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Introduction

Introduction

L’olivier est I’arbre méditerranéen par excellence, s’il y a bien un arbre qui symbolise le

bassin méditerranéen c’est bien lui.

L’olivier et I’huile d’olive sont cités dans le saint Coran et Hadith comme étant un arbre béni ;

un arbre de multiples donations et bienfaits ( Boulssen et Bouraoui, 2016).

L’Algérie (via le ministere de I’agriculture) a lancé un vaste programme (2009-2014) de
plantation d’environ un million 1 000 000 d’hectares a travers une quinzaine de wilayas. Il
s’agit, en fait, d’un programme trés ambitieux dont I’objectif principal est de hisser la filiere

oléicole algérienne au rang des pays producteurs d’olives. (Serdoun Bekri, 2013).

Comme tous autres champs, le champ d’olivier peut étre attaqué par divers bioagresseurs qui
sont nocifs pour cette culture en influengant sur la productivité en qualité et en quantité et
ainsi que le développement de 1’arbre. Ces bioagresseurs peuvent étre de diverses origines, ils

peuvent étre des arthropodes, des champignons, des bactéries...etc. (Latef, 2018).

La tuberculose de I’olivier est la principale maladie bactérienne de 1’olivier. Elle est Causée
par Pseudomonas savastanoi (Benjama, 1988). La bactérie s’installe sur les blessures et

provoque des tumeurs aériennes sur différentes parties du végétal.

Vu cette importance la lutte contre cette derniere devient une priorité. Nous avons considere
qu’il était indispensable de s’intéresser aux problemes qui peuvent nuire au développement de
I’olivier et a sa production .suite a cela nos objectifs étaient de fournir des connaissances sur
la tuberculose de 1’olivier au niveau de la région ouest de I’ Algérie, 1’observation et I’analyses
des symptomes de cette maladie sur le terrain en effectuant des sorties en collaboration avec
DSA d’Ain Temouchent et INPV d’Oran. L’échantillonnage a partir des oliviers infectés et
I’identification présomptive de 1’agent pathogene a I’intérieur des tumeurs en s’appuyant sur

des tests phénotypiques ; coloration de Gram, morphologie et tests biochimiques.

Ainsi la notion de bio et de naturalité ont orienté les recherches vers une lutte alternative par
I’utilisation de molécules naturelles extraites de plantes qui révelent une grande efficacité

contre certains microorganismes phytopathogenes.
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On vise a étudier Defficacité des extraits de plantes notamment 1’huile essentielle d’Origanum
vulgare et les extraits d’Eucalyptus globulus de ces deux plantes alimentaires et médicinales

sur la croissance des bactéries phytopathogenes responsables de la tuberculose de 1’olivier.
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Présentation de la plante hote

L’olivier fut I’'un des premiers arbres cultivés avec le figuier et le dattier (Belaj, 2010). Son
origine remonte a 50. 000-60. 000 ans (Velitzelos et al., 2005). L’olivier a été étendu vers
I’Occident par les deux bords de 1a Méditerranée au gré des principales civilisations telles que
les Phéniciens, les Grecs puis les Carthaginois, les Romains et les Arabes (Civantos,

2008 ; Carrion et al., 2010).

Figure 01 : Arbre d'olivier de vergé d’AZZROU (Ain Temouchent).

1. Botanique
1.1. Classification

L’olivier est appelé Olea europea L. (Linné, 1764).

L’olivier appartient: (Lazzeri, 2009)
o Regne : Plantae
o Sous-regne: Tracheobionta
o Division: Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida
o Sous-classe : Asteridae

o Ordre : Scrophulariales
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o Famille : Oleacees
o Genre : Olea

o Espece : europaea

L’espece Olea europaea a longtemps été subdivisée en deux sous-especes, Ola europaea
var. Europaea pour I’olivier domestique, et Olea europaea var sylvestris pour 1’oléastre,

ou olivier sauvage.

Figure 02 : Vergé d’oléiculture Hassi El Ghella (Ain Temouchent).

2. L’oléiculture en Algérie

En 2010, la culture de I’olivier en Algérie occupait une superficie de 309500 hectares.
L’oléiculture est présente sur I’ensemble du territoire d’Est, Ouest et du Nord au Sud (jusqu’a

Tamanrasset).

3. L’importance de I’olivier

L’intérét de ’olivier ne se limite pas seulement a la production de 1’huile et 1’olive de table
(Hadjou et al., 2013). Toutes les études démontrent que les régimes alimentaires a base
d'huile d'olive sont bénéfiques pour la santé humaine en diminuant le risque de plusieurs

maladies. La consommation réguliere de cette huile est associée a une incidence limitée des
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maladies cardiovasculaires, des désordres neurologiques, cancers du sein et du colon, ainsi

qu’aux propriétés antioxydantes (Ghedira, 2008).

Les feuilles de I’olivier sont utilisées pour lutter contre les infections virales, bactériennes ou

fongiques.

Au point de vue écologique et social, 1’oléiculture permet de lutter contre 1’érosion, la

désertification, restaurer des terres agricoles.

4. La Tuberculose de ’olivier
4.1. Définition

La Tuberculose de 1’olivier est une bactériose due au Pseudomonas savastanoi, qui infecte le
systeme de circulation de la seve a I’occasion d’une plaie de 1’écorce de bois causée par la
gréle, le vent, la chute des feuilles, la taille, le greffage (Boutkhil,2017).Des excroissances de
bois ressemblant a des verruesou des tumeurs parenchymateuses sur le bois sont des
caractéristiques de la maladie. (Figure 03).

