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Résumé

L'olivier est I'un des plus anciens arbres fruitiers, principalement cultivé dans les pays mediterranéens,
et est apprécié pour ses propriétés alimentaires et thérapeutiques. Cependant, la tuberculose de
I'olivier, une maladie bactérienne causée par Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi, entraine la
formation de nodules (galles) sur le tronc et les branches de l'arbre, causant des dommages
considérables a la culture de I'olivier, notamment en Algérie.

Les objectifs de cette étude sont d'isoler et d'identifier le phytopathogene responsable de la
tuberculose de I'olivier, ainsi que d'autres bactéries endophytes, a partir d'échantillons prélevés sur
des oliviers infectés de la variété Sigoise, cultivés dans le verger de la commune de Zerdaza, dans la
wilaya de Skikda.

Les profils phénotypiques des isolats ont été déterminés en utilisant le test LOPAT et les galeries API
20E. Au total, 16 souches pures ont été isolées parmi lesquelles 11 isolats étaient de forme Cocci,
dont 6 souches de Cocci a Gram négative et 5 Cocci @ Gram positive. Cing (5) souches présentant
de forme bacillaire composées de la souche B3 un bacille & Gram positive (+) et 4 souches a Gram
négative. Parmi les isolats de bacille & Gram —, deux bactéries a Gram négatif (A8 et All) ont été
identifiées comme Bukholderia cepacia (anciennement appelé Pseudomonas cepacia ) et
Pseudomonas fluorescens respectivement, tandis que la souche (B2) a été identifiée comme
Pseudomonas syringae. La souche (A4), un bacille a Gram négatif et oxydase positive, a été identifiée
par la galerie API 20E comme Pseudomonas savastanoi.

L'intégration de la génomique est essentielle pour confirmer et identifier précisement les isolats,
tandis que des plants de certification doivent étre utilisés pour prévenir tout risque d'infestation future.
Mots clés : Olivier, tuberculose de I'olivier, galles, Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi,

phytopathogene, profils phénotypiques, test LOPAT, Burkholderia cepacia



Abstract

The olive tree is one of the oldest fruit trees, mainly cultivated in Mediterranean countries, and is
appreciated for its nutritional and therapeutic properties. However, olive knot, a bacterial disease
caused by Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi, causes the formation of nodules (tumours) on the
trunk and branches of the tree, causing considerable damage to olive cultivation, particularly in
Algeria.

The objective of this study is to isolate and identify the phytopathogen responsible for olive knot, as
well as other endophytic bacteria, from samples taken from infected olive trees of the Sigoise variety,
grown in the orchard in the commune of Zerdaza, in the wilaya of Skikda.

The phenotypic profiles of the isolates were determined using the LOPAT test and API 20E galleries.
In total, 16 pure strains were isolated among which 11 isolates were of the Cocci form, including 6
strains of Gram-negative Cocci and 5 Gram-positive Cocci. Five (5) strains presenting a bacilli form
composed of strain B3, a Gram-positive (+) bacillus and 4 Gram-negative strains. Among the Gram-—
bacteria isolates, two Gram-negative bacteria (A8 and Al11) were identified as Bukholderia cepacia
(formerly called Pseudomonas cepacia) and Pseudomonas fluorescens respectively, while the strain
(B2) was identified as Pseudomonas syringae. The strain (A4), a Gram-negative and oxidase-positive
bacillus, was identified by the API 20E gallery as Pseudomonas savastanoi.

Integration of genomics is essential to accurately confirm and identify isolates, while certified plants
should be used to prevent any risk of future infestation.

Keywords: Olive tree, olive knot, tumours, Pseudomonas savastanoi pv. Savastanoi, phytopathogen,
phenotypic profiles, LOPAT test, Burkholderia cepacia
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Introduction

La wilaya de Skikda, située dans le nord-est de I'Algérie, est une région connue pour sa diversité
agricole, incluant une large variété d'arbres fruitiers qui sont des plantes cultivées principalement
pour leurs fruits comestibles. Ils jouent un réle fondamental dans I'alimentation humaine, I'agriculture
et I'économie mondiale. Parmi les arbres fruitiers les plus couramment cultivés, on trouve les
pommiers, poiriers, cerisiers, péchers, pruniers, figuiers, et oliviers. Chaque espéce d'arbre fruitier a
ses propres exigences en termes de climat, de sol et de pratiques culturales.

L'olivier (Olea europaea) est un arbre fruitier largement cultivé dans les régions de climat
méditerranéen pour ses olives, dont I'huile est une composante essentielle de nombreuses cuisines et
cultures. Cette culture revét une importance économique et sociale majeure dans les pays
méditerranéens, ou la majorité des oliveraies mondiales sont concentrées.

En Algérie, l'olivier joue également un réle significatif, avec environ 32 millions d'arbres répartis sur
plus de 328 000 hectares. Cependant, la productivité de ces vergers est souvent limitée par divers
facteurs biotiques et abiotiques, notamment les attaques de pathogenes tels que les bactéries et les
champignons.

La tuberculose de I'olivier, causée par la bactérie Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, est I'une
des maladies les plus graves affectant I'olivier. Cette maladie se manifeste par la formation de
tubercules sur les branches et les tiges de I'arbre, réduisant ainsi la croissance, le rendement et la
qualité de I'huile d'olive produite. Bien que cette maladie soit présente depuis des siecles, sa
prévalence continue de poser un défi pour les agriculteurs et les autorités agricoles.

Cette étude vise a comprendre les causes des tumeurs observées sur les oliviers de la région de
Zerdaza, dans la wilaya de Skikda, en Algérie. Pour ce faire, des échantillons de tumeurs fraiches ont
été prélevés et des souches bactériennes isolées. Les tests biochimiques et de phytopathogénicité ont
ensuite été réalisés pour identifier et confirmer I'agent pathogene responsable de ces tumeurs.

Le plan de travail de cette étude comprend une revue de la littérature sur I'olivier et la tuberculose de
I'olivier, suivie par une description du matériel et des méthodes utilisés dans la partie pratique de
I'étude. Les résultats obtenus seront discutés en détail, et des conclusions générales ainsi que des
perspectives pour de futures recherches seront fournies.

En conclusion, cette étude contribuera a mieux comprendre la tuberculose de I'olivier en Algérie et a

développer des stratégies de prévention et de lutte efficaces contre cette maladie
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1  Présentation de I'olivier

1.1 Histoire et Origine de I'Olivier

L'olivier (Olea europaea), est un arbre vénéré et cultivé depuis des millénaires, il est profondément
enraciné dans I'histoire des civilisations mediterranéennes

1.2 Origine et Symbolisme

Réferences Historiques et Religieuses :

L'olivier est cité dans le Saint Coran comme un arbre béni, soulignant son importance spirituelle et
symbolique.

Le terme « olive » apparait dans la langue francaise en 1080, dérivé du provencal « oliva » et du latin
« Olea ». Le terme « huile » dérive du latin « oleum », signifiant « huile d'olive », attesté des le Xlle
siécle.

L'olivier est universellement reconnu comme un symbole de paix, de sagesse, de fertilité, de
prospérité et de victoire.

1.3 Origine Géographique et Domestication

» Méditerranée :

La Méditerranée est le foyer originel de I’olivier, ou il a commencé a étre cultivé il y a environ 7000
ans. Les premieres preuves de domestication remontent & la période néolithique en Grece.

La culture domestique de I’olivier aurait probablement commencé en Crete, comme le confirment
les données archéologiques de la période minoenne (3000-1000 avant JC).

» Expansion par les Civilisations Antiques :

Phéniciens et Grecs : Les Phéniciens et les Grecs ont joué un réle crucial dans la propagation de
I’olivier a travers la Méditerranée. Les Grecs I'ont introduit dans leurs colonies, notamment en Sicile,
en France, en Espagne et le long de la cbte de la mer Noire.

Rome Antique : L'huile d'olive a fait I'objet d'un important commerce entre I'Algérie et Rome,
soulignant son role économique vital.

Propagation Mondiale

» Europe et Afrique du Nord :
Méditerranée Européenne : L'olivier s'est propagé en Italie, en France, en Espagne, et au Portugal
grace aux commercants et aux conquétes.

Afrique du Nord : 1l a également été introduit en Tunisie, au Maroc, en Algérie et en Egypte.

> Epoque Moderne :

Amérigue et Australie : Les colons européens ont introduit I'olivier en Amérique, notamment en
Californie, ainsi qu'en Australie, ou il est maintenant largement cultivé.

1.4 L’olivier en Algérie

Histoire Ancienne :



La culture de I'olivier en Algérie remonte a I'Antiquité. Les paysans algériens ont cultivé I'olivier
pendant des siécles, en faisant une base économique essentielle pour la population rurale.

A I'époque romaine, I'huile d'olive algérienne était un produit commercial important, exporté vers
Rome.

L'histoire de I'olivier en Algérie est marquée par diverses invasions qui ont influencé sa répartition
géographique. A l'indépendance de I'Algérie, cet héritage agricole a perduré.

1.5 La Culture de I’Olivier en Algérie

L’olivier, arbre emblématique des paysages méditerranéens, occupe une place prépondérante en
Algérie. Sa culture, profondément ancrée dans 1’histoire et les traditions agricoles du pays, joue un
réle vital tant sur le plan économique que socioculturel.

1.6 Olivier (Description et généralités) :

L'olivier est un arbuste pouvant atteindre jusqu'a 15 métres de hauteur, appartenant a la famille des
Oléacées, qui comprend une quarantaine d'especes et sous-especes réparties dans le monde
entier(Kaniewski et al. 2012). De nos jours, la culture de I'olivier est trés développée dans les pays
méditerranéens, ou pres de 95 % de la production mondiale est réalisée, ainsi que dans d'autres pays
comme les Etats-Unis, I'lran et I'Australie (Hall et al. 2004). Les produits de I'olivier, notamment les
fruits et I'huile, occupent une place significative dans I'économie des pays producteurs d'olives, jouant
un réle direct ou indirect dans la sécurité alimentaire, la santé (COI 2023).et comme source de
revenus grace a l'exportation.

1.7 Classification de D’olivier

Selon la classification classique, I'olivier fait partie de la famille des Oléacées, qui regroupe plusieurs
especes. Dans le bassin méditerranéen, on distingue deux variétés botaniques : Olea europaea spp.
europaea pour les formes cultivées, et Olea europaea spp. sylvestris pour les arbres sauvages et
spontanés, communément appelés oléastres(Kaniewski et al. 2012).

