseudomonas savastanoi (données collectées)

Procédures /
Milieux

Test KOH

Oxidase

Urease

Milieu King B

Gélose nutritive

Milieu extrait de
levure-dextrose
CaCo0O3

Gélose saccharose
peptone

Réponse
hypersensible

Milieu Miller-
Schroth

Milieu de Pectate
de cristal violet

Arginine
Dihydrolase

Test aérobie-
anaérobie

But

Pour l'identification des bactéries
Gram (-). Ce test remplace la
coloration de Gram. Il est beaucoup
plus rapide, précis et plus facile a
réaliser que la coloration de Gram
traditionnelle

Ce test est utile pour distinguer les
genres bactériens.

Pour déterminer si les bactéries

produisent de l'uréase

Pour distinguer les pseudomonas
fluorescentes des pseudomonas non
fluorescentes

Un bon moyen
d'entretien tout usage

d'isolation et

Ce milieu est utile pour identifier
les espéces Xanthomonas. Les
colonies de Xanthomonas sont
mucoides, convexes et brillantes sur
gélose YDC

Ce milieu est non sélectif utile pour
les isolements bactériens a usage
géneral ; cependant, Il  est
particulierement utile pour
rechercher les bactéries produisant
du Levane

Détermine I'hypersensibilité de la
plante aux isolats bactériens

Test a coloration

Pour déterminer l'activité

pectolytique des bactéries

Utiliser pour distinguer le groupe
Pseudomonas syringae des autres
Pseudomonas spp.

Détermine [l'utilisation d'oxygene
par les bactéries
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Résultat Pseudomonas

savastanoi

pour

KOH + (Gram -) ; les bactéries seront
visqueuses et formeront une chaine
mucoide en 15 secondes.

KOH - (Gram +) ; les bactéries ne
deviennent pas visqueuses ou ne
forment pas de chaines mucoides en
15 secondes.

Négatif ; pas de changement de
couleur

Négatif ; pas de changement de
couleur

Négatif ; non fluorescent

Colonies de couleur blanche a creme

Colonies de couleur blanche a créeme

Négative ; colonies ne sont pas
mucoides

Tomate : positive ; zone nécrotique
Tabac : positif ; zone nécrotique

Colonies bleu-vert qui se forment
apres 24 heures

Les Spot des colonies bactériennes
inoculer sur le milieu. Si les colonies
apparaissent concaves, les bactéries
sont pectolytiques.

Négatif ; pas de changement de
couleur

Aérobique ; le milieu est nuageux en
haut pres de la surface


https://wiki.bugwood.org/Oxidase_test
https://wiki.bugwood.org/Urease_production
https://wiki.bugwood.org/King's_medium_B
https://wiki.bugwood.org/Arginine_dihydrolase_test
https://wiki.bugwood.org/Arginine_dihydrolase_test
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3.1. Détermination de la coloration Gram

La coloration de Gram utilisé pour différencier Gram positif des bactéries Gram négatif (-)

soit par I’utilisation du protocole classique de coloration de Gram ou par 1’utilisation de KOH
a 3%.

3.1.1. Détermination du Gram par ’utilisation de KOH (BUCK, 1982)

Le but de cette méthode est de déterminer rapidement si une bactérie et Gram positif (+) ou
Gram négatif (-) sans passer par les étapes de coloration habituelles et sans utiliser un
microscope.

Les etapes :
- Déposer une colonie bactérienne sur lame propre ;
- Ajouter une goutte de solution de KOH 3% ;
- Meélanger a I’aide d’une pipette Pasteur pour quelques secondes ;
- Trier le mélange vers le haut ;

Observation

- Siun filament se forme entre la pipette et la lame, la colonie isolée est alors constituee
de bactérie Gram négative (-) ;
- Sirien ne se passe, la colonie isolée est de type Gram +.

NB : les études de John Buck en 1982 montrent que tous les résultats obtenus par cette
méthode ont été conformés par la coloration de Gram conventionnelle.

—_—

Figure n°39 : Test de KOH (bactérie Gram négatif) (extrais du travail de Kheddache K.
et Bettayeb F.Z., 2018)

3.1.2. Détermination du Gram’ parla méthode classique d’aprés Hans Christian Gram
en 1884(Camille, 2014) :

- Réaliser un frottis en un étalement

- Fixer la préparation a la flamme, sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.
- Immerger les lames dans la solution de Cristal Violet pendant 1mm.

- Lavage a I’eau la lame.

- Immerger les dans du Lugol pendant 1minute en les agitant.
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- Laver a nouveau a I’eau.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans 1’alcool en faisant couler
goutte a goutte sur la lame inclinée ou en immergeant les lames pendant dizaine de
secondes dans le décolorant.

- Laveral’eau.

- Contre colorer avec la solution de safranine diluée pendant 204 30 s Laver I’eau et
sécher a I’air.