En cas de forte attaque, les rameaux perdent leur feuillage et se dessechent, affectant ainsi le
rendement et la qualité de I’huile d’olive (Benyoub, 2010). La Tuberculose est aussi appelée
Chancre bactérien. La maladie peut tuer les arbres si les infections se produisent sur la
ceinture et les troncs de jeunes arbres pour cause de blessure de taille.

Cette maladie treés contagieuse sur certaines variétés, peut étre également transmise par les
techniques de multiplications (greffage et bouturage) a partir de rameaux provenant d’arbres
contaminés. Cette maladie est parmi celles qui produisent le plus de dommages sur la culture
de D’olivier, affectant méme la qualité des fruits et donnant naissance a des odeurs
indésirables. (Hall et al, 2004 et Quesada et al, 2008). Suivant le décret exécutif : 93-286
23/11/1993 Pseudomonas savastanoi est considéré comme un parasite de quarantaine

(Serdoun Bekri, 2013).
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A : Ain Temouchent. B : Oran.

Figure 03 : arbres infectés par la Tuberculose de 1’olivier (Ain Temouchent et Oran).

4.2. Les symptomes de la maladie et description des galles

Le symptdme caractéristique de 1'infection est le développement des tumeurs, ou "galles" dans
les sites d'infection. Les galles sont le plus souvent formées au niveau des sites de
développement des bourgeons; cependant, elles peuvent également €tre formés a d'autres
points d'entrée des agents pathogenes, telles que les plaies de taille ou de blessures causés par
le gel ou la gréle (Boulssen et Bourraoui, 2016).La maladie agit sur la croissance des
repousses et elle affecte les organes reproducteurs. L’intensité des dégats provoqués est
fortement liée au nombre de tumeurs par arbre (Benjama, 2003).Elle se manifeste par des
tumeurs parenchymateuses a forme irréguliere de couleur vertes au début et a surface lisses.
Le neeud d’olive apparait comme galle bruts ou gonflement d’environ 0,5 a 2 cm de diametre
sur les rameaux, branches, troncs principaux et racines. Apreés quelques mois les galles
acquierent un aspect spongieux et irrégulier, devenant dures et brunes. Ces galles apparaissent
isolément ou rapprochées sur toute la partie de la plante. Les galles peuvent endommager la
structure de la tige et déformer 1’échafaud de 1’arbre si I’infection est sévere durant les
premiers stades du développement des arbres (Lacobelli, 2001 et Philippe, 2007). (Figure
04).
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— —

A : Dégats sur rameaux.

B : Dégats sur tronc.

Figure 04 : Tumeurs dues au Pseudomonas savastanoi sur les branches et

les rameaux (A) et le tronc (B), d’un arbre d’olivier.

Selon Nielsen (1990), I’impact de la maladie se traduit sous divers aspects :
e Perte de feuilles;

e Dessechement du bois;

e Reduction de la production;
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e Réduction méme de la taille des arbres.

4.3. Origine de la maladie

Pseudomonas savastanoi est I’agent causal de la tuberculose de 1’olivier, observé pour la
premiere fois par Savastanoi en 1870 puis au début du vingtieme siecle par Smith et Rorer
1904 (Guido, 2005).

4.4. Principaux caracteres bactériologiques

Ce sont des bactéries batonnets, Gram négatives, catalase positives mobiles avec 1 ou plusieurs
flagelles polaires, une croissance plutot lente, les colonies sont blanches grises ou creémes, lisses
plates, scintillantes, produisant une réaction d’hypersensibilité sur tabac, métabolisme
respiratoire, n’hydrolyse pas la gélatine et I’amidon, assimile plusieurs sucre : sucrose, L-
arabinose, gluconate, caprylate (Bergey, 2003).

4.5. Classification de Pseudomonas savastanoi
Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des pseudomonadaceae (Young, 1996)
Regne : Bacteria
Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales

Genre : Pseudomonas

Espece : Pseudomonas savastanoi

4.6. Cycle de la maladie

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

4.6.1. Phase épiphyte

Pseudomonas savastanoi survit a la fois dans les tissus des tumeurs et comme un épiphyte sur
les rameaux, les feuilles et les fruits. Le terme "épiphyte" est dérivé du -€pi grec (sur) et phyte
(plante), ce qui signifie "sur la plante." Parce que 1'agent pathogene survit mieux sur des

surfaces d'écorce rugueuse que sur les feuilles, les populations de pathogeénes sont plus
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élevées sur les rameaux que sur les feuilles (Ercolani, 1993). La source potentielle de
l'infection des plantes saines sont les bactéries épiphytiques (Quesada et al., 2010).

La plage de température dans laquelle Pseudomonas savastanoi peut déclencher l'infection se
situe entre 5° et 37 © C et cet intervalle permettrait aux bactéries de causer des infections tout
au long de l'année. Cependant, les conditions optimales pour le développement de la maladie

sont d'environ 22°- 26 °C.