* Regne: Plantae

* Embranchement : Magnoliophyta

* Sous-embranchement : magnoliophytina

» Classe : Magnoliopsida

* Sous-classe :Asteridae

* Ordre : Scrophulariales

* Famille :Oleaceae

* Genre :Olea

» Espeéce :Olea europea

D'autres sous-espéces peuvent étre trouvées sur les cing (5) continents de I'Afrique, de I'Europe du

Sud, de I'Asie, de I'Australie et de I'Océanie. Ce sont cupsidata (de I’ Afrique du sud jusqu’au sud de
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I’Egypte, du sud de I’Arabie Saoudite Jusqu’en Chine) africana (Afrique, Arabie et Madagascar),
laperrinei (Algérie, Argentine, Niger et Soudan) maroccana (Maroc) (Marone and Fiorino, 2012).
1.8 Description morphologique :

L’olivier est un arbre vigoureux, toujours vert qui peut atteindre 10 a 15 m de hauts et de 1,50 4 2 m
de diametre. A tronc tortueux et écorce grisatre, des branches tortueuses aux nombreux rameaux
arrondis a feuilles oblongues lancéolées. Fleurit entre mai et juillet suivant la variété en grappes
terminales ou auxiliaires donnant des fruits pendants, gros, a formes variées L’olivier s’adapte bien a
des conditions d’environnement extrémes telles que la sécheresse, la salinité, 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 de faibles températures. (Missat, 2012 ) .La morphologie d’un olivier se

caractérise par un systeme racinaire et un systeme aérien.

Figure 1: Olivier sauvage suffisamment haut et a 1’abri pour entrer en production (Haute-
Corse).(Christian et Catherine 2023)

Le systeme racinaire :

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

Le systéeme aérien

Le systeme aérien Se compose de :

Le tronc : il est cylindrique , avec une surface irréguliére , portant de nombreux renflements . Le bois
est jaunatre et plus foncé vers le centre du tronc . L aspect gracieux et vallonné de I’olivier peut étre
assez attrayant . Dans un jardin entierement vert , son feuillage grisatre sert de contrepoint intéressant
. Le motif attrayant des branches noueuses est eégalement tres caractéristique . Les arbres sont tenaces
, ils repoussent facilement méme lorsqu’ils sont coupés au sol.(Jilani et al, 2016)

L’écorce : Est tres mince, percevant le moindre choc mécanique et se déchire facilement sous le coup.

L’épiderme devient épais, rude, crevassé et se détache en plaques.(Vladimir, 2008).
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Les feuilles : Les feuilles sont relativement petites, opposées, ovales et lancéolées aux bords entiers
de couleur vert foncé et vert argenté au verso. Elles apparaissent sur les branches du printemps a
’automne et vivent une année voir plus. A aisselle de chaque feuille, un bourgeon qui peut donner
naissance a une inflorescence (bourgeon floral) ou & un bourgeon a bois. La structure anatomique des
feuilles de I’olivier lui permet de s’adapter au milieu de haute température (transpiration élevée) pour
la minimisation des pertes d’eau (Belguerri,2016).

Les fleurs : Les fleurs d’olivier sont, trés petites, odorantes, d’un blanc tirant vers le vert. En général,

la formule florale est de : 4 pétales +4 sépales +2 étamines + 2carpelles (Missat,2012).

Figure 2: Feuille et Fleurs d’olivier (Belguerri, 2016).

Le fruit : L’olive est une drupe , de forme sphérique ou elliptique , composée de 1’exocarpe ( peau ),
qui contient les stomates, du mésocarpe (flesh), qui est la partie comestible du fruit, et de I’endocarpe
(noyau), y compris la graine. Le fruit de I’olivier est noir violacé lorsqu’il est complétement mature,
mais quelques cultivars sont verts lorsqu’ils sont murs et certaines olives prennent la couleur du brun
cuivré. La taille du fruit de ’olivier est variable, méme sur un méme arbre, et dépend du cultivar, de
la charge fruitiére, de la fertilité du sol, de 1’eau disponible et des pratiques culturales (Benedicte ,
2015)

Figure 3: Fruits d’olivier (Belguerri, 2016).

Les rameaux : Les jeunes pousses ont une écorce, dont la couleur passe du vert gris au gris brun au
départ de section quadrangulaire, mais elles s’arrondissant en vieillissant. Elles donnent en suite un
bois trés dur, compact de couleur jaune fauve marbrée de brune. Les rameaux peuvent étre des
gourmands vigoureux et verticaux, des rameaux de prolongement terminant par un bouquet de
pousses Les rameaux proprement dits sont des posses feuillés de deux ans, a I’extrémité on trouve un

bouquet ou des brindilles (Belguerri ,2016).



1.9 Formes de I’olivier

L’olivier sauvage :

L’ oliviers sauvage ou oléastre appelé Zebbouj en arabe c’est un arbre d’une incroyable longévité qui
peut dépasser les 1000 ans gréce a sa forte résistance aux conditions indésirables de sécheresse, froid,
stress hydrique, sol pauvre ou autres (Chiappetta et Muzzalupo, 2012). L’olivier sauvage est
localisé tout autour du Bassin méditerranéen (BM) en forét d’oléastres. Permettant le maintien de la
biodiversité, il est aussi considéré comme un moyen de lutte contre I’érosion et les incendies. Présent
isolé ou en populations, il régresse du fait de I’anthropisation des milieux (Catherine et al, 2006).
Olivier cultivé:

L’olivier cultivé appelé Zeitoun en arabe c’est un arbre fruitier qui produit les olives, un fruit
consommé sous diverses formes et dont on extrait une des principales huiles alimentaires, 1’huile
d’olive. C’est une variété cultivée depuis plusieurs millénaires, principalement dans les régions de
climat méditerranéen. Il est essentiellement cultivé pour ses fruits, son huile, mais le bois sert aussi a
la fabrication de petits ustensiles de cuisine ou a la fabrication de jeux, et de combustible pour le
chauffage des foyers surtout sur le continent africain. Son feuillage est utilisé comme fourrage pour
le bétail. De plus, I’entretien des cultures est un excellent moyen de prévenir les risques d’incendie et
1’érosion (Catherine et al, 2006). Dans le but de conserver les caractéristiques de 1’olive et de son
huile, I’olivier est multiplié par voie végétative : bouturage et greffage. Le greffage est la technique
la plus utilisée en raison de son gain de temps sur le délai d’entrée en production, et des propriétés
bénéficiées par le porte greffon. Le greffage sur oléastre est pratiqué dans plusieurs pays
méditerranéens facilitant 1’adaptation afin d’obtenir une réponse rapide des nouveaux cultivars

introduits aux conditions locales (Breton et al, 2006).

Figure 4: Un arbre de ’olivier cultivée(lran)(COI 2023)
1.10 Cycle végétatif :

Tout le monde connait la grande longévité de I’olivier, et I’on peut observer des arbres millénaires
avec une relative fréquence. Néanmoins, du point de vue agricole, on doit nous centrer dans la periode
qui va dés sa naissance a la diminution notable de sa production. Ainsi, selon sa productivité on peut

diviser la vie de I’olivier en trois étapes :



« Etape juvénile : de 1 & 7ans (sans production).
« Etape de production : de 7 & 150ans.
« Etape sénile : aprés les 150ans (production basse) (APO, 2016).

Cycle annuel de l'olivier

E Récolte |

1 ' $
| Croissance du frut! J Différentiation
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Figure 5: Le cycle annuel de ’olivier (APO, 2016)

1.11 L’intérét d’olivier :

L’olivier est cultivé depuis 3 500 ans, pour ses fruits et pour 1’huile qu’on en tire I’utilisation
composant essentiel du régime méditerranéen. Riche en acides gras insaturés, en vitamine et en
polyphénols (Akrour et al. 2011). Les feuilles sont employées pour désinfecter les blessures
cutanées. Les Anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de combattre toutes
sortes d’infections. Au XIXe siécle, elles servaient pour combattre le paludisme (malaria) (Micol V
et al. 2005).

A nos jours, les feuilles d’oliviers se trouvent sur le marché. Les fabricants de ces produits en vantent
les vertus pour le systéme immunitaire et contre les infections virales, bactérienne.

La feuille d'olivier est un des hypotenseurs végétaux les plus captivants. Elles contiennent aussi des
Flavonoides (antioxydant), ces antioxydants aident a combattre les radicaux libres, et jouent un réle
important dans la protection de la paroi artérielle (Aydogan et al. 2008)

Une autre étude a également montré une baisse de la pression artérielle diastolique et systolique chez
les personnes hypertendues (Somova et al. 2003).

1.12 Variétés des oliviers en Algérie :

L’oléiculture algérienne est trés diversifiée, les variétés cultivées en Algérie étant représentées
principalement par des variétés a huile, et un degré moindre, des variétés de table. (Mendil et al,
2007).



Tableau 1: Les principales variétés nationales (Saad, 2009).

Variétés Origine et diffusion Caractéristiques
Petit Kabylie (oued Soummam), Arbre rustique et résistant a la sécheresse ; fruit de
occupe poids élevé et de forme allongée. Utilisée souvent
Azzeradj 10% de la surface oléicole nationale. | pour la production d’huile et olive de Tableau. A
un rendement en huile de 24% a 28%.
Occupe 40% des verges oléicole Variété rustique, et tardive, le fruit et de poids
national, « présente surtout en faible et de forme allongée, destiné a la production
Chemlal Kabylie » s’étend des monts Zekkar a | d’huile, le rendement d’huile de 18% a 22%.

I’ouest aux

Bibans a I’est.

Sigoise ou olive
de Tlemcen ou

olive de tell

Elle est dominante depuis Oued rhiou

jusqu’a Tlemcen

Variété rustique, le fruit et de poids moyen et de
forme ovoide, produit une olive a deux fins et trés
recherchée pour la conserverie et donne un bon

rendement en huile de 18% a 22%.

Rougette de

Plaine Mitidja

Variété rustique : le fruit est moyen et allongé,

Mitidja utilisé pour la production d’huile, rendement de
18 a 20%.
Grosse de Hamma (Constantine) Variété précoce, rustique, résistante au froid et a la

Hamma, Oueld
Ethour

sécheresse, fruit de poids tres élevé et de forme
allongée, double aptitude : huile et olive de
Tableau, le rendement de 16 a 20 %.

Blanquette de

Originaire de Guelma, assez

Sa rigueur est moyenne, résistante au froid et

Guelma répandue dans le Nord-est moyennement a la sécheresse ; le fruit de poids
Constantinois, Skikda et Guelma. moyen et de forme ovoide, destiné a la production
d’huile, le rendement de 18 a 22 %.
Hamra, Origine de Jijel, diffusée au nord de Variété précoce, résistante au froid et a la

Rougette ou

Rousette.

Constantine.

sécheresse. Le fruit est de poids faible et ovoide,

utilisée pour la production d’huile, rendement 18 a

22 %.

Bouriche, olive
d’El-Harrouch.

El-Harrouch, Skikda.

Arbre rustique, résistante au froid et a la
sécheresse, poids faible ;
De fruits et de forme allongée, production d’huile,

rendement 18 a 22%.




2 1l. La tuberculose de I’olivier

La tuberculose de I’olivier appelé aussi le “chancre de I’olivier” est une maladie bactérienne qui
infecte le plus souvent I’olivier (Olea europea) touchant le systeme de la circulation de la
seve(Zergoug et al. 2017). Elle est trés répandue principalement dans le bassin méditerranéen et dans
d’autres pays producteurs d’olive, ou les conditions climatiques favorisent souvent la propagation de
la maladie (Penyalver et al. 2006)

Elle est causée par une bactérie appelée Pseudomonas savastanoi pv savastanoi. Cependant,
I’existence de la tuberculose de 1’olivier est probablement décrite pour la premicre fois dans
I’antiquité par Théophraste (Kosc¢ak et al. 2023) et observée en 1886 par un bactériologiste italien,
Luigi Savastanoi, dont le nom de 1’agent causal P. savastanoi.