- Observer a I’objectif x 100, en immersion avec de I’huile

Figure n°40 : Observation microscopique a I’immersion de Pseudomonas savastanoi
apres coloration de Gram (G X 100)(Extrais du travail de Serdoun Bekri N. 2013)

3.2. Détermination du type respiratoire

Pour déterminer le type respiratoire d’une bactérie il faut savoir sa voie métabolique d’attaque
de glucide en présence et en absence de 1’oxygene. Dans ce but, on utilise le milieu Hugh et
Leifson qui contient un seul sucre qui est le glucose et un indicateur de Ph qui est le bleu de
Bromothymol, ce dernier devient jaune en cas d’acidification.

A T’aide d’une pipette Pasteur, on préleve quelque colonie fraiches (culture de 24h) bien
identique et on I’ensemence en deux tubes. L’un des deux tubes regoit une couche d’huile
(huile de vaseline ou paraffine).Les tubes sont fermés et incubés a 28C° et la lecture est
effectuée apres 24h.

Observation :

- Si la bactérie est aérobique stricte (oxydative) : le milieu sans huile devient jaune alors
que le milieu avec I’huile reste vert ;

- Si la bactérie est anaérobie strict (fermentative) : le milieu sans huile reste vert alors
que milieu avec I’huile de vient jaune.

- Si les deux tubes deviennent jaunes, la bactérie est type anaérobique.
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Figure n°41 : Test de Hugh et Leifson (virage de couleur du vert au jaune : bactérie est
aérobique stricte (oxydative) (Extrais du travail de Serdoun Bekri N. 2013)

3.3. Test d’identification
3.3.1. Test LOPAT

Parmi les tests biochimiques importants qui doivent étre effectués, le test L.O.P.AT.
(production de levane, oxydase, hydrolyse de la pectine, activité arginine Dihydrolase,
hypersensibilitt ~ sur  tabac) est effectué selon les techniques  décrites
par Lelliott et al(1966) qui jouent un réle distinctif et permettant de différencier les souches
appartenant au genre de Pseudomonas.

3.3.2.Levane

L’ensemencement se fait par des stries séries sur le milieu Levane puis incubées a 26°C
pendant 3a5 jours, la production de Levane se traduit par la présence de colonies blanchatre et
convexes luisante. la plupart des Pseudomonas fluorescens qui utilisent le saccharose comme
seule source de carbone , produisent 1’enzyme.

3.3.3.Test d’oxydase

Le teste est réalisé en utilisation des disques d’oxydase (Himdia laboratoires, Mumbai,
India).Un de ces disque a été placé sur une lame, sur celui —ci une colonie bactérienne a été
déposée en utilisation une pipette Pasteur stérilisé est au préalable. S’il y a apparition d’une
tache violette au bout de trente secondes, la bactérie est oxydase positive et par conséquent,
elle possede la cytochrome oxydase. L’absence de la coloration violette est due a I’absence de
I’enzyme recherchée, celaindique que la bactérie est dépourvue de cette enzyme respiratoire.
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Figure n°42 : Test oxydase (négatif : absence de coloration violette) (Extrais du travail
de Kheddache K. et Bettayeb F.Z., 2018)

3.3.4. Activité pectinolytique
C’est la capacité a dégrader la pectine contenue dans un milieu de culture.
Mode d’opératoire :

- Des tranches de pomme de terre sont découpées, déposées separément dans des boites
de pétri en verre stériles.

- Une créme bactérienne jeune de 24 a 48 h est déposée sur une incision effectuée sur la
tranche de pomme de terre .Les boites sont ensuite refermées et mises a incuber a 26
°C.

- La lecture se fait au bout de 48 h. la preésence des enzymes pectinolytique, chez le
germe provoquant une pourriture sur les tranches de pomme de terre inoculée, et
dégagement d’une mauvaise odeur.

Figure n°43 : Test de pectinase (Test négatif)(Extrais du travail de Serdoun Bekri N.
2013)

3.3.5. Test de I’Arginine Dihydrolase

Ce test indique 1’absence ou la présence de 1’arginine d’hydrolase, ce dernier est un enzyme
capable de dégrader I’arginine en ammoniac et amines (composées basiques), ce qui donne un
changement de couleur a I’intérieur des tubes par apport au t¢émoin (Thomas,1973).
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Témoin

Figure n°44 : Test ’arginine Dihydrolase (négatif pas de changement de couleur)),
(Extrais du travail de Latef A., 2018)

3.3.6. Réaction d’hypersensibilité sur le tabac

Le test d’hypersensibilit¢ sur feuille de tabac sert a mettre en évidence le pouvoir
phytopathogéne des bactérie (schaad ,1988), par desséchement des zones d’inoculation sur
les feuilles de tabac.