4.6.2. Phase endophyte

Les bactéries endophytes sont définies comme des bactéries vivant dans les tissus végétaux
sans faire un préjudice matériel (Kado, 1992). Pseudomonas savastanoi pourrait également
présenter une phase endophytes, se déplacant a travers les espaces intercellulaires et méme
dans les vaisseaux du bois et des zones infectant a proximité de la premiere zone infectée
(Wilson et al, 1979). Les plaies de taille peuvent rester sensibles a l'infection pendant au
moins 14 jours. Les cicatrices foliaires, cependant, sont les points les plus communs d’entrée
des agents pathogenes et peuvent rester sensibles a l'infection jusqu'a 7 jours apres la chute

des feuilles (abscission).

5. Méthodes de lutte

Il n’ya malheureusement, a ce jour, aucun remede connu et efficace contre ce fléau. Il faut
cependant prendre quelques précautions afin de limiter la propagation de cette bactérie aux

autres arbres (anonyme, 2001) :

- Désinfecter soigneusement tous les outils de taille.

- Toutes les parties atteintes seront, si possible, sectionner et détruites par le feu.

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

- Eviter de blesser I’arbre.

-Appliquer des produits cupriques afin de désinfecter et cicatriser les plaies de taille.

6. La cartographie du taux d’infestation dans les wilayas d’Ain Témouchent et
d’Oran

Durant la période 2009-2017, des prospections ont été réalisées pour cartographier les zones

touchées et évaluer le taux d’infestation (INPV, 2017).
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Les résultats concernant Ain Temouchent et Oran sont développés comme suit (Tableau 01) :

Tableau 01 : dépistage de la tuberculose au niveau des vergers oléicoles des régions d’Ain
Temouchent et Oran (INPV, 2017).

Nombre de Superficie
Nombre de Superficie
Wilayat vergers prospectées
vergers visités positif (has)
touchés (has)
Ain
91 32 333,7 112,7
Temouchent
Oran 293 45 13394 262,75
Totale 384 77 1673,1 375,45
H Nbre de vergers visités
293
H Nbre de vergers positifs
248
i Nmbre de vergers négatifs
91
45 >9

32

Oran Ain Témouchent

Figure 05 : Résultat de I’enquéte durant les campagnes 2009-2017 (INPV, 2017).
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Pourcentage des vergers positifs / les vergers prospectés

total des vergers
prospectés
100’

Figure 06 : Pourcentage des vergers positives / les verges prospectés (INPV, 2017).

Les prospections ont touché les communes des deux Wilayas d’un nombre totale de :
-23 au niveau de la wilaya d’Oran dont 11 communes infestées.

-16 au niveau de la wilaya d’Ain Témouchent dont 11 communes infestées.

aP
W.AIn Témouchent “g
N el e

Commasos wdeatoan
Comavnes wen mforiemn
Dommunes pos encor wistid s

Figure 07 : Cartographie des communes visitées d’Ain Temouchent (INPV, 2017).
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Wilaya de
Ain Temouchent

Wilaya de Sidi Bel Abbés
Wilaya de

Mascara

Communes infestées ‘

Communes non infestées .

Figure 08 : Cartographie des communes visitées d’Oran (INPV, 2017).
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Ce travail a pour but principal, 1’isolement des souches de Pseudomonas savastanoi a partir
des tumeurs d’oliviers cultivés. Les isolats ont été caractérisés et identifiés en se basant sur
des caracteres phénotypiques. L’action antagoniste de certain 1’huile essentielle et des extraits
des plantes contre les souches isolées a été évaluée. Ce travail réalisé au laboratoire a été
précédé par une prospection de la maladie sur terrain. En effet, des tumeurs semblables a
celles induites par la tuberculose d'olivier ont été observées sur des rameaux d'olivier dans des

oliveraies de différentes régions de la wilaya d’Ain Temouchent et d’Oran.

1. Matériel végétal

Le matériel végétal est représenté par des galles coupées de différentes variétés d’arbres
d’olivier cultivés « Olea europea » et des extraits naturels de plantes utilisés pour 1’étude de
I’activité antagoniste vis-a-vis des souches isolées. Il s’agit de 1’huile essentielle de 1’Origan
vulgaire « Origanum vulgare » et D’extrait aqueux, l’extrait de 1’huile totale, 1’extrait

dichloromethane d’Eucalyptus « Eucalyptus globulus».

2. Echantillonnage

Sous 1’autorité de I’inspection phytosanitaire des deux wilayas, les visites de prospections ont
eu lieu en présence d’un délégué de la subdivision agricole, durant la période du mois Mars -
Avril. Les prospections ont concernés quatre sites différents au niveau de deux wilayas de
I’Ouest. Il s’agit d’Ain Temouchent et d’Oran, chacune avec 02 stations.

A T’aide d’un sécateur désinfecté on a coupé des rameaux de 20 cm de long ayant des
symptomes caractéristiques de la tuberculose de 1’olivier (contenant des galles). Entre chaque
prélevement le sécateur est désinfecté. Nous avons détecté 08 arbres qui portent des galles sur
toutes les parties de la plante. Au total, 20 galles ont été prélevées. Chaque galle est conservée
dans un sachet en plastique et transport¢ immédiatement au laboratoire de 1’université et

conservée a 4°C.
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A : Site 01 de Hassi El Ghella. B : Site 02 d’El Amria.
Figure 09 : Site 01 et 02 d’Ain Temouchent.

A : Site 03 Hai Rabah B : Site 04 Boutlélis
Figure 10 : Site 03 et 04 d’Oran.

Tableau 02: Caractéristiques des sites de prélevement.