Les études ultérieures en Italie et aux états unis ont confirmes les travaux de L. Savastanoi, mais suite
aux conflits de I’identité de P. savastanoi, ils ont déduit par la suite I’interaction d’un consortia
bactérien responsable de la formation de tumeurs chez Olea europea et d’autres oléacées, mais P.
savastanoi PV savastanoi (PSV)est considéré comme le principal pathogene responsable de la
formation des nceuds (tumeurs) bactériennes des oliviers(Surico and Marchi 2003).

2.1 Mode de propagation de la maladie :

Dans les régions oléicoles, la tuberculose de 1’olivier se propage plus facilement dans les climats
chauds des automnes et des printemps pluvieux. L’attaque commence par la pénétration de la bactérie
(PSV) dans I’arbre par des blessures et/ou des fissures sur la tige, écorces abimées, et les brindilles
causées par des phénomenes météorologiques (gréle), des insectes mineurs, et par les pratiques de
récolte et d’élagage (Edyta and Silvana Ilak PerSuri¢ 2009). Elle peut étre également transmise par
les techniques de multiplication en pépini¢re a partir d’organes provenant d’arbres contaminés
(greffons-boutures)

2.2 Réparation géographique de la tuberculose de I’olivier dans le monde :

La tuberculose d’olivier est une maladie répandue dans tous les pays ou I’on cultive I’olivier. Sa
répartition géographique peut varier en fonction des agents pathogénes spécifiques impliqués.
Cependant, certaines régions du monde sont plus touchées que d’autres par cette maladie. Par
exemple, les pays méditerranéens ainsi qu’en Etats Unis d’Amérique, surtout en Californie ».

(Benjama, 2003) (Figure 6).
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Ces régions sont parmi les plus touchés par cette maladie en raison de la concentration élevée de

cultures d’oliviers.

1207 w* o w wr 180

Figure 6: Carte géographique des régions les plus touchées par la tuberculose de 1’olivier
(Benjama, 2003).
B.M : Bassin méditerranéen.

La présence de la tuberculose de 1’olivier, causée par Psv a été documentée dans ces pays.(Figure 7).

Figure 7: Répartition de la tuberculose de I’olivier dans le monde. (Source FAO .Marchier et
al,2009).

2.3 La tuberculose de I’Olivier en Algérie

La tuberculose de I'olivier est une maladie préoccupante pour les cultures oléicoles en Algérie. Causée
par la bactérie Pseudomonas savastanoi pv savastanoi, cette maladie se manifeste par la formation
de tumeurs ou de galles sur les branches, les rameaux et parfois sur le tronc de I'olivier. Les galles
peuvent entrainer un affaiblissement de I'arbre, réduisant sa productivité et, dans les cas graves,

provoquant la mort de certaines parties de I'arbre.
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En Algérie, la tuberculose de I'olivier constitue une menace majeure pour la production oléicole,
affectant a la fois les arbres sauvages et cultivés. Les conditions climatiques et les pratiques agricoles
locales peuvent contribuer a la propagation de la maladie. Les mesures de contrdle incluent des
pratiques culturales rigoureuses, telles que la taille réguliere des branches infectées, I'utilisation
d'outils désinfectés, et I'application de traitements & base de cuivre pour réduire la propagation
bactérienne.

La recherche et la sensibilisation sont essentielles pour gérer cette maladie. Les agriculteurs sont
encouragés a suivre des protocoles de prévention et a surveiller attentivement leurs vergers pour
détecter les premiers signes d'infection. Des programmes de formation et de soutien technique, en
collaboration avec les instituts de recherche agricole, sont cruciaux pour ameliorer les méthodes de
lutte contre la tuberculose de I'olivier en Algérie.

2.4 Les symptomes de la tuberculose de I’olivier :

La tuberculose de I’olivier est la principale maladie bactérienne de I’olivier, causée par Pseudomonas
savastanoi pv Savastanoi (Psv).La maladie se manifeste par des excroissances tumorales (tumeurs
parenchymateuses) sur différentes parties des plantes (Edyta and Silvana Ilak PerSurié¢ 2009) avec
un aspect spongieux et de forme irréguliére. Au début de leur apparition, elles sont molles, de couleur
verte et de surface lisse. Elles augmentent de volume en fonction du temps, se lignifient, brunissent
et durcissent. (Achbani et Bouaichi, 2017).

Ces galles apparaissent isolément ou rapprochées sur toute la partie de la plante sur le tronc, branches,
rameaux, jeunes pousses, feuilles abimées rarement sur fruit (Turco et al. 2022)(Figures 9, 10). Les

jeunes rameaux (agés d’un an) perdent leur feuillage et se dessechent.

Figure 8: Aspect des tumeurs a tuberculose sur rameau d’olivier.(Benjama 2003)

Au cours de son développement, la tumeur peut entourer le rameau (tout son périmétre) et en
provoquer la mort. En conséquence, les vieilles tumeurs et celles qui se forment sur des branches
moins développées sont les plus dangereuses.

Les rameaux vigoureux deviennent faibles et fréles, et se produit en eux une mort partielle. Dans des
conditions optimales pour le développement de la maladie on observe que les nervures centrales des

feuilles présentent dés le début de la formation des tumeurs. Cela empéche la séve d’arriver au
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sommet de la feuille induisant son jaunissement, sa mort et sa chute avant son développement
complet.( Lekikot, 2017) .

Le développement de ces tumeurs dépend de la production de phytohormones telles que 1’acide in-
dole-3-acétique (AlA) et les cytokines+. En plus des phytohormones, qui jouent un réle crucial dans
le développement des tumeurs, d’autres facteurs de virulence sont impliqués dans le développement
de la maladie(Achbani et Bouaichi, 2017).

Lorsque les bactéries infectent un olivier en automne, les tumeurs vont commencer a se développer
plusieurs mois plus tard, mais si I’infection se produit au cours du printemps, le temps nécessaire

pour la formation des tumeurs peut étre seulement deux semaines (Wilson, 1935).

Figure 9: Les galles (tumeurs) sur les feuilles et fruits.( Source INPV, Lekikot, 2017)

2.5 Agent Causal de la Tuberculose de I'Olivier

La tuberculose de I'olivier, également connue sous le nom de chancre de l'olivier, est une maladie
bactérienne qui affecte principalement les oliviers (Olea europaea). L'agent causal de cette maladie
a été isolé et décrit a plusieurs reprises depuis la fin du 19eme siecle. Voici une présentation détaillée
de I'évolution de la classification de cette bactérie :

2.6 Historique de la Classification de I'Agent Causal

Premieres ldentifications

o Luigi Savastano (1887, 1889) : Savastano a été le premier a isoler et a décrire la bactérie
responsable de la tuberculose de I'olivier. Il I'a initialement nommee Bacillus oleae tuberculosis
en 1887.

e Smith (1908) : Plus tard, en 1908, la bactérie a été reclassée par Smith sous le nom de Bacterium
ssavastanoi

Révisions du 20°™ Siecle :

o Stevens(1913) : En 1913, Stevens a proposé une nouvelle classification, renommant la bactérie
Pseudomonas savastanoi

e Youngetal. (1978) : En 1978, la bactérie a été reclassée en tant que pathovar de Pseudomonas

syringae, connue sous le nom de Pseudomonas syringae pv savastanoi.
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e Gardan et al. (1992) : La classification la plus récente, établie par Gardan et ses collégues en
1992, a confirmé le nom de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, qui est actuellement utilisé
pour désigner I'agent causal de la tuberculose de l'olivier.

2.7 Caractéristiques de la Bactérie

» Morphologie et Structure :

Forme : Pseudomonas savastanoi pv savastanoi est une bactérie gram-négative, en forme de

batonnet.

Motilité : Elle est motile gréace a la présence de flagelles polaires.

» Pathogeénicité

Mécanisme d’Infection : La bactérie infecte principalement les tissus vasculaires de I'olivier,

provoquant la formation de tumeurs ou galles sur les branches, les troncs et parfois les feuilles et les

fruits.

Symptémes : Les galles apparaissent d'abord comme des excroissances vertes et molles, qui

deviennent brunes et dures avec le temps.

2.8 Classification de Pseudomonas savastanoi :

Le nom Pseudomonas savastanoi a été attribué pour la premiere fois par Stevens en 1913, mais la

bactérie a été incluse dans la liste des pathovars de 1’espece Pseudomonas savastanoi (Bergey, 2003;

Serdoune, 2013). Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des pseudomonadaceae (Young,

1996).

e Regne : Bactérie

e Division : Proteobacteria

e Classe : Gamma-proteobacteria

e Ordre : Pseudomonadales

e Genre : Pseudomonas

e Espece : Pseudomonas savastanoi

Figure 10: Une micrographie a contraste de phase d’une cellule Pseudomonas (Prescott, 2018)
Cette espéce a eté divisee en 5 pathovars
e Pseudomonas savastanoi PV Fraxini
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e Pseudomonas savastanoi PV Phaseolicola

e Pseudomonas savastanoi PV Nerii

e Pseudomonas savastanoi PV Glucinea

e Pseudomonas savastanoi PV savastanoi (Boulssen et Bouraoui, 2016).

2.9 Pouvoir pathogéne :

Dans les plaies fraiches d'oliviers, I'agent pathogéne colonise initialement les tissus autour 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 peut se regrouper.
Par conséquent, il peut envahir directement les vaisseaux du xyleme (Marchi et al, 2009 ;
Rodriguez-Moreno et al. 2009 ; Maldonado-Gonzalez et al. 2013).

Successivement, les facteurs de virulence bactérienne, principalement de I'acide indole-3-acétique
(AlA), les cytokines qui sont codés par le plasmide plAAl et 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) (Marchi et al. 2009 ; Rodriguez- Moreno et
al. 2008 ; Quesada et al, 2012 ; Buonaurio et al., 2015).

La stimulation des phytohormones est due a un plasmide qu'on I'appelle Ti (tumeurs, induisant) qui
est transféré dans les tissu végétaux et qui s'integre dans le génome de la cellule héte. Pour un nouvel
ADN formé, il déclenche une production autonome de phytohormones : I'acide indole-acétique (AlA)
qui joue un réle dans I'élargissement des cellules et la cytokinine qui favorise la division cellulaire
(Serdoun Bekri, 2013).

En plus des phytohormones, qui jouent un réle crucial, d'autres facteurs de virulence sont impliqués
dans le développement de la maladie.

L'interaction des bactéries du xyleme de la plante a travers les blessures qui se produisent dans I'arbre.
La bactérie adhére sur la surface des rameaux ou les troncs de I'arbre grace aux exo-polysaccharide.

2.10 Le cycle de développement de la bactérie au sein de ’olivier

Le développement et la multiplication de Pseudomonas savastanoi nécessitent une plante hote, en
I'occurrence I'olivier. La bactérie prolifére au sein du végétal, au niveau des chancres mais sa survie
reste limitée dans le sol. Elle (Psv) est toutefois capable de se maintenir a la surface de I'écorce et des
feuilles, notamment durant les périodes plus humides.

