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TUBERCULOSE DE L'OLIVIER EN TUNISIE
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Résumé

Durant la période 2006-2009, des prospections tntréalisées dans
plusieurs oliveraies en Tunisie (Ksouda, EL Karmm Jloula, Ouled
Haffouz, Bekalta, Ouedna, Bouzouita, Tunis, Matmataur évaluer le
secteur infesté et la sévérité de la tuberculosé€otigier. Soixante-deux
souches bactériennes ont éteé isolées des tumaues rsilieu semi sélectif
(B de King) et identifites comme eétaRseudomonas savastanpv
savastanoken se basant sur les caractéristiques biochimiiessLOPAT)
et le test de pathogénie sur plant d'olivier. L'fication et le séquencage
du geneiaal ont confirmé que les souches sélectionnées sostPde
savastanoipv savastanai L'intensité de la maladie évaluée dans trois
vergers Ouedna, Elkarma et Matmata a montré guestleorrélée avec le
nombre et le poids des tumeurs.

L'étude de l'effet de la maladie sur la qualitd'ldaile d'olive a montré
gue les caractéristiques des huiles sont affeetéeas d'une forte attaque.

Mots clés: Pseudomonas savastanqiv. savastanqgi tuberculose de
l'olivier, qualité de I'huile d'olive, degré d'irstation.

Abstract:

During 2006-2009, an extensive survey for the okmet disease pathogen
was conducted in the major olive growing distrigtsTunisia (Ksouda, Karma,
Ain Jloula, Ouled Haffouz, Bekalta, Ouedna, Boutaul unis, Matmata) in order
to estimate the infested area and disease sev@8iity. two bacterial strains were
isolated from the knots on the semi-selective méliag B). The investigated
strains were identified afPseudomonas savastanpv savastanoibased on
biochemical characteristics (LOPAT test) and pagimigjty test on olive plant.
Amplification and sequencing @édal gene confirmed that the investigated strains
belonged toP. savastanoipv savastanoi Disease severity evaluated in three
orchards Ouedna, Elkarma and Matmata showed thaast correlated with the
number and the weight of knots. However the diamete shoots and the
diameters of knots seem not to be. The diseasaeimike olive oil quality in the
case of a high infection.

Key words: Pseudomonas savastangv. savastanqi olive oil quality, disease
severity, knot disease



Introduction

L'olivier est la principale espéce fruitiere cuéie/ en Tunisie.
L'oléiculture représente actuellement 16,1 % desu@erficie oléicole
mondiale (deuxiéme place aprés I'Espagne), L'aligichuile occupe une
surface de 1,7 millions d’hectares (ha) représermus de 30 % des terres
agricoles (DGPA, 2009). Aujourd'hui, I'olivier estijet a différents types
d’attaques d'origine fongique ou bactérienne quuvest causer de
sérieuses pertes économiques. C'est I'exemple tdbdeculose de l'olivier
causée paPseudomonas savastammi. savastano(P.spv savastanqiqui
est observée dans plusieurs régions, Chbika, Bekaiti Bouzid, Ouedna
et Tunis (Kridet al. 2009). La maladie a été signalée pour la prenficisea
Sfax en 1905 suite a une forte chute de gréle §8aatdal, 2004) Plusieurs
facteurs interviennent dans le déclenchement doepsus infectieux telles
gue les blessures qui peuvent étre naturelles coombles causées par la
chute des feuilles ou la gréle, ou mécanique duadaille ou la cueillette.
L'effet des insectes est non négligeable aussffety il a été démontré par
Jardaket al, 2004 qu'un homoptére (Ceresa sp. Famille des Mesitae)
qui en déposant ses ceufs provoque des plaies aqstitoent un site
d'infection parla bactérie. Il existe une corrélation positivéree nombre
de tumeurs observées et la densité de la populd¢i@eresa

Les conséquences économiques de cette maladiecaasitérables
sur la culture de l'olivier affectant aussi biergiaalité que le rendement en
huile (Schrotret al, 1968; 1973).