Site Laltitude Longitude Date de
prélevement
Hassi Elghella
(Ain Temouchent) 35.454567, -1.032612 02/04/2019
El Amria
(Ain Temouchent) 35.521088, -1.010993 02/04/2019
Hai Rabah
(périphérie de 35.609836, -0.747874 28/03/2019
Messerghine, Oran)
Boutlélis (Oran) 35.577064, -0.881469 31/03/2019
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3. Macération

Découpage des rameaux symptomatiques en petites tranches et on dépose les petits
morceaux dans une boite de pétri contenant une quantité d’eau distillée adéquate
pendant 30 min. La macération a été faite en suivant les étapes présentées dans la figure

ci dessous:

A : échantillon. B : découpage des échantillons en petits morceaux.

Figure 11 : Les étapes de macération.

4. Ensemencement

Apres 30 minutes nous avons pris une goutte a 1’aide d’une pipette pasteur qui sera
ensemencée sur le milieu gélosé (gélose nutritif) puis incubée a une température de 26°C

pendant 24 a 48h.

5. Purification

Apres incubation du milieu, on préleve une colonie typique qui possede les caractéristiques
phénotypiques de Pseudomonas savastanoi (colonie blanche a jaune pale, circulaire, ....), les

colonies ainsi individualisées, sont repiquées sectoriellement sur King B.

6. Etude microscopique

L’étude des caracteres micro-morphologiques permet d’avoir un certain nombre
d’information pour I’élaboration d’une identification préliminaire. Pour cela, plusieurs tests

ont été réalisés :
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6.1. Etude a I’état frais

L’analyse a I’état frais permet d’observer les bactéries a 1’état vivant et d’étudier leur forme,
leur mode de regroupement et enfin leur mobilité (Faucher, 1990). Afin de réaliser cette
étude, on a déposé une petite goute d’eau stérile sur la lame, puis on a prélevé une fraction de
colonies sur gélose. Ensuit on a fait une suspension homogene dans la goutte d’eau en
incorporant progressivement I’inoculum et en remuant tres délicatement. On a recouvert la
lame par une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air. Et enfin, on a observé rapidement

sous microscope optique a I’objectif X 40.

Des bactéries sont considérées comme mobiles lorsque des trajets tres différents sont observés
(déplacement dans toutes les directions). Une bactérie immobile est animée de mouvements
d’agitation normaux, qu’il ne faut pas confondre avec la mobilité. De plus, lors de dépot de la
lamelle, des flux liquidiens entrainent toutes les bactéries dans le méme sens et a la méme

vitesse.

6.2. Coloration de Gram

Des étalements minces et homogenes de chaque isolat bactérien purs, ont été fixés sur une
lame. La lame est colorée au violet de gentiane pendant 1min puis rincée abondamment a
I’eau distillée. On fait agir le Lugol pendant 20 secondes en vu de consolider la fixation du
premier colorant sur la paroi. Apres rincage a I’eau distillée, la violet de gentiane est éliminé
par lavage a 1’éthanol jusqu’a décoloration totale. Une seconde coloration a la fuchsine est
réalisée pendant Imin. on lave doucement a 1’eau distillée. Apres séchage au bec bunsen, la
lame est observée au microscope.

L’observation microscopique se fait a I’émersion (Gx100). Les bactéries ayant gardées la

coloration violette sont dites Gram positif, celles colorées en rose sont dites Gram négatif.

7. Tests biochimiques

7. 1. Catalase

Sur une lame propre une goutte (H,0O,) a été€ déposée, a I’aide d’une pipette Pasteur la colonie
bactérienne a été ajoutée, ’apparition des bulles (dégagement gazeux de dioxygene) signifie

que la bactérie produit I’enzyme de catalase (Serdoun bekri, 2013).
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7. 2. Pectinase

Le test Pectinase permet d’identifier 1’activité pectinolytique d’une bactérie c’est-a-dire sa
capacité a dégrader la pectine présente dans un milieu de culture spécifique ou des tranches de
pomme terre. Les tranches de pomme de terre sont stérilisées a 1’éthanol 70% puis lavées a
I’eau distillée stérile et séchées. Les tranches ont été déposées dans une boite de pétri
contenant du papier filtre mouillé, des colonies bactériennes fraichement prélevées ont été
inoculées au centre des rondelles et incubé a 27° C pendant sept a quatorze jours, 1’odeur
indésirable et 1’apparition de nécrose signifie la présence de I’enzyme pectinase (Serdoun

bekri, 2013).

7. 3. Test de fluorescence

Les cultures bactériennes en boite de Pétri du milieu King B (Annexe) ont été observées sous
une lumiere ultraviolette ayant une longueur d’onde de 360 nm afin de noter la présence ou

I’absence de fluorescence.

7. 4. L’hypersensibilité sur les feuilles de tabac

I ml de la suspension bactérienne a été injecté a 1’aide d’une seringue dans la nervure
principale sur la surface inférieure de la feuille de tabac. Apres 3 a 5 jours a température
ambiante on fait la lecture. Le desséchement des zones foliaires inoculées signifie que la
bactérie est phytopathogéne.

L’eau distillée stérile a été utilisée comme un témoin négatif.