Les contaminations ont lieu de I'automne a la fin de printemps, par I'action des pluies mais également
par l'intermédiaire des outils de taille et de récolte mécanique. Les périodes humides suivies de
chaleurs sont trés favorables aux contaminations. Pseudomonas savastanoi s'introduit dans le végétal
au travers des tissus non cicatrisés: les plaies causées par la gréle, le gel, les opérations de taille et de

récolte, ainsi que les points d'abscission des feuilles, des fleurs et des fruits sont autant de portes
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d'entrée pour la bactérie. Ainsi, les épisodes de gréle et de gel précédent bien souvent I'apparition ou
une recrudescence de la maladie dans le verger.

Le développement de Pseudomonas savastanoi au sein du végétal s'accompagne de la sécrétion
d'auxine bactérienne, entrainant une multiplication anarchique des cellules du bois. Cela conduit a la
formation d'un chancre. Cette excroissance présente a sa surface un exsudat riche en bactéries et
constitue une nouvelle source de contamination. Sous 1’action des pluies et du vent, les bactéries sont
ensuite disséminées au sein de I’arbre et du verger. En cas de vent violent, la bactérie peut étre
dispersée au sein d’aérosols sur plusieurs centaines de métres autour du foyer initial.

L’infection reste généralement localisée au niveau du point d’entrée de la bactérie. Dans des cas plus
séveres, la bactérie est véhiculée par la séve et I’infection se propage aux parties voisines. Les
branches se recouvrent alors d’un chapelet de galles (Centre Technique de I’Olivier (S. Le Verge),
2019)

2.11 Impact de la maladie :

Il se traduit sous divers aspects :

Perte des feuilles des brindilles du fait de I’étranglement mettant hors circuit I’alimentation des
feuilles en aval.

Desseéchement de bois par suite d’une photosynthése défaillante.

Reduction du méme de la taille des arbres.

Rédaction du rendement d’olive et sur la qualit¢ de son huile grace a des caractéristique
organoleptiques inférieures, telles qu’une odeur désagréable et un goit amer rance (Senhaji, 1999 ;
Lavermicocca et al. 2002).

2.12 La lutte contre la tuberculose de I’olivier :

Comme pour la plupart des maladies bactériennes, les méthodes prophylactiques restent 1’essentiel
de I’arsenal mis a disposition pour lutter contre 1’agent pathogéne. Les risques d’infestation des arbres
d’olivier par la tuberculose peuvent étre potentiellement réduits en veillant a :

2.13 Lutte Chimique contre la Tuberculose de I’Olivier

La lutte chimique contre la tuberculose de l’olivier, causée par Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi (Psv), reste une méthode courante malgré les préoccupations environnementales et la
résistance des pathogeénes. Voici un apergu des principaux aspects de cette approche.

» Utilisation de Composés de Cuivre

Les composés de cuivre, comme I’hydroxyde de cuivre, I’oxychlorure de cuivre et le sulfate de cuivre,
sont largement utilisés pour lutter contre les maladies bactériennes des plantes.

» Application

Les traitements a base de cuivre sont généralement appliqués sous forme de pulvérisation foliaire.
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Les applications sont souvent faites aprés la taille pour protéger les plaies et en période de risque

¢élevé d’infection (par exemple, aprés des pluies ou des blessures mécaniques).

Efficacité :

e Les composés de cuivre agissent en inhibant les enzymes bactériennes, ce qui empéche la
croissance et la multiplication des bactéries pathogenes.

o lls sont efficaces pour réduire la propagation de PSV et limiter la formation de tumeurs.

Risques et Inconvénients

e Risques Environnementaux :

Les composés de cuivre peuvent s’accumuler dans le sol et 1’eau, entrainant une toxicité pour les

micro-organismes bénéfiques, les plantes et les animaux aquatiques.

L’utilisation excessive de cuivre peut entrainer une pollution des sols et des eaux, affectant la

biodiversite locale.

o Résistance des Pathogénes :

Une exposition prolongée aux composés de cuivre peut entrainer le développement de souches

bactériennes résistantes, réduisant 1’efficacité des traitements.

e Impacts sur la Santé Humaine :

Une exposition répétée aux composés de cuivre peut poser des risques pour la santé des travailleurs

agricoles.

Autres Produits Chimiques Utilisés

e Antibiotiques :

Dans certains cas, des antibiotiques comme la streptomycine peuvent étre utilisés, bien que leur usage

soit strictement réglementé en raison des risques de résistance et des impacts environnementaux.

e Produits Chimiques Synthétiques :

D’autres produits chimiques, tels que les composés a base de quinoléine, peuvent étre utilisés, mais

ils sont souvent moins courants en raison de leur colit et de leurs effets potentiels sur I’environnement.

Pratiques Complémentaires

e Elagage et Gestion des Débris :

Elaguer les branches infectées et éliminer les débris végétaux peut réduire la charge bactérienne et

limiter la propagation de la maladie.

e Désinfection des Outils :

La désinfection réguliére des outils de taille avec des produits désinfectants appropriés (par exemple,

alcool isopropylique ou solutions d’hypochlorite) est essentielle pour prévenir la transmission de la

maladie.

e Rotation des Cultures :
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La rotation des cultures et la plantation de variétés résistantes peuvent aider a réduire I’incidence de
la maladie.

La lutte chimique contre la tuberculose de I’olivier repose principalement sur 1’utilisation de
composes de cuivre, qui sont efficaces mais présentent des risques environnementaux et de résistance
des pathogenes. L’intégration de pratiques complémentaires, telles que 1’élagage et la désinfection
des outils, est cruciale pour une gestion efficace et durable de la maladie. La recherche continue sur
des alternatives plus sires et durables, y compris les agents biologiques, est essentielle pour réduire
la dépendance aux traitements chimiques.

2.14 La lutte biologique :

Bactéries Antagonistes : Des bactéries antagonistes ont été isolées et étudiées pour leur efficacité
contre Pseudomonas savastanoi pv savastanoi (Psv) :

Pseudomonas syringae :

Produisant des Bactériocines :

Une souche appelée ciccaronei produit des bactériocines efficaces contre Psv (Lavermicocca et al.,
2002).

Pseudomonas putida :

Produit un Antibiotique contenant du Salicylate :

Isolé de la rhizosphere des plantes, ce Pseudomonas putida produit un antibiotique efficace contre
Psv (Rokni Zadeh et al., 2008).

Pseudomonas fluorescens :

Plusieurs souches isolées de la rhizosphere et des nceuds d’oliviers infectés montrent une activité
antagoniste contre Psv (Krid et al., 2010).

Bacillus subtilis :

Déja mentionné précédemment pour sa capacité a produire des substances antimicrobiennes comme
zwittermicine-A et kanosamine, réduisant la taille des nceuds sur les oliviers infectés (Krid et al.,
2010).

2.15 Avantages de la Lutte Biologique

Réduction des Risques Environnementaux :Les agents biologiques sont généralement plus
respectueux de I’environnement que les composés chimiques.

Diminution de la Résistance des Pathogénes :L'utilisation de multiples agents biologiques peut
réduire le risque de développement de résistance chez les pathogénes.

Compatibilité avec les Pratiques Agricoles Durables (Durabilité) :La lutte biologique s'inscrit
dans une approche plus durable et intégrée de la gestion des maladies des plantes. La gestion de la
tuberculose de I’olivier évolue vers des méthodes plus durables et respectueuses de 1’environnement,

telles que la lutte biologique. L utilisation de bactéries antagonistes comme Pseudomonas syringae,
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Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, et Bacillus subtilis montre un grand potentiel pour
remplacer ou compléter les applications traditionnelles de composés de cuivre, offrant une alternative
prometteuse pour le contréle efficace de cette maladie. La lutte biologique constitue une approche
prometteuse pour gérer la tuberculose de 1’olivier, causée par Pseudomonas savastanoi pv
savastanoi.

L'utilisation de Bacillus subtilis est particulierement efficace dans ce contexte.

2.16 Bacillus subtilis : Un Agent Biologique Prometteur

» Propriétés Antimicrobiennes :

Bacillus subtilis est une bactérie connue pour produire plusieurs substances antimicrobiennes,
notamment : Zwittermicine-A, Kanosamine, et diverses lipoprotéines antimicrobiennes

> Mode d’Action :
Ces substances antimicrobiennes inhibent la croissance de Pseudomonas savastanoi et réduisent

I'infection de I'olivier.

Il a été démontré qu'une protéine spécifique produite par Bacillus subtilis peut réduire la taille des
nceuds (tumeurs) causés par Pseudomonas savastanoi sur les oliviers(Krid et al., 2010)

Les chercheurs ont montré que l'application de Bacillus subtilis sur les oliviers infectés peut
considérablement réduire la formation et la taille des tumeurs.

Cette étude met en lumiére le potentiel de Bacillus subtilis comme agent de biocontréle dans la lutte
contre la tuberculose de 1’olivier.

«+ Avantages de la Lutte Biologique en utilisant B. subtilis
Efficacité :Les substances produites par Bacillus subtilis sont trés efficaces pour inhiber

Pseudomonas savastanoi.

Sécurité Environnementale :Contrairement aux pesticides chimiques, les agents biologiques
comme Bacillus subtilis sont généralement sans danger pour I'environnement et les organismes non
cibles.

Durabilité :L'utilisation d'agents de biocontrdle contribue a une agriculture durable en réduisant la
dépendance aux produits chimiques.

L'application de Bacillus subtilis offre une méthode efficace et écologique pour lutter contre la
tuberculose de l'olivier. En produisant des substances antimicrobiennes puissantes, Bacillus subtilis
peut inhiber la croissance de Pseudomonas savastanoi et réduire la formation de tumeurs sur les
oliviers. Cette approche de lutte biologique représente une alternative prometteuse aux traitements
chimiques traditionnels.

2.17 La lutte culturale

Lutte Culturale contre la Tuberculose de I’Olivier
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La lutte culturale implique I'application de pratiques agricoles visant a prévenir et a réduire lI'incidence

des maladies sans recourir aux produits chimiques. Ces méthodes sont essentielles pour gérer la

tuberculose de I’olivier de maniére durable et respectueuse de 1I’environnement.

Pratiques de Lutte Culturale

1. Sélection de Variétés Résistantes :

o Planter des variétés d’oliviers qui montrent une résistance naturelle & Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi peut réduire lI'incidence de la maladie.

e Les programmes de sélection végétale continuent de développer et d’identifier des variétés plus
résistantes.

2. Taille et Elagage :

Pratiquer une taille réguliere pour enlever les branches et les tiges infectées.

Eliminer les tissus malades pour réduire la charge bactérienne et prévenir la propagation.
« Eviter les tailles pendant les périodes humides pour réduire le risque d’infection par les blessures.

3. Désinfection des Outils :

Nettoyer et désinfecter les outils de taille entre chaque utilisation avec des désinfectants
appropriés (alcool isopropylique, solution d'hypochlorite de sodium) pour éviter la transmission
de la bactérie d’un arbre a I’autre.

4. Gestion des Débris Végétaux :

Ramasser et éliminer les débris végétaux et les feuilles tombées qui peuvent abriter la bactérie.