Cette étude est consacrée a la détermination destidbution de la
tuberculose de l'olivier en Tunisie ainsi qu'a ktedmination du degré
d'attaque dans des parcelles infestées et l'infuate la maladie sur la
qualité de I'huile d'olive.

2. Matériels et méthodes

2.1. Distribution de la tuberculose de I'olivier

Des prospections au champ ont été menées en 2096-@éns
plusieurs régions en Tunisie afin de réaliser urstographie des
différentes parcelles attaquées.

2.2. Echantillonnage et isolement a partir des tusie

L'échantillonnage a été réalisé en printemps edigamne en 2006-
2009. Des jeunes tumeurs ont été prélevées de elpagoelle et a partir de
trois oliviers. Les échantillons ont été placés sdam sac plastique et
transportés directement au laboratoire. Les tumeuntsété désinfectées
avec un papier filtre stérile imbibé avec I'étha®d % (Marchiet al,
2005). Le tissu interne a été découpé finemernidd’d’'un scalpel stérile.
Les fragments obtenus ont été écrasés a l'aideistengpellets dans des
tubes Eppendorfs stériles contenant 200 ul d’'eatillée stérile (EDS).
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Aprés 30 mn, 10 pl du surnageant a été ensemencéles boites de Pétri
contenant lemilieu semi sélectif B de King (Kingt al, 1954) et incubées a
26°C pendant 3 a 5 jours.

2.3 ldentification par les tests biochimiques et biddpgs
Les tests biochimiques appelés LOPAT ont été eslievan, oxydase,
activité  pectinolytique, présence de [larginine \diéblase et
hypersensibilité sur feuilles de tabac (Lelliotta., 1966). Le test du
pouvoir pathogene a été effectué sur des oliviggés &d’'une année.
L’inoculation a été réalisée au niveau des tigéscjpales en introduisant

10 pl d’'une suspension bactérienneS(UXIFC/mI) issue d’une culture agée
de quarante huit heures au niveau d’'une blessatigpée a I'aide d'un

scalpel stérile. L'incision est, ensuite, couvgrte un coton enlevé apres
une semaine. Les plants d'oliviers sont, ensui@;ég dans la salle de
culture a une température variant entre 25 et 30 D€ux souches de
références (PVBa 206 and IVIA 1628-3) connues gar éffet pathogenes
ont été utilisées comme témoin positif

2.4. Extraction de I'ADN et amplification du géereal
L’ADN est extrait des bactéries suivant la méthdéerite par Llop et al.
(1999).; Le geneaal est amplifié puis séquencé en utilisant les ansorce
IAALF/IAALR (Penyalver et al, 2000). La réaction d’amplification a été
réalisée dans un volume réactionnel de 25 pl canteBO ng d’ADN ;
'eau distillée ; 5 pul du tampon PCR 5X (Proméga)7ul MgCh (25 mM) ;
0,5 ul (22 uM) de chaque amorce ; 0,5 pl dNTP (M)n1 unité de Taq
polymerase (Proméga) et 15 ul d’eau distillée Istéri

L’amplification a été réalisée selon le programn@RPsuivant : Une
dénaturation initiale a 94 °C pendant 5 mn suivee5@ cycles. Chaque
cycle est composé de 30 s de dénaturation 94 °€ d3tybridation a 62 °C
et 30 s de polymérisation a 72 °C. Un dernier cgslefait a 72 °C pendant
5 mn. Une fois I'amplification est achevée, lesdwits de PCR sont
analysés par électrophorese sur gel d'agarose a LE%. produits
d'amplification sont purifiés par le ‘KitWizard S&el and PCR Clean-up
System’ (Promega) puis séquencés par un séquenatamatique (ABI
3100; Applied Biosystems). Les séquences obtenoe£té comparées a
celles disponibles dans la base de données a pedir NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