7. 5. La galerie api 20 E

Le systtme API Biomerieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est une version
miniaturisée et standardisées des techniques biochimiques conventionnelles pour
I’identification des Bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries. 1.’isolat bactérien est
identifié par la galerie api 20E, cette derniere comporte 20 microtubes contenant des substrats
sous forme déshydratés, Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période de 18 a 24h d'incubation a
27°C se traduisent par des virages colorés spontanées ou révélés par l'addition de réactifs.
Faire une suspension bactérienne faible d’opacité 0,5 sur 1’échelle Macfarlane, dans un tube

contenant Sml d’eau distillée stérile, ajouter quelque colonie bien isolée prélevée sur un
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milieu gélosé. La suspension bactérienne préparée a été introduite dans chaque microtube a
I’aide d’une micropipette ou la pointe de 1’embout est appuyée sur le coté intérieur pour éviter
la formation de bulles. Les microtubes des tests CIT, VP et GEL ont été remplis par
I’inoculum jusqu’a la cupule alors que les microtubes correspondant aux tests : ADH, LDC,
ODC, H,S et UREE ont été remplis par la suspension bactérienne et recouverts par une
couche d’huile de paraffine pour assurer la condition d’anaérobiose. La lecture de ces
réactions se fait apres incubation a 27°C pendant 24 h, a l'aide du tableau de lecture, les

résultats des réactions obtenues sont notés sur une fiche de résultats standards (Denis, 2007).

8. Activité antibactérienne

» L’extraction de I’HE de [’Origanum Vulgaris est faite par les étudiantes de biochimie
M2:
ZEMMOUR Nadia et TALEB Zineb.

» L’extraction des extraits d’Eucalyptus globulus (1’extrait dichloromethane, I’extrait de
I’huile totale et I’extrait aqueux) est faite par les étudiantes de microbiologie appliquée
M2:

SALEMKOUR Bochra et RAHAOUI Rania.

8.1. Test de diffusion sur gélose

Pour évaluer 1’activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits, nous avons
adopté une seule méthode, celle de la diffusion sur gélose décrite par Djenane et al (2011).
Des boites de Pétri contenant 15 ml du milieu gélosé (GN) (Annexe) ensemencées avec 01 ml
de chaque suspension bactérienne standardisée a 10° UFC/ml (unité formant colonie/ml).

Les boites de Pétri sont ensuite laissées séchées pendant cinq minutes. Des disques en papiers
Wattman stériles de 6 mm de diamétre imprégnés de 10 pul d’HE ou les extraits des plantes a
tester ont été¢ déposés au centre de chaque boite. Pour avoir une meilleure diffusion de 1’huile
et les extraits dans le milieu, un émulsifiant diméthyle sulfoxyde (DMSO) est additionné dans
ces derniers (v/v). Les boites de Pétri sont maintenues pendant 15 minutes a la température

ambiante et sont incubées a 26 °C pendant 24 heures.

L’activité antibactérienne est évaluée par la mesure des diametres des zones claires (mm) qui

se forment autour des disques (@ du disque est inclus, 6 mm). La sensibilité des bactéries
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testées envers I’HE et les extraits est classée selon les diametres des halos d’inhibition (Ponce
et al., 2003) : @ < 8 mm : non sensible ; 9 < @& < 14 mm : sensible ; 15 < @ < 19 mm : trés
sensible et @ > 20 mm : extrémement sensible. Un témoin négatif a été utilisé en utilisant le

DMSO (Ponce et al., 2003 ; Moreira et al., 2005).

19



Resultats et discussion



Résultats et discussions

1. Identification des souches bactériennes

Le but de notre travail est 1’identification des souches bactériennes de P. savastanoi isolées a
partir d’une macération des petits morceaux symptomatiques de plante de 1’olivier et 1’étude
de leurs pouvoir de résistance et sensibilité aux extraits des plantes notamment 1’huile

essentielle d’Origanum vulgare et les extraits d’Eucalyptus globulus.

Apres plusieurs étapes de purification sur milieu GN, on a pu isoler quatorze souches
typiques de P. savastanoi :
1A, 1Ay, 2A, 3A, 4A,, 4A,, 5N, 6N, 7N, 8N, 9N, 10N, 11N;, 11N, a partir des échantillons

testés.

1.2. Isolement et caractérisation de I’isolat bactérien

Apres isolement et afin de procéder a la caractérisation phénotypique de la souche isolée a

partir de milieu GN, le passage par les caracteres macroscopiques a été indispensable.

Apres 24h d’incubation sur milieu King B a 26°C, six bactéries ont poussé :

1Aj, 3A,4A,, 5N, 11Ny, 11N,.

Seulement trois souches bactériennes ensemencées sur milieu King B donnent un aspect
fluorescent et prennent une couleur vert-jaune fluorescente sous les rayons UV :

SN, 11Ny, 11N,.

Cela est du a la présence de pigment fluorescéine (Balstra et al., 2009).

Le Tableau 03 montre les souches typiques de P. savastanoi et les premicres étapes

d’identifications :
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Tableau 03 : Isolement et caractérisation de 1’isolat bactérien.

N° Source Code Gélose King B | Fluorescence
Nutritif
01 Oran 1A, + + -
1A, + - /
02 Oran 2A + - /
03 Oran 3A + + -
04 Oran 4A, + + -
4A, + - /
05 Ain Temouchent SN ’ + + +
06 | Ain Temouchent 6N + - /
07 | Ain Temouchent TN + - /
08 | Ain Temouchent 8N + - /
09 | Ain Temouchent ON + - /
10 | Ain Temouchent 10N + - /
11 Ain Temouchent 11N, + + +
11N, + + +

+ : Test positif
- : Test négatif
/ : Non fait.