Brller ou compostage approprié des débris infectés pour éviter la propagation de la maladie.

5. Controle des Blessures :

« Eviter les blessures mécaniques aux arbres causées par les équipements agricoles, le vent ou les
animaux.

o Utiliser des pratiques culturales qui minimisent les blessures, car les plaies sont des portes d'entrée
pour l'infection bactérienne.

6. Amélioration des Conditions de Croissance :

« Maintenir une bonne nutrition et un bon état sanitaire des arbres pour augmenter leur résistance
aux infections.

e Assurer une irrigation appropriée pour éviter le stress hydrique, qui peut rendre les arbres plus
susceptibles aux maladies.

7. Rotation et Espacement :

« Eviter de replanter des oliviers dans des zones précédemment infectées.

Planter les oliviers a des espacements appropriés pour permettre une bonne circulation de I’air et
réduire I'numidité, ce qui peut limiter la propagation des pathogénes.

8. Surveillance et Détection Précoce :
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« Effectuer une surveillance réguliére des oliveraies pour détecter les premiers signes de la maladie.

o En cas de détection, appliquer rapidement des mesures de contrdle pour limiter la propagation.
Avantages de la Lutte Culturale

o Durabilité : Les méthodes culturales sont durables et respectueuses de I'environnement, réduisant
la dépendance aux produits chimiques.

o Réduction des Risques : Diminue les risques environnementaux et de développement de
résistance des pathogeénes.

o Efficacité & Long Terme : Les pratiques culturales renforcent la santé globale des arbres, les
rendant plus résistants aux maladies.

La lutte culturale contre la tuberculose de 1’olivier est une composante essentielle de la gestion

intégrée des maladies. En mettant en ceuvre des pratiques agricoles judicieuses et durables, il est

possible de réduire I'incidence de la maladie et de maintenir des oliveraies saines. Les producteurs

doivent combiner ces méthodes avec d'autres approches, telles que la lutte biologique et, si nécessaire,

des interventions chimiques raisonnées, pour une gestion efficace et globale de la tuberculose de

I’olivier.
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Chapitre 2
Matériels et Méethodes



3 Matériels et Méthodes

3.1 Objectif

Ce travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie (Hall de technologie) de I'université de Skikda,
avec pour objectif I'identification et la caractérisation de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,

I'agent causal de la tuberculose de I'olivier.

Lieu et période du stage. Dans le cadre de la préparation de ce mémoire, nous effectuées un stage
pratique au niveau de laboratoire pédagogique de microbiologie de Hall technologique.

Matériel du laboratoire : Les différents verreries et appareillages utilisés dans notre travail sont
mentionnés dans I'annexe A.

Produits utilisés : Les produits et les milieux de culture utilisés dans notre travail sont mentionnés
dans lI'annexe A.

3.2 Echantillonnage :

L'échantillonnage a été effectué en février 2024 lors d'une sortie organisée vers le verger de M.
Berdoudi Ahmed, situé a Ould Messaoud, commune de Zerdaza, dans la wilaya de Skikda, en Algérie.
Deux échantillons ont été préleves a partir de deux oliviers infectés, comprenant de jeunes rameaux
et brindilles présentant des signes de la maladie sur une certaine distance, désignés comme
Echantillon A et Echantillon B. Les branches contenant des tumeurs ont été coupées aseptiquement,
transportées et conservées au laboratoire de microbiologie de l'université de Skikda, ou l'agent
pathogene présumé a été analysé.

3.3 Isolation :

Les surfaces des échantillons ont été désinfectées a I'aide d'éthanol & 90 %. L'ensemencement sur les
milieux King A et King B a été réalisé selon deux technigues.

Premiére technique (méthode directe) :

Les tumeurs ont été coupées et désinfectées a I’aide d’un papier filtre stérile imbibé d'éthanol a 90 %,
puis découpées en deux. A I’aide d’une pince stérile, la moitié de la tumeur (galle) a été étalée
directement sur les milieux KA et KB préalablement coulés dans des boites de Pétri (figure 11). Les

boites ont ensuite été incubées a 30 °C pendant 3 jours.

Figure 11: Etalement directe sur le milieu King A et King B(prise personnelle )

Deuxiéme technique (méthode indirecte) :

23



Le tissu interne des tumeurs a été découpé et écrasé, puis placé dans des tubes Eppendorf stériles
contenant 1 ml d’ecau distillée stérile pour obtenir un macérat. Aprés 20 minutes a température
ambiante, une goutte de la suspension a été prélevée a 1’aide de I’anse de platine stérile (écouvillons),
puis ensemencée sur les milieux KA et KB par étalement en stries (figure 12). Les boites ont ensuite
été incubées a 30 °C pendant 3 jours.

Figure 12: Etalement indirecte sur le milieu KA et KB (prise personnelle )

Apres 3 jours, des colonies poussées sur le milieu KA et KB de 1’échantillon B ont ét¢ identifiées en
fonction de leurs caractéristiques macroscopiques telles que la taille, la couleur, la consistance.
Plusieurs souches (16 souches) présentant des caractéristiques distinctes ont été identifiées et
désignées par des chiffres alphabétiques (A1-All et B1-B5).

Le repiquage de chaque souche (16 repiquages) sur le milieu KB et gélose nutritive (GN) a éte réalisé
en utilisant la technique d'étalement en stries ou la technique de cadrans afin d'obtenir des souches

pures.

Figure 13: Conservation dans les tubes a essai inclinés. (Prise personnelle )
3.4 Observation macroscopique :
C’est le premier examen réalisé aprés 1’isolement. C’est I’étude de 1’aspect des colonies qui exige
I’observation a I’ceil nu. Il y a beaucoup de critéres séparant les colonies : de forme, de taille, de
couleur, etc. La technique est faite dans une zone d’asepsie :
3.5 Observation microscopique :
Coloration de gram
C’est une coloration différentielle qui nous permet de connaitre la forme, mode de regroupement, la

pureté et la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées (Boussena 2019). La procédure
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(annexe B) a été effectuée sur tous les isolats (souches) jeunes afin de reconnaitre leurs

caractéristiques microscopiques. L’observation a été réalisée au microscope a 1’objective X100.

Figure 14: Méthode de La coloration de gram. (Prise personnelle )

Tests biochimiques :

3.6 Test de catalase :

Le test catalase s’effectue sur les bactéries Gram positives, il sert a déterminer si la bactérie posseéde
I’enzyme catalase servant a transformer I’eau oxygénée en eau et en oxygene par contact de la culture

avec une solution d’eau oxygénée.

Figure 15: Test de catalase (Prise personnelle )

La technique (Annexe)

3.7 Test de coagulase :

Le test de coagulase est un test utilisé pour différencier les souches de Staphylococcus aureus des
autres staphylocoques, car S. aureus est souvent coagulase positif tandis que les autres staphylocoques
sont coagulase négatifs. La technique (Annexe)

Si la souche bactérienne est coagulase positif (comme S. aureus), le plasma coagulera et formera un
caillot visible sur la lame. En revanche, si la souche est coagulase négatif, aucun caillot ne se formera.
(Sue, 2016).

Figure 16: Test de coagulase (Prise personnelle )
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3.8 Test d’oxydase :

Appelé aussi phényléne-diamine oxydase est une enzyme intervenant dans divers couples d’oxydo—
réduction . Ce test est a la base de I’identification des bactéries Gram ( - ). Le test oxydase est utilisée
pour déterminer la présence d’une enzyme appelée cytochrome C oxydase dans certaines bactéries.
Cette enzyme est impliquée dans la chaine respiratoire des bactéries et est essentielle pour la
production d’énergie.

Le Protocol comprend ;

Placer un disque d’oxydase sur une lame propre et stérile,

Prélévement d’une colonie bactérienne fraiche a I’aide d’une boucle bactériologique (anse) et déposée
sur un disque d’oxydase mouillé ( Figure 17).

L’apparition d’une couleur violette au bout de 30 secondes, 1I’indophénol suite a I’oxydation du réactif
phenylenediamine signifie le résultat positif. L’absence de couleur violette, signifie 1’absence

d’oxydation et donc le résultat négatif.(Camille, 2014).

Figure 17: Test d’oxydase. (Prise personnelle )

3.9 Testsur gélose Mac Conkey:

La gélose Mac Conkey est un milieu de culture utilisé en microbiologie pour la différentiation des
bactéries Gram-négatives et mettre en évidence la fermentation du lactose. Ce milieu contient des
cristaux de pourpre de bromocrésol qui réagissent a ’acidité produite par certaines bactéries,
permettant ainsi de distinguer les bactéries fermentaires des bactéries non-fermentaire du lactose.
Pour effectuer un test sur gélose Mac Conkey, une colonie bactérienne jeune est ensemencée sur la
gélose Mac Conkey (figure 18) et puis incubée a la température de 37°C pendant 18 a 24 heures.
L’apparition de colonies rouges entourées d’un halo opaque avec virage du milieu vers le rouge du
fait de son acidification, signifie qu’il y a eu une précipitation des sels biliaires et que la bactérie
fermente le lactose (Lactose +). Dans le cas ou il y a apparition des colonies jaunes ou incolores cela
signifie que la bactérie ne fermente pas le lactose (Lactose -) (Benjamin,2022).
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Figure 18: Test sur gélose Mac Conkey (Prise personnelle )

3.10 Activiteé péctinolytique

Ce test a pour but d’identifier une bactérie capable de dégrader la pectine, un polysaccaride
composant de la lamelle moyenne de la paroi cellulaire végétale (Kumar Patidar et al. 2018).

Les tranches de pomme de terre stérilisées (a 1’éthanol 70%) et rincées a I’eau distillée ont été
déposées dans boite de pétries contenant du papier filtre préalablement mouillé. Les colonies isolées
(chaque souche) ont été prélevées et inoculées au centre de chaque quadrant d’une tranche.
L’incubation a 28°C pendant Cing (5) jours. Une tache foncée (nécrose) sur ou autour du point
d’inoculation signifie un test positif pour I’activité péctinolytique de la bactérie

3.11 Test d’Hypersensibilité sur Feuille de Tabac

» Objectif

L'objectif de ce test est de vérifier le pouvoir pathogene des souches bactériennes sur la plante de
tabac.

» Méthode

Jeunes plants de tabac (Nicotiana tabacum), agés de quelques mois, provenant d'une pépiniére
(Tamalous).

Cultures bactériennes fraichement cultivées.

Tampon phosphate ou eau distillée stérile pour préparer les suspensions bactériennes.

Seringues stériles pour infiltrer les suspensions bactériennes dans les feuilles.

Bac a glagons ou chambre d'’humidité pour maintenir les feuilles dans des conditions d’humidité
élevée apres infiltration.

» Préparation de la Culture Bactérienne :

Cultiver les bactéries a tester sur un milieu approprié (par exemple, gélose nutritive) a 28°C pendant
24 & 48 heures.

Préparer une suspension bactérienne dans un tampon phosphate stérile ou de I'eau distillée stérile
pour obtenir une concentration d'environ 108 UFC/ml (Unité Formant Colonie par millilitre).