2.5. Détermination du degré d’infestation

L'étude du degré d’'attaque a été réalisée dangpdexlles situées
dans trois régions différentes (Bouzouita, ElKareta Matmata). Les
oliviers sont inégalement affectés par la maladimsi trois niveaux
d’attaque ont été définis pour chaque parcelleiétudes arbres définis
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comme étant faiblement attaqués, d’autres sont nmeyaent attaqués et
finalement des arbres fortement attaqués. Des tige$0 cm de longueur
ont été prélevées d'oliviers fortement, moyennene¢tifiblement attaqués
par la maladie dans la région de Kairouan (ElKarm8éax (Bouzouita) et
Gabés (Matmata). Le nombre de tumeurs par cm qiresie diameétre et le
poids des tumeurs ont été déterminés. Le diameggameaux a été aussi
déterminé.

2.6. Effet de la maladie sur la qualité de I'huile dai

Deux échantillons de 2 kg dolives ont été récoldslivier
faiblement attaqués par la maladie dont le nomboyem de tumeurs
développées sur les rameaux est de 0,06/cm. D&frtriéss issus d’olivier
fortement attaqués présentant un nombre de tunEu®,15/cm ont été
aussi prélevés. Des olives provenant des oliviedemnes ont été incluses
afin de servir comme témoins. Les olives ont etegmees de la variété
Chemlali cultivée dans la région de Kairouan (Etka). Les paramétres de
gualité de I'huile extraite étudiés sont l'aciditde coefficient d'extinction
spécifique. Les analyses sont réalisées selonrfaenmternationale pour la
commercialisation de I'huile d'olive et de l'huilele grignons d'olive
préconisé par le Conseil Oléicole International ((ZD01)

a. Acidité

La technique consiste a doser les acides grasésibdéors de
I'hydrolyse des chaines de triglycérol, apres esitra de I'huile d'olive, par
une solution de soude a 0.177N.

b. Extinction spécifique (K232 et K270)
Le dosage des produits d'oxydation de l'acide digole est effectué en
mesurant les absorbances aux longueurs d'onder2&2 270 nm.

2.7. Analyses statistiques

L'efficacité des différentes mesures a été évapatd'analyse de la
variance (ANOVA) en utilisant le logiciel SPSS. Ilcmmparaison des
moyennes a été effectuée par le test Duncan alaplilité de 5 %.

3. Résultats et discussion

3. 1 Distribution de la tuberculose de I'olivier

Les prospections au champ effectuées, dans plasi@gions en
Tunisie, ont permis de constater que la maladie psicipalement
concentrée au centre du pays, elle existe audsbad (Tunis) et méme au
Sud du pays (Matmata) (Figure 1). L’apparition dentaladie dans les
régions du Centre et du Sud Est du pays (EIKarmBoetzouita) étant
favorisée par des conditions climatiques telle lguehute de gréle causant
des blessures au niveau des rameux, le vent eluie. fPar contre, la
découverte de la maladie au Sud dans la régionatendta (Djbel Toujen)
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est due plutét a des micro-blessures apparuesaslatehute des feuilles ou
au moment de la cueillette. Les vents de sablee#waussi avoir un role
dans l'apparition de la maladie. Ainsi, ils peuveatiser des blessures au
niveau des rameaux, ce qui permet a la bactérsardstaller sur la plante et
d’initier le processus infectieux.

3.2. Identification par les tests biochimiquesietdgiques
62 isolats ont été obtenus a partir de tumeursepdéks d'oliviers de
variétés (Chemlali, Chetoui, Oueslati and Zarrdableau 1) situés dans
neuf parcelles différentes. Deux souches obterliastres pays sont
inclues pour la comparaison.

Les isolats locaux (Tableau 1) ont été analysés lpar tests
biochimiques et par le test de pathogénie. llsgmtEnt les caractéristiques
suivantes: oxydase-negatif, levan-negatif, actiyagetinolytigue negatif,
arginine déshydrolase-negatif et hypersensibilitéfeuille de tabac positif.
Ces isolats, inoculés sur les plants d'oliviersyeti¥ppent des tumeurs
identiques a celles observées pour la souche dengle IVIA 1628-3.