2.1. Etude des caracteres macroscopiques

2.1.1. Sur le milieu GN

Les colonies des souches apparaissent sur le milieu GN de couleur blanche, brillante a bords
légerement bombés ou plats. En effet cet aspect macroscopique caractérise des colonies de

P.savastanoi, ces dernieres ont été décrites par Hamid et al (2017). (Figure 12).
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Figure 12 : souches pures sur milieu gélose nutritif.

2.1.2. Sur le milieu King B

Les colonies de couleur creme, de forme circulaire, convexe, translucide, lisse, brillante

N

identique a celle décrite par (Bergey, 2003) ainsi que celle trouvé par Hamid et al
(2017). Serdoune Bekri en 2013. (Figure 13)

A :la souche 5N et la souche 4N B : souche 11N; et la souche 11N,

Figure 13 : souches pures sur milieu King B.
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2.1.3. Sous la lampe UV

La gélose King B favorise la production de pyoverdine et inhibe par ailleurs la production de
pyocyanine. La fluorescéine produite par les Pseudomonas est un pigment jaune vert

fluorescent détectable sous lumiere ultra- violette a 360 nm (Balestra et al., 2009). (Figure
14)

A :la souche 5N fluorescente, B : les deux souches 11N, et
la souche 4N, non fluorescente. 11N, sont fluorescentes.

Figure 14 : souches pures sous la lampe UV.
2.2. Etude des caracteres microscopique

2.2.1. L’état frais

Des observations microscopiques a 1’état frais effectuées a partir des cultures sur milieu solide
des isolats purifiés ont montré que les souches sont en forme de batonnet mobile dans toutes
les directions. Notre résultat est en accord avec ceux trouvés antérieurement sur les especes de

P.savastanoi pv. savastanoi par Ramos et al (2012) et Hamid ef al (2017). (Figure 15).
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A :la souche 5N. B : la souche 11N; C : la souche 11N,

Figure 15 : Aspect microscopique des souches isolées a 1’état frais observer au microscope
optique X100.

2.2.2. Coloration de Gram

Apres la réalisation de la coloration de Gram, nous avons noté que la souche, est en forme de
bacilles, présentant une coloration rose (Figure 16). Se sont des batonnets a Gram négatif.

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Serdoun Bekri (2013) et Hamid ef al
(2017).

A :1la souche 5N. B : la souche 11N C : la souche 11N,

Figure 16 : Aspect microscopique des souches isolées apres coloration du Gram observer
sous microscope optique X100.
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2.3. Etude des caracteres biochimiques

2.3.1. Catalase

Apparition des bulles (dégagement gazeux de dioxygene) signifie que la bactérie produit
I’enzyme de catalase, cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme
respiratoire (AS et AAF) qui peuvent détruire les peroxydes. La catalase est une enzyme qui
catalyse la dégradation peroxyde d'hydrogene (H,O,) en H,O et 1/2 O2, selon la réaction
suivante :

2H,0,——— > 2H,0+ 02

Le teste est positif ce résultat est en accord avec les résultats de Kird et al (2011), Serdoun

bekri (2013) et Hamid et al (2017). (Figure 17).

Figure 17: Résultat de teste catalase.

2.3.2. Pectinase

En ce qui concerne le test pectinase, nous avons remarqué 1’absence de nécrose ainsi que de
zone de lyse ce qui signifie que la bactérie isolée ne possede pas la capacité de dégrader la
pectine dans les tranches de pomme de terre (Figure 18). Solon Guido et al (2005), les
Pseudomonas savastanoi ne dégradent pas la pectine, résultat signalé également par les

travaux de Serdoune bekri (2013) et Hamid et al (2017).
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A : Les tranches des pommes de terre avant I’incubation.

B : Les tranches des pommes de terre apres 1’incubation.

Figure 18: Résultat de teste pectinase.

2.3.3. Etude de I’hypersensibilité

Apres injection de I’inoculum dans la plante de tabac, des zones nécrotiques ont été observés
autour du site d’infection, ce qui signifie que la plante du tabac a développé une réaction
d’hypersensibilité (plante sensible) vis-a-vis des souches isolées (réactions positives). Sachant
que 1’eau distillée stérile a été utilisée comme un témoin négatif, le desséchement des zones
foliaires inoculées signifie que les bactéries sont phytopathogenes (Figure 19). Ces résultats
sont en accord avec les résultats de Serdoun bekri (2013) et Oulebsir-Mohandkaci et al

(2017).

26



Résultats et discussions

A:5N B:11N; C:11N»

Figure 19: Résultat de teste de I’hypersensibilité sur les feuilles de tabac.

2.3.4. Identification préliminaire

Selon les résultats de la caractérisation de nos souches, du catalogue d'identification des API
20 E, des tests biochimiques classiques, préalablement obtenus, 1’identification préliminaire
des souches isolées 1’ont affilié probablement a I’espece Pseudomonas savastanoi (Figure

20).

Ces résultats nous orientent vers 1’espece responsable de la maladie de tumeurs bactériennes
de l’olivier qui est Pseudomonas savastanoi, il faut les confirmer par les analyses

moléculaires.