» Préparation des Feuilles de Tabac :

Sélectionner des feuilles de tabac saines et matures.

Laver les feuilles a 1’eau stérile pour éliminer toute contamination de surface.

> Inoculation des Feuilles :
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Remplir une seringue stérile avec la suspension bactérienne préparée.

Injecter 1 ml de la suspension entre 1’épiderme et les tissus parenchymateux des jeunes feuilles de
tabac.

Marquer les zones infiltrées pour une identification facile.

Témoins Négatifs :

Injecter la méme quantité d'eau distillée stérile dans des feuilles similaires pour servir de témoins
négatifs.

Incubation :

Laisser les plants de tabac dans des conditions normales de laboratoire (température ambiante,
humidite) pendant une période de 10 jours.

Observer régulierement les signes de changement a la surface des feuilles.

Observation des Résultats :

Examiner les zones infiltrées pour des signes de nécrose.

Noter les résultats positifs et négatifs en fonction des observations.

Interprétation des Résultats

» Réaction Hypersensible (HR) Positive :

Présence de nécrose sur ou autour du point d’inoculation.

Indique que la bactérie testée est capable d'induire une réaction de défense hypersensible, suggérant
un pouvoir pathogéne.

» Réaction Hypersensible (HR) Négative :

Absence de réaction ou de nécrose au point d’inoculation.

Indique que la bactérie testée n'est pas percue comme une menace par la plante, suggérant une absence
de pathogénicité ou une incapacité a induire une HR.

Le test d’hypersensibilité sur feuille de tabac est une méthode efficace pour évaluer le pouvoir
pathogene des bactéries sur les plantes. La présence de nécrose au site d'inoculation est un indicateur
clair de la capacité pathogene des souches bactériennes testées, tandis que l'absence de réaction
indigue une absence de pathogénicité.

3.12 Galerie Api

Les galeries d’identification API (Analytical profile Index) sont des tests biochimiques pour
I’identification des bactéries et des levures (Biomérieux 2018). Elles sont composées d’une série de
cupules (tubes miniaturisées et standardisées) permettent la réalisation des tests biochimiques facile
et rapides.

Il existe plusieurs types de galeries, mais le choix de la galerie & ensemencer dépend des résultats de

I’é¢tude des caracteres morphologiques, culturaux et biochimiques qui ont été étudiés précédemment
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(oxydase, catalase...), et qui sont indispensables pour I’interprétation de la galerie Api (Boussena
2019).

Dans notre étude, nous avons utiliseé la galerie API 20E (un systéeme standardisé pour l'identification
des Enterobacteriacea et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux). Elle comporte 20 micro-tubes
contenant des substrats déshydratés.

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés
ou révelés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture
et l'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification. La
procédure d’ensemencement et la lecture de la galerie API sont présentées dans I’annexe

3.13 Test de Levane

Le test de Levane est congu pour détecter la production de levane par les bactéries. La levane est un
polysaccharide fructosylé, produit par certaines bactéries via la fermentation des sucres,
principalement le saccharose. Ce test permet d'identifier les bactéries capables de synthétiser ce
polysaccharide, souvent associé a la virulence de certaines bactéries phytopathogénes

» Méthodes

Milieu de culture spécifique : milieu agar-saccharose (milieu levane solide).

Preparation du Milieu de Culture :

Préparer un milieu agar-saccharose en dissolvant du saccharose dans un milieu agar approprié.
Stériliser le milieu par autoclave.

Verser le milieu stérile dans des boites de Pétri et laisser solidifier.

Inoculation des Cultures Bactériennes :

Utiliser une anse stérile pour prélever une petite quantité de culture bactérienne.

Réaliser de nombreuses stries sur la surface du milieu agar-saccharose dans les boites de Pétri.
Incuber les boites de Pétri a 30°C pendant 3 a 5 jours.

Observation des Résultats :

Examiner les colonies bactériennes sur les boites de Pétri.

Observer la formation de colonies blanches, convexes, avec un aspect crémeux, qui indiquent la
production de levane.

Interprétation des Résultats

» Resultat Positif :

Présence de colonies blanches, convexes et crémeuses.

Indique que la bactérie possede une enzyme lévane-sucrase, capable de transformer le fructose en
poly-fructose (Iévane).

» Résultat Négatif :

Absence de colonies avec les caractéristiques mentionnées.
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Indique que la bactérie ne posséde pas la Iévane-sucrase et ne produit pas de lévane.

Le test de Levane est une méthode efficace pour déterminer la capacité des bactéries a utiliser le
saccharose et a produire de la Iévane. La production de Iévane, identifiée par la présence de colonies
blanches, convexes et crémeuses, indique l'activité de I'enzyme lévane-sucrase.

3.14 Test de MEVAG (Milieu d’étude de la voie d’attaque des glucides ) :

Le test MEVAG vise a distinguer les bactéries fermentaires des bactéries oxydatives ou indifférentes
en utilisant le glucose comme substrat permet de caractériser des bactéries fermentaires
(entérobacteéries) de celles oxydatives ou indifférentes.

Ce test permet de caractériser les capacités métaboliques des bactéries en conditions aérobies et
anaérobies.

Chague isolat bactérien a été ensemencé dans deux tubes contenant le milieu MEVAG

Apres I’ensemencement par piqure centrale, un des deux tubes est recouvert d’huile de vaseline en
condition d’anaérobiose. Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 3 & 5 jours. Le métabolisme
fermentaire favorisé par I’anaérobiose génere de nombreux produits. Acides que 1’on pourra détecter
par le changement de virage de pH qui est de rouge de phénol a jaune. Le métabolisme oxydatif ne
génere que de faibles quantités d’acides et uniquement dans de bonnes conditions d’oxygénation et
le changement de virage a jaune n’est que superficiel dans le tube (acidification uniquement en

aérobiose) et correspondant qu’au courant d’acidification.(Haque, M. A. (2022)

Figure 19: Technique du test de MEVAG(prise personnelle )

3.15 Test de Fluorescence et Identification des Souches de Pseudomonas

Le test de fluorescence est un moyen important pour identifier les bactéries du genre Pseudomonas,

en particulier les espéces fluorescentes qui produisent des pigments comme la pyoverdine. Ces

bactéries sont souvent phytopathogenes et peuvent étre distinguées par leur capacité a produire une

fluorescence bleue-verte sous lumiére UV.

Procédure du Test de Fluorescence

e Préparation du Milieu : Utilisation du milieu King B, un milieu spécifique pour la détection de
la fluorescence.

¢ Inoculation des Souches : Les souches bactériennes sont cultivées sur le milieu King B.

e Incubation : Les plaques sont incubées a une température appropriée (généralement 28-30°C)
pendant 24 a 48 heures.

30



e Observation sous Lumiére UV : Les plaques sont examinées sous une lampe UV a 360 nm pour
détecter la fluorescence bleue-verte.

Interprétation des Résultats

Fluorescence Positive

Les souches montrent une fluorescence bleue-verte sous lumiére UV, indiquant la production de

pyoverdine.

Interprétation : Ces souches appartiennent probablement au genre Pseudomonas et sont souvent

phytopathogeénes.
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4 lIsolation des Souches Bactériennes
Aprés une incubation de 5 jours a 30°C, I'échantillon A a produit des colonies isolées de différentes
formes, tailles et couleurs, En revanche, I'échantillon B a été envahi par des moisissures, indiquant

une contamination. En conséquence, cet échantillon a été exclu des analyses ultérieures.

Figure 20: Echantillon A (prise personnelle ) Figure 21: Echantillon B (prise personnelle )
La présence de moisissures dans I'échantillon B indique une contamination fongique. Cela peut étre
dd a une manipulation non stérile, a un équipement contaminé, ou a des conditions de stockage
inadéquates. La contamination rend I'échantillon B inapproprié pour I'analyse bactériologique car la
croissance des moisissures peut inhiber ou masquer la présence de bactéries.

4.1 Purification des Souches Bactériennes

Aprés une incubation de 24 heures a 30°C, les souches bactériennes ont été purifiées a partir des
isolats de gélose nutritive (GN) et de King B (KB).

Apres une incubation de 24 h dans I’étuve a 30 °C, on a obtenu 13 souches pures pour les isolats de
Gélose nutritive , ils sont codés par GP et 16 souches pures pour les isolats de King B, sont codés par
KBP.

Figure 23: Résultat de purification sur KB(KBP) (prise personnelle )
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4.2 Conservation :

Les tubes conserves au réfrigérateur a (- 4°) sont donnent les résultats suivants :

Figure 24: Resultats de conservation sur KB

(prise personnelle )

2\

L A

Figure 25: Résultats de conservation sur GN

(prise personnelle )
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4.3 Observation macroscopique :
Tableau 2: Résultat macroscopique des 16 isolats.

Souche Couleur Aspect Elévation Forme
Al |J Crémeux Convexe Circulaire
A2 |J Crémeux Convexe Circulaire
A3 |] Crémeux Convexe Circulaire
A4 | Crémeux Convexe Ovale
A5 | B Crémeux Convexe Circulaire
A6 |JC Crémeux Plate Circulaire
A7 |J Crémeux Bombée Circulaire
A8 |] Crémeux Bombée Irrégulier
A9 |] Crémeux Bombée Circulaire
Al0| B Crémeux Convexe Circulaire
All |J Crémeux Bombée Irrégulier
Bl |IC Crémeux Convexe Circulaire
B2 |IC Crémeux Plate Circulaire
B3 | BC Crémeux Plate Irrégulier
B4 | BC Crémeux Plate Circulaire
B5 |IC Crémeux Convexe Circulaire

(B : Blanche, B.C : Blanc creme, J : Jaune, J.C : Jaune clair)
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4.4  Observation microscopique

Tableau 3: Résultat microscopique des isolats des Cocci a gram —

Souche
Gram Aspect des cellules Observation microscopique
A3 _ Cocci
A6 - Cocci T
A7 _ Cocci ‘
B1 _ Cocci
B4 _ Cocci
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Tableau 4: Observation microscopique des souches Cocci a gram (+).

Souche Gram Aspect des cellules Observation microscopique
Al + Cocci
4
A2 + Cocci g 3 s
"
AS + Cocci 1 PR (g |
o
, PR
v ~ « ‘0_ Z ‘:
2 L :"a :
A9 + Cocci
Al10 + Cocci
BS + Cocci
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Tableau 5: Observation microscopique des bacilles

Souche Gram Aspect des cellules Observation microscopique
Al - Bacilles
A8 - Bacilles
All - Bacilles
B2 Bacilles
B3 + Bacilles

Parmi les 16 souches, 11 isolats (68,75%) étaient de forme Cocci, dont cing (5) souches sont Gram —

(Tableau 3) et six (6) souches, Gram + (Tableau 4). Cing (5) souches (31,25%) présentaient de forme

bacillaire, composées de quatre (4) souches a Gram — et la souche B3 contenant des coccobacilles a

Gram + (Tableau 5).
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45 Test Levane :
Au bout de 3 jours une poussée de colonies blanchatres et convexes avec un aspect crémeuse des
souches Al, A4, A6, A8, A10, All, B1, B3, indique la polymérisation du fructose en poly-fructose

par ces souches et donc, elles sont positives pour (possédent) 1’enzyme levane-sucrase.