- Prélever a I’aide d’une pipette pasteur, la créme bactérienne et la mettre le tube
contenant de ’eau distillé stérile et mélanger le contenu ;

- A Taide d’une seringue fine de 1ml injecter la suspension dans 1’espace intercellulaire,
le long de la nervure centrale ou d’une nervure secondaire du plant ;

- Laisser le plant & la température ambiante pour une période de 3 a 7jours.

- Si la réaction est positive, on aura une nécrose da la zone foliaire inoculée qui sera
Iégérement translucide avec un aspect humide. Par la suite les tissus s’assécheront et
prendront une coloration brun clair a beige. Ce qui est une caractéristique typique des
souches phytopathogeénes.

- Si la réaction est négative, il n’y aura pas de changement dans la couleur et I’aspect du
tissu, ce qui caractérisera les souches saprophytes.
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Figure n°45 : Hypersensibilité des feuilles de tabac aprés inoculation de P. savastanoi (Extrais du
travail de Serdoun Bekri N. 2013)
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Conclusion

La tuberculose de I’olivier causée par Pseudomonas savastanoi.pv savastanoi est
omniprésent dans la région de Chlef. Cette pathologie étant considérée comme une maladie de
quarantaine en Algérie.

Une prés prospection réalisée au mois de décembre 2019 (avant le choix du theme) nous a
permis de constater une présence marquée des galles sur quelques arbres d’oliviers des
vergers visités dans la vallée de Chlef, ceci nous amendée choisir ce théme. Le but de cette
¢tude était en primo d’approfondirons connaissances sur la répartition et la sévérité de cette
maladie in situ par la détermination du taux d’infestation, secundo, un travail in vitro pour la
confirmation microscopique et biochimique de 1’agent causal isolés des tumeurs
échantillonnées en passant par les procédures d’isolement, purification et identification.

La diffusion rapide du Covid 19 a travers le monde est devenu une pandémie planétaire ce qui
a conduit les gouvernements a des mesures sans égale de confinement et de distanciation
sociale. Ceci a influé voire méme bouleverser les pratiques de recherches dans tous les
laboratoires de recherches du monde. Pour cette raison nous avons 6tés complétement le plan
expérimental de cette étude pour le ressuscité en synthese bibliographique.

Le présent travail est basé sur une synthese bibliographique de la maladie de la galle de
I’olivier renfermant des généralités sur la plante hote, les caractéristiques biologiques de
I’agent causal, conditions climatiques et intra spécifiques qui engendre le déclenchement et la
propagation de la maladie et les techniques de laboratoire utilisées pour la caractérisation de
Pseudomonas savastanoi pv savastanoi.

Nous espérant revenir a réalise cette étude 1’année prochaine lorsque les conditions du travail
se rentre tournés a I’ordinaire afin de conclure a des résultats utiles pour la mise en place
d’une stratégie de lutte contre cette redoutable maladie qui prend de ’ampleur d’année en
année dans nos oliverais, de plus caractériser les isolats de P.savastanoi pv .savastanoi
inféodés a cet région du pays.
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1. Milieux de culture

Milieu King B :

PrOLEOSE-PEPIONE ...\ttt ittt et e e e e 20.0g
GLYC8IO0IC. ..ot e 10.0g
Phosphate de potassium dibasique..........c.ovuiiniiitiiiiiii i 1.50g
Sulfate de magnésium hetahydraté...............cooiiiiii i 1.50g
P22l o To1 1<) o 1) (0] o 1 |1 < 15.0g

PH=7, autoclavage pendant 20 mn a 120°C

Milieu Levane (NAS) :

EXtrait de IeVUIe. ....o.vie e 02g
BaCtOPePtONE. ...ttt e 05¢g
et o] 123 0 11 50g
Chlorure de SOAIUIML. .. ...outt e e e et e e e eeens 05¢g
Agar bacteriOlOZIQUE. . ...ttt e 20g

PH=7, autoclavage pendant 20 mn a 102°C

Milieu de Hugh et leifson :

T 01 (0] 1157/ 01 (0] - 02g
phosphate de potassiumedibastiqUe ...........oeiiiiiriiiiiii it v 03g
chlorure de SOdIUM ..ot e e 05g
Bleu de Bromotymol ..........ouiiiii e 0.3g
D GlIUCOSE ..ot e 10g
Agar baCteriOlOZIQUE .. ..ottt e 03g

Gélose nutritive :

Extrait de viande...........ooouiiii e 03g
PePLONE. ..o e 05g
Chlorure de SOAIUIML. .. .. ettt et e e e e e e e ae e 05¢g
N2 o 159
BaU distill@e. ... 1L

PH=7.2



Milieux L.P.G.A.(Levure-Peptone-Glucose-Agar)

EXrait deleVUIe. .. .ottt e 059
o7 0] 1) [ 05¢g
LG 15 0T 15¢g
GIUCOSC. . .ttt ettt e 10g
BaUdiStillBe 01l
2. Autres

Huile de vaseline

Eaux oxygénées