Figure 20: Résultat de la galerie api 20E.
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La contamination des échantillons varie en fonction du site de collecte et de la zone agro-
écologique (Adjou et Soumanou, 2013) :

Les bactéries détectées appartiennent a 1’espece de Pseudomonas savastanoi sont celles
obtenus a partir des échantillons d’Ain Temouchent provenant des oliveres abandonnés, avec
des oliviers agés et qui ont été contaminés a un age tres jeune et caractérisés par la présence
des tumeurs primaires, secondaires, tertiaires...... , méme le tronc contient beaucoup des

nodules.

Par contre les échantillons d’Oran provenant des oliveres bien traités, des oliviers avec un
degré d’attaque minime, montrent peu de tumeurs par arbre et seulement au niveau des
rameaux .lIlIs sont caractérisés par I’absence de Pseudomonas savastanoi et la présence des
autres especes bactériennes, ces résultats sont en accord avec les résultats de Boulsen et
Bouraui (2016) qui ont travaillé sur la tuberculose de 1’olivier ; isolement et identification
présomptifs de quelques isolats bactériens a partir des tumeurs, qui n’ont pas révélé la

présence de pseudomonas savastanoi mais ils ont détecté des souches de Enterobacter

cloacae , Clostridium et Lactobacillus.

3. Activité antibactérienne, diffusion sur gélose

3.1. Activité antibactérienne de I’HE de I’Origanum vulgare

Les tests in vitro de 1’activité antibactérienne de I’HE vis-a-vis des souches obtenues ont été
évaluées qualitativement par la présence ou 1’absence de zone d’inhibition. Selon les résultats
présentés dans le Tableau 04, I’'HE de [’Origanum Vulgare présente une tres forte activité
antibactérienne vis-a-vis de la souche SN et 11N, avec des diametres d’inhibition de 45 mm
et 35 mm, respectivement et une forte activité antibactérienne vis-a-vis de la souche 11N;
avec un diametre d’inhibition de 15 mm (Figure 21). On a trouvé que toutes les souches

bactériennes testées sont sensibles vis-a-vis de ’'HE d’Origanum Vulgare.
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Tableau 04 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum vulgare exprimée

selon la zone d’inhibition (mm).

Souche Dilution Volume sur Zone Résultat
(HE/DMSO) ul | le disque/ul d’inhibition
(mm)
Témoin 00/50 10 00 /
5N 50/50 10 45 Extrémement Sensible
11N, 50/50 10 15 Tres Sensible
11N, 50/50 10 35 Extrémement Sensible

B:la soche 5N.

Z @ E B S

Figure 21 : Zones d’inhibition obtenues par I’huile essentielle d’Origanum vulgare vis-a-vis
des souches bactériennes testées.
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Les HEs sont connues pour leur activité antibactérienne. Cette activité des huiles essentielles
a été démontrée in vitro par de nombreuses études, principalement vis-a-vis des bactéries
pathogenes (Dorman et Deans, 2000). Selon Kaloustian et al (2008) ’'HE de 1’Origanum
vulgare présente la meilleure activité antibactérienne, ces résultats sont en accord avec les

notre.

Le mode d’action antibactérienne des huiles essentielles repose sur la variabilité des quantités
et des profils de leurs composants, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas
attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Le
mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des caractéristiques
des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer

dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne.

Le mode d’action des huiles essentielles dépend aussi du type de microorganismes (El amri

et al., 2014).

3.2. Activité antibactérienne des extraits d’eucalyptus globulus

Le Tableau 05 montre les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits d’Eucalyptus
Globulus vis-a-vis les souches obtenues. Les tests in vitro ont été évalués qualitativement par
la présence ou I’absence de zone d’inhibition. D’apres ces résultats, il ressort que toutes

les bactéries sont résistantes vis-a-vis 1’extrait de Dichloromethane et 1’extrait de 1’Huile
totale, par contre elles sont sensibles vis-a-vis I’extrait aqueux. Les diametres d’inhibition
obtenus vis-a-vis ’extrait aqueux sont : 25 mm, 30 mm et 35 mm pour les bactéries SN, 11N,

et 11N,, respectivement. (Figure 22).

Tableau 05 : Activité antibactérienne des extraits d’Eucalyptus Globulus exprimée selon la

zone d’inhibition (mm).

Souche | Dilution Volume Zone D’inhibition (mm)
(EXTRAIT/ | surle
DMSO) ul disque/ul E.Dichloromet | E. huile | E. aqueux
hane totale
5N 50/50 10 00 00 25
11N, 50/50 10 00 00 30
11N, 50/50 10 00 00 35
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Résultats et discussions

»

A : Zones d’inhibition obtenues par I’extrait de Dichloromethane.

C : Zones d’inhibition obtenues par 1’extrait aqueux.

Figure 22: Zones d’inhibition obtenues par les extraits d’Eucalyptus globulus vis-a-vis des
souches bactériennes testées.

L’extrait aqueux, 1’extrait de Dichloromethane et I’extrait de 1’Huile totale d’Eucalyptus
globulus ont fait ’objet d’un screening par la méthode de diffusion en milieu solide pour
tester leur activité contre la croissance in vitro de trois souches de Pseudomonas savastanoi.

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir inhibiteur de cette plante differe selon :
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Résultats et discussions

» La nature de la bactérie étudiée. En effet les souches pigmentées possédent un
potentiel de résistance tres élevé (Bouharb ef al,, 2014) contre I’action antibactérienne des

différents extraits de plantes a I’exception de 1’extrait aqueux d’Eucalyptus.