Figure 26: Résultat du test Levane des souches (prise personnelle )

4.6 Testde MEVAG:

Absence de Changement de Couleur dans les Deux Cas (Oxydatif et Fermentatif) Cette observation
indigue qu'aucune acidification du milieu n'a eu lieu, ce qui signifie que les souches testées n'ont pas
métabolisé les glucides par des voies oxydatives ou fermentatives pour produire de I'acide

Les résultats négatifs au test de MEVAG peuvent aider a exclure certaines espéces de micro-
organismes qui sont connues pour acidifier les glucides. Cela peut affiner I'identification des souches

testées.

Figure 27: Résultat de test MEVAG (prise personnelle )

4.7 Test catalase :

Les souches A1, A2, A5, A9, A10, B5 (Cocci a Gram positif ) sont de catalase positive donc sont des
staphylocoques (Tableau 6). Pour confirmer I’espéce de ces staphylococcus, on fait recours au test de

coagulase.
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Tableau 6: Résultats du test catalase

Les Catalase | Résultats Les Catalase | Résultats
souches Souches
(Cocci+) )
(Cocci+)
Al + A9 +
A2 + Al10 +
A5 + B5 +

Cocci + : Cocci a gram positif ; + : résultat (catalase) positif

4.8 Test coagulase :

Résultats Observés

: Cocci Gram positif.

Souches Coagulase Positives

Al, A2, A5, A10 : Ces souches montrent la formation d'un caillot dans le plasma, confirmant qu'elles
sont Staphylococcus aureus.

Souches Coagulase Négatives

A9, B5 : Ces souches ne montrent pas de formation de caillot, confirmant qu'elles sont des

staphylocoques a coagulase négative.
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Tableau 7: Tableau représentant le résultat de test de coagulase

Les Coagulase | Résultats Les Coagulase | Résultats
souches Souches
Al + A9 -
A2 + A10 +
A5 + B5 -
Cocci + : Cocci a gram positif , +:positif |, -:négatif
4.9 Test d’oxydase :
Tableau 8: Tableau représentant le résultat du test oxydase
Les souches (Bacilles-) @ A4 A8 All B2
Oxydase + + + +
Résultats m N - .' I
Bacilles - : bacilles a Gram négatif ~, +:positif , -:négatif

Résultats Observés
Bacilles Gram négatif.

Souches Oxydase Positives

A4, A8, All, B2 : L'apparition d'une tache rose-violette apres 30 secondes indique une activité

oxydase positive, ce qui suggeére que ces souches appartiennent au genre Pseudomonas.

Souches Oxydase Négatives : L'absence de tache rose-violette indique une activité oxydase

négative, ce qui suggere que cette souche appartient au genre Enterobacteriacea.

Caractéristiques : Bacilles Gram négatif.
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4.10. Test sur gélose Mac Conkey

-
.
- s s

Figure 28: Observation (résultat) du test Mac Conkey (prise personnelle )
Tableau 9: Tableau de résultats du test de Mac Conkey.

Les souches (bactéries -) | Lactose Couleur des colonies
A3 + | Rouges
Ad - Incolores
A6 - | Jaunes
A7 - | Incolores
A8 - | Incolores
All - | Incolores
B1 + | Rouges
B4 - Incolores
Bactéries - : des bactéries a Gram négatif. , +:positif , -:négatif

Resultats Observés

e Colonies Rouges (Fermentent le Lactose)

Souches A3, Bl :Ces souches produisent de l'acide a partir du lactose, ce qui provoque un
changement de couleur des colonies en rouge.

e Colonies Jaunes/Incolores (Ne Fermentent pas le Lactose)

Souches A4, A6, A7, A8, All, B4 : Ces souches ne produisent pas d'acide a partir du lactose, donc
les colonies restent jaunes ou incolores. Bacilles a Gram négatif qui ne fermentent pas le lactose.
4.11 Activité péctinolytique

» Preésence de Pectinase

Taches Foncées/Nécrose : Indique que les bactéries produisent de la péctinase, ce qui entraine la
dégradation de la pectine dans la pomme de terre, causant des taches foncées ou de la nécrose.
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Souches Positives : A4, A8, All et B2

Ces souches montrent la présence de péctinase, indiquée par la nécrose autour du point d'inoculation.
» Absence de Péctinase

Absence de Taches Foncées/Nécrose : Indique que les bactéries ne produisent pas de péctinase et
ne causent donc pas de dégradation notable de la pectine dans la pomme de terre.

Souches Négatives : Toutes les autres souches testées (comme indiqué dans le Tableau 10).

Les bacteries produisant de la péctinase sont souvent des pathogenes vegétaux capables de causer des
pourritures et des maladies des plantes. La présence de péctinase est une caractéristique de pathogénes

comme

Figure 29: Le résultat de test de I’activité péctinolytique ; aprés 3jours (a gauche), apres 5 jours (a
droite) (prise personnelle )

4.12 Hypersensibilité de feuille de tabac

Pour déterminer le pouvoir phytopathogéne de ces souches, le test d’hypersensibilité au tabac a abouti
a des résultats dans le Tableau 10.

4.13 Test de fluorescence

\ ﬂ\‘ f

Figure 30: Résultat de test de fluorescence. Résultat positif pour la souche B1 (a gauche). Résultat

négatif pour la souche A7 (prise personnelle )

Interprétation des Résultats
» Fluorescence Positive

Observation : Les souches montrent une fluorescence bleue-verte sous lumiére UV, indiquant la
production de pyoverdine.( un pigment fluorescent bleu-vert)

Ces souches appartiennent au genre Pseudomonas et sont souvent phytopathogénes.

» Résultats Observes

Souches Fluorescentes : A4, A8, All, B2, A2, A3, A6, B1, B4
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Ces souches sont capables de synthétiser des pigments fluorescents dans des conditions de culture
carencée en fer, ce qui est une caractéristique des Pseudomonas fluorescents.

4.14 Résumé des Reésultats des Tests Biochimiques (LOPAT), Fluorescence et Pathogénicité
Pour fournir un résumé complet, il est utile de compiler les résultats dans un Tableau, intégrant les
tests biochimiques (LOPAT), la fluorescence et le test de pathogénicité.

Ces résultats permettent de caracteriser et identifier les souches bactériennes, en déterminant leurs
propriétés biochimiques et leur potentiel pathogene. En particulier :

Identification des Pathogénes : Les résultats des tests d'oxydase, de levane, et de péctinase sont
utiles pour identifier les pathogenes et leur capacité a causer des maladies.

Gestion des Maladies : La connaissance des souches positives pour la péctinase et la catalase peut
aider a élaborer des stratégies de gestion des infections dans les cultures.

Tableau 10: Résumé des résultats des tests biochimiques (LOPAT), fluorescence et test de
pathogénicité

Tests Ad A8 All B2

Coloration de Gram - - - .

Levane + + " -
Oxydase + n + N
Pectinase + " + N
ADH _ - - -
Hypersensibilité du + + T 4
tabac

Catalase - n + N
MEVAG 3 3 - NA

- . résultat négatif ; + : résultat positif ; NA : pas de résultat
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Tableau 11: Résumé des Résultats

Souche | Gram | Coagulase | Fermentation | Pectinase | Fluorescence | Pathogénicité
du Lactose
Al + + Rouge - - -
(Fermente)
A2 + + - - + -
A3 - - Rouge + + +
(Fermente)
Ad - - Jaune/Incolore - + -
(Non
Fermente)
A5 + + - - - -
A6 - - Jaune/Incolore - + -
(Non
Fermente)
A7 - - Jaune/Incolore - - -
(Non
Fermente)
A8 - + Jaune/Incolore - - -
(Non
Fermente)
A9 + - - + - +
Al10 + + - - - -
All - - Jaune/Incolore - + -
(Non
Fermente)
Bl - + Rouge - + -
(Fermente)
B2 + - - + - +
B3 - - - + - +
B4 - - Jaune/Incolore - + -
(Non
Fermente)
B5 + - - - - -
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4.15 Galerie API

Apres incubation (24h) a 37°C, la révelation des réactions (virage de couleur) et toutes autres tests
nécessitant I’addition de réactif ont été réalisés (figure 31). L’ajout de 1 goutte de réactif TDA, réactif

de KOVACS (IND), et VP1 et VP2 pour la galerie APl 20E (figure 32).

Figure 31: L’ ajout des réactifs aprés 1’incubation a 37°C (prise personnelle )

Figure 32: Les réactifs de la galerie API 20E. Réactif de KOVACS, réactif de VOGUES
PROSKAUER 1 & 2 (prise personnelle)

La détermination de profil ainsi que 1’identification ont été réalisé a partir de la base de données
(1A_galerie.swf, 2009) contenant du catalogue analytique pour 1’identification microbienne (figure
35)

Identification des souches bactériennes

A4: Pseudomonas savastanoi

Al1: Pseudomonas fluorescens

B2: Pseudomonas syringae

A8: Bukholderia cepacia (anciennement appelé Pseudomonas cepacia )

Discussions

La présence des colonies crémeuses au jaune d’ceuf, un caractere typique de Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi (Psv) observé, supporte les études précédentes par (Surico and Marchi 2003).
Certaines souches sont fluorescentes et d’autres non-fluorescentes deviennent plus fréquentes comme
un mécanisme d’adaptation aux conditions environnementales.

Le résultat du test LOPAT des souches A4 (Tableau 10) présente un caractere typique de Psv sauf

pour la polymérisation du fructose (Levane). (Hassouna et al. 2022) dans la Kabylie (Bouira, Tizi-
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Ouzou, Bejaia) ont trouvé des souches de Psv levane négative, mais sont catalase positive et induisent
I’hypersensibilité au tabac. Le Psv se différencie des autres Pseudomonas comme levane négative,
cependant, (Marchi et al. 2005) ont documenté la propagation de souches levane positive de Psv a
partir des noeuds d'olive a Florence, en Italie.

L’activité péctinolytique est indispensable dans la colonisation de l’olivier. L'agent pathogene
colonise d'abord les tissus autour du point d'infection et se propage par les enzymes péctinolytique et
hémicellulolytiques, perturbant I'intégrité des cellules hétes et produisant des cavités qui sont ensuite
remplies par la bactérie. Alternativement, il peut envahir directement les vaisseaux du xyléme
(Buonaurio et al. 2015).

Les souches A4 et B2 n’induisent pas de nécrose sur les feuilles de tabac, alors que d’apres le test de
fluorescence, elles sont phytopathogénes.