» La nature du solvant : C’est une évidence de dire que 1’activité pharmacologique
dépend de la nature du solvant d’extraction. Des différences pharmacologiques importantes
apparaissent par une activité plus large de 1’extrait aqueux par rapport a 1’extrait
Dichloromethane et I’extrait de I’Huile totale qui montraient une absence d’activité.

Ces résultats se concordent avec celui trouvé par Bouharb et al (2014).
En effet, I’huile essentielle de 1’Origanum vulgare et les extraits aqueux d’Eucalyptus

globulus ont exercé une activité antibactérienne prononcée sur les souches bactériennes

testées qui sont due a la composition chimique.
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Conclusion

Conclusion

L’olivier est parmi les plus anciens arbres fruitiers cultivés principalement dans les pays
méditerranéens, cet arbre est bien connu pour son intérét alimentaire et thérapeutique. Les
maladies de I’olivier entraine des chutes de rendement considérables et représente une menace
permanente pour 1’oléiculture algérienne. Les enquétes sur le terrain et les analyses au
laboratoire ont permis d’observer les maladies de 1’olivier déja connues dans le pays ,dans les
olivaires et en pépiniere. Il s’agit notamment de la tuberculose des oliviers. Notre étude a
montré une propagation de la maladie de la tuberculose de 1’olivier dans les wilayas d’Ain
Temouchent et Oran. Nous considérons que les agriculteurs ne montrent pas un intérét au
suivi et au traitement de leurs champs. Des oliviers infectés situé dans les régions des deux
wilayas et leur identification présomptive révelent que les trois bactéries identifiées sont

probablement Pseudomonas savastanoi.

Par ailleurs, les résultats de 1’activité antibactérienne ont montré que 1’huile essentielle
d’Origanum vulgare et I’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus ont une activité tres fortement
inhibitrice vis-a-vis de P. savastanoi.

Suite aux résultats intéressants que nous avons déduit de notre expérimentation, nous ont
pousser a procéder a une étude biochimique plus complete d’Eucalyptus globulus et
Origanum vulgare afin de purifier ces phytomolécules et les tester a nouveau sur les souches
de Pseudomonas savastanoi pour une proposition d’une lutte biologique.

Perspective :
Continuer nos études, nous espérons approfondir nos connaissances.
Nous souhaitons développer les teste en s’appuyant sur des techniques récentes approfondies.

Et avec la collaboration de 1’état accompagner les agriculteurs, et les sensibiliser a 1’entretien

de leurs champs.
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Gélose nutritive

Extraitde viande.............ooiiiiiiiii e, 03g
Peptone. .. c.eei i 05g
Chlorure de SOdium.........ouviiiiiii e 05¢g
N 15¢
Eau distillée. ... ..o 1L
pH=7,2

King B

Protéase peptone n°03........oouiiiiii e 20g
GLYCEIOL. .. 10ml
Sulfate de MagnesIuUML........ooeiuiitiiiii e, 1,5¢
Potassium phosphate dibasique...........c..coeoeviiiiiiiiiiiiiiiiin, 1,5g
N . | 15¢g
Eau distillée ..o 1L
pH=7,2

*Les milieux sont stérilisés a I’autoclave a 120° pendant 20mn.



Résume

L’olivier est le bien connu pour son intérét alimentaire et thérapeutique, est un arbre qui symbolise le
bassin méditerrané. Une majorité des agriculteurs ne savent pas que la chute de rendement en olive est
due aux maladies des oliviers. Parmi ces maladies nous sommes intéressé€s a la tuberculose, tres
répandue dans toutes les surfaces de culture des oliviers. La tuberculose est la principale maladie
bactérienne, elle est causée par Pseudomonas savastanoi. Notre étude vise a isoler des bactéries et
identifier a partir des tumeurs trouvées sur la branche des arbres, et de tester leur pouvoir de résistance
et sensibilité aux extraits des différentes plantes. Notre champ d’investigation s’est limite dans les
régions de la wilaya d’Ain témouchent et Oran,

Les teste réalisé ont révélé la présence de la bactérie rechercher Pseudomonas savastanoi la méthode
de diffusion sur gélose présente une sensibilité aux certains extrait (L.’extrait aqueux d’Eucalyptus et
I’huile essentielle de 1’Origanum vulgare) par contre elle est résistance aux I’extrait de
Dichloromethane et 1’extrait de 1’huile totale d’ Eucalyptus.

Mots clés : Olivier, tuberculose, Pseudomonas savastanoi, galles, test de diffusion sue gélose.
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Abstract

The olive tree is known for its nutritional and therapeutic benefits, it symbolizes the Mediterranean
basin. The majority of farmers do not know that the drop in olive yields is due to olive tree diseases.
Among these diseases, we are interested in tuberculosis which is widespread in all areas of olive
growing. Tuberculosis is one of the most important bacterial diseases, it is caused by Pseudomonas
savastanoi. Our study aims to isolate the bacteria and identify it from tumors that found on the branch
of trees, and test their resistance and sensitivity to extracts of different plants. This study has been
conducted in the regions of Ain Témouchent and Oran. The tests carried out revealed the presence of
the bacterium to search Pseudomonas savastanoi, the method of diffusion on agar shows sensitivity to
some extract (the aqueous extract of Fucalyptus and the essential oil of Origanum vulgare), in
contrast, it is resistant to the Dichloromethane extract and the extract of the total Eucalyptus oil.

Key words: The olive tree, tuberculosis, Pseudomonas savastanoi, galls, agar diffusion test.
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