L’inoculation de la plante de carotte, citron, pois et pomme avec le Psv (A Al-obaidy 2023) a révéle
que la bactérie a la capacité d’infecter la plante de carotte mais n’a aucun effet sur le citron, les pois
et les pommes. Le Psv isolé et maintenu dans les mémes conditions environnementales de chaleur et
d’humidité n'a montré de symptémes qu'au 9e jour de l'inoculation. Les premiers signes d'infection
du plant de carotte sont apparus au 13e jour (A Al-obaidy 2023)

En Algérie, des plants d'oliviers certifiés (O. europea) agés d'un an de I'INPV d'Alger ont été inoculés
artificiellement avec la suspension bactérienne contenant le Psv. La formation des nceuds/galles a été
observée aprés une période de 4-5 semaines (Hassouna et al. 2022). Il en a montré des mémes
résultats pour des types sauvages (Surico, lacobellis, and Sisto 1985)

Une étude sur la galerie APl a révélé la présence de plusieurs souches/espéces (Pseudomonas
fluorescens, Burkholderia cepacia, Pseudomonas syringae, Pseudomonas savastanoi) dans les
galles. Ceci implique que l'association entre différentes especes bactériennes intervient dans la
formation des galles sur I'olivier, démontré par la présence de ces especes.

B. cepacia, qui peut dégrader plus de 100 molécules organiques différentes et est tres actif dans le
recyclage des maticres organiques (fixation de N2) dans la nature. Décrit a 1’origine comme I’agent
pathogene des plantes qui cause la pourriture de 1’oignon, il est apparu au cours des 20 derniéres
années comme un agent pathogéne nosocomial majeur (Prescott, 2018) avec d'autres bactéries a gram
négative comme Stenotrophomonas maltophilia (isolé du sol, des plantes, de I'eau et du lait cru, et
peut également étre recupére de I'environnement hospitalier).

L'interaction inter-espéces est rendue possible par le Quorum Sensing (QS), qui est un systéeme de
communication et de régulation intercellulaire, médiée par N-Acyl homolactoserine et joue aussi un

réle majeur dans la virulence de Psv (Buonaurio et al. 2015b).
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Des espéces non pathogénes comme Erwinia toletana, Erwinia oleae, Pantoea agglomerans souvent
isolées des galles, coopérent avec Psv dans la modulation de la maladie en établissant des interactions
commensales, antagonistiques, mais aussi en interagissant avec le systeme de défense de la plante.
La colonisation des plantes est souvent liee & la capacité de la bactérie & former une population
microbienne adhérente; Biofilm.

Un rapport sur les études de systéeme de QS du Psv et E. toletana a démontré que ces deux especes
forment une communauté sTableau dans les galles de I’olivier, partageant des signaux et coopérant,
ce qui entraine une maladie plus agressive (Caballo-Ponce et al. 2018)

Toutes les variétés d'olivier peuvent étre touchées, mais a des niveaux tres variables (Hassouna et al.
2022), et la circulation active des végétaux et des matiéres végeétales, ainsi que l'origine de l'olivier
(Benjama 2003b) influencent grandement le taux de susceptibilité

Une étude menée par (Hassouna et al. 2022) dans les wilayas de Bouira, Tizi-Ouzou et Béjaia a
démontré une présence de la tuberculose d’olivier dans la région d’étude. Une autre étude (Chliyeh
et al. 2017) rapporte I'Algérie parmi les pays les plus touchés par la tuberculose dans le bassin

méditerranéen.
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Conclusion
L'étude préliminaire menée pour rechercher la tuberculose de I'olivier, une maladie grave en
oléiculture, est cruciale pour la préservation des oliveraies algériennes. Voici un résumeé des
principales conclusions :
Un total de 16 isolats a été isolés a partir des tumeurs d'olivier, parmi lesquels 11 souches ont été de
forme Cocci, dont 6 étaient des Cocci a Gram négative et 5 souches, Cocci a Gram positive. Cing (5)
souches présentant de forme bacillaire composées de la souche B3 un bacille a Gram positive (+) et
4 souches a Gram négative. Parmi les isolats de bacille &8 Gram —, deux bactéries & Gram négatif (A8
et A11) ont été identifiées comme Bukholderia cepacia (anciennement appelé Pseudomonas cepacia
) et Pseudomonas fluorescens respectivement, tandis que la souche (B2) a été identifiée comme
Pseudomonas syringae. La souche (A4), un bacille a Gram négatif et oxydase positive, a été identifiée
par la galerie APl 20E comme Pseudomonas savastanoi.

Les résultats ont permis d'identifier Pseudomonas savastanoi pv savastanoi comme l'agent causal de
la tuberculose de I'olivier. Cette bactérie est caractérisée comme un bacille Gram négatif, catalase
positive et oxydase positive.

Bien que l'agent causal ait été identifié, des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux
comprendre I'épidémiologie de la maladie. Ces études permettront également de développer des
stratégies de lutte plus efficaces pour protéger les oliveraies algériennes.

La tuberculose de I'olivier représente une menace sérieuse pour la production oléicole en Algérie. La

collaboration entre les agriculteurs, les chercheurs et les autorités agricoles est essentielle pour mettre
en place des mesures de prévention et de controle efficaces de cette maladie et pour protéger les
cultures d'oliviers.
En conclusion, cette étude préliminaire constitue une étape importante dans la compréhension et la
lutte contre la tuberculose de I'olivier en Algérie. Les résultats obtenus fournissent une base solide
pour des recherches futures visant a mieux caractériser la maladie et a élaborer des stratégies de
gestion plus efficaces.
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ANNEXES

Annexe A : Compositions des milieux de cultures

Milieux de culture (g/l) :

King B :
Mac Conkey :
e Mélange de peptone 20.0g/l
e Phosphate dipotassique 1.5¢/1 * Peptone. 209/l
e Sulfate de magnésium  1.5g/I * Lactose - 109/l
e Agar bactériologique 14.0g/1 * Selsbiliaires ) 59/l
e PHfinal : 7.0+0.2 4 25C e Chlorure de sodium 5¢/1
- e Rouge neutre 0.075¢/I
King A : e Agar 129/l
e Sulfate de potassium 10,0 g/l Levane -
e Chlorure de magnésium 1,4g/1 '
e Aga 15,0 g/l e Extrait de levure 2 g/l
e PHfinal 225°C:7,2+0,225°C * Peptone. 59/l
e NaCl 54/
Gélose nutritive : e Saccharose 50 g/l
e Extrait de viande 3g/I ¢ Gelose. 20 g/l
e Peptone 5 g/l e Eaudistillée. 1L
e Chlorure de sodium 5 g/l e PHfinal : 7.0-7.2
e Agar 15 g/l MEVAG
e Eau distillée 1L o _
e PHfinal = 7.2 £0.2 4 25°C e Macération de viande  50g/I
o e KCI 5g/1
e Rouge de phénol 10g/I
e Agar. 39/l

e (+ GLUCOSE), PH Final =7-7,2
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Appareillage :

Bec bunsen, Agitateur, Bain marie, Pipette pasteur, Réfrigérateur, Erlenmeyer, Entonnoir en verre,
Balance, Autoclave, Anse de platine, Microscope

Verrerie

Béchers, Lame et lamelle, Boite pétri, Flacon, Tube a essai ;

Annexe B : Protocoles et techniques
1. Technique de la coloration de gram (Boussena 2019)

e Préparer un frottis bactérien sur une lame stérile et fixer a la chaleur du bec Bunsen.

e Recouvrir au violet de Gentiane (cristal violet) pendant 1min. Eliminer I'exces par I'eau
courante.

e Ajouter du Lugol (mordant) et appliquer pendant 1min, jeter I'excés par I'eau courante.

e Traiter a l'alcool 95° pendant quelques secondes (10-15 secondes), puis rincage a l'eau.

e Recolorer a la Fuschine (safranine) pendant 60 a 75 secondes, rincage a I'eau puis séchage.

Les bactéries Gram positif se colorent en violet alors que les Gram négatif se colorent en rose.

2. Préparation d’une suspension bactérienne utilisée dans le test d’hypersensibilité de feuille
de tabac

Une colonie isolée d’une jeune culture bactérienne sur milieu King B ou milieu nutritif, incubée

pendant 24 a 48 heures a 28 °C (30 °C), a été mélangée a 5 ml d’eau distillée stérile et agitée pour

homogénéiser la suspension.
3. Protocol de test de coagulase

Le test de coagulase est réalisé a la suite de :

1. Préparation de la lame : Une goutte de plasma de lapin ou de plasma humain est déposée sur
une lame de verre propre et stérile. Le plasma est ensuite mélangé délicatement pour former un
film mince et uniforme sur la surface de la lame.

2. Inoculation de I’échantillon : Une petite quantité de la culture bactérienne prélevée a 1’aide
d’une boucle bactériologique et déposée sur la lame. La culture bactérienne est étalée et répartie
uniformément sur la surface du plasma (Figure 17).

La lame est incubée a une température de 37°C pendant une période de 4 heures. Aprés

I’incubation, on observe visuellement la formation d’un caillot dans le plasma. Si la souche

bactérienne est coagulase positif (comme S. aureus), le plasma coagulera et formera un caillot

visible sur la lame. En revanche, si la souche est coagulase négatif, aucun caillot ne se formera.

(Sue ,2016).
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4. La technique de test de catalase

La technique consiste a :

1. Préparation de I’échantillon bactérien : Une petite quantité de la culture bactérienne a tester est
prélevée a I’aide d’une boucle bactériologique et déposée sur une lame propre et seéche.

2. Ajoute de peroxyde d’hydrogene : Une goutte de peroxyde d’hydrogene a 3 % est déposée sur
I’échantillon bactérien étalé sur la lame (Figure 16), Le peroxyde d’hydrogéne sert de substrat
pour I’enzyme catalase.

L’observation se fait immédiatement, Si 1’échantillon contient de la catalase, une réaction
enzymatique se produira, entrainant la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygene. Cette réaction libere des bulles d’oxygene, ce qui est visible sous forme de formation
de bulles ou d’effervescence. (Khatoon et al ,2022).

Annexe c : La galerie API

Préparation de suspension bactérienne pour I’API 20E.
e Dans un tube a essai stérile mettre Sml d’eau physiologie.
e A I’aide d’une anse de platine préléve la souche précisée.

e Mélanger les deux compositions pendant 2min pour obtenir la suspension.

56



Tableau 12 de la lecture de la galerie API20E

Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée API20E

Tests Réactions Composants Ajout de Résultats
actifs réactif’s Négatif | Positif
ONPG Béta-galactosidase 2-nitrophénil béta- Non
Dgalactopyranoside
ADH Arginine dihydrolase | L-arginine Non
LDC Lysine L-lysine Non 4 7
décarboxylase ' .
Ornithine L-omithine
obc décarboxyluse Non . -
CcIT Assimilation de citrate Citrate trisodique Non .
H2S Thiosulfate réductase | Thiosulfate de Non =< 3
sodium '
URE Uréase Urée Non ‘
TDA Tryptophane L-ryptophane TDA
dEsaminase '
INDO Productiond'indole | L-tryptophane kovacs
S
VP Production Pyruvate de sodium VP 1 ﬁ)
d’acétoine
VP 2
GEL Gélatinase Gélatine de boeuf’ Non Non Diffusion du
Diffusion carbone
du s
carbone '
GLU Glucose D-glucose Non } T
MAN Mannitol D-mannitol Non 0
INO Inositol Inositol Non '
SOR Sorbitol D-sorbitol Non
RHA Rhamnose L-rhamnose Non U
SAC Saccharose D-saccharose Non
MEL Mélibiose D-mélibiose Non N
AMY Amygdaline Amygdaline Non '
ARA Arabinose L-arabinose Non
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