Des bandes au méme niveau que celles généréeteavamuches de
référence IVIA 1628 et PVBa206 et ayant la taille 454 pb ont été
obtenues (Figure 2). Le séquencage du ggale montre une similarité de
98% avec les séquences trouvées dans la base desedode NCBI
(nombre d’accession EU616803.1). Cela signifie lqgldgit bien du géne
qui code pour la conversion de I'AlIA en AlA-LysinEn se basant sur les
tests biochimiques, I'amplification et le séqueregag géneaal, tous les
isolats sonPseudomonas savastanmi savastanai

3. 3.Détermination du degré d’infestation

Dans le tableau 2 sont consignés d'une part le nentd diamétre et
le poids des tumeurs, et d’autre part le diamederdmeaux. L'analyse de
la variance a montré un effet significatif du dedtéttaque sur le nombre
de tumeurs par cm pour chaque région étudiée. ten, ehe forte attaque
est déterminée par un nombre de tumeurs qui vari@, 16 a 0,18 selon la
région. Ces résultats sont en concordance avectoauwes par Benjamet
al. (2003) qui ont démontré une corrélation parfaitéree le nombre de
tumeurs et lintensité des dégats provoqués pandkadie. Cependant, si
nous considérons une forte attaque, aucune différsignificative n'a été
enregistrée entre le nombre de tumeurs en passeng Egion a une autre.
En considérant le diamétre des tumeurs, et en senbaur les analyses
statistiques, aucune différence significative @ @écelée. Par ailleurs, le
degré d’attaque semble avoir une influence suroidspdes tumeurs. En
effet, pour chaque région, une différence signifieaa été enregistrée
entre une faible et une forte attague. Donc le pamdyen des tumeurs est
d’autant plus important que l'intensité d’attaqust enportante. Un poids
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élevé est en relation avec un nombre de tumeuve @essi. Par contre, il
n'existe pas de différence significative entre legreé d’attaque et le
diamétre des rameaux. Par conséquent, nous poudédsire que
l'intensité d’attaque n’est pas corrélée avec &rditre des rameaux.

3. 4. Effet de la maladie sur la qualité de I'hullelive

a. Acidité

Dans le tableau 3 sont consignées les valeuradldité. les résultats
obtenus montrent que toutes les huiles, sujet the Btudes, appartiennent
a la catégorie Vierge Extra, quelque soit le detjméfestation, avec des
acidités inférieures a 0.8 %, la limitexée par la Commission de Union
Européenne (EEC Régulation no. 702/2007), pour degégorie Vierge
Extra. L'analyse des données par le logiciel SPSS mamteedifférence
significative de l'acidité des huiles extraites drtip d'olives récoltés de
plants fortement attaqués en comparaison avearieiné On constate que
I'acidité est plus élevée pour les échantillons pfarbres attaqués. Elle est
d’autant plus importante que le degré d’attaquelesst fort. Une différence
significative a été enregistrée entre les valeersatidité de I'huile d'olive
du témoin et celles provenant d'une forte attagdkers qu'aucune
différence n'est observée en cas d'une moyenngquatteCes résultats
confirment ceux obtenus par Schrethal. (1968, 1973) qui ont montré une
perte des caractéristigues organoleptigues deseshugktraites et une
diminution du rendement. Ceci peut étre di a lausiibn de toxines ou de
métabolites contenus dans les tumeurs ou une rédudans la
translocation des solutés (Schrethal, 1968).

b. L'extinction spécifique a 232 et 270 nm

L’absorbance de l'huile & 232 nm (K232) nous regisei sur
I'évolution de la peroxydation de I'huile analyséela formation d’hydro
peroxyde linoléique alors que l'absorbance a 270 (K270) nous
renseigne sur sa teneur en produits secondairggdi#iton (des cétones et

des aldéhydes).

Les résultats du tableau 4 montrent que toutedldss obtenues
possedent des K232 gdépassent la limite (2.5) fixée par EEC Régulation
no. 2568/91 pour la catégorie d’huile d'olive “Mier Extra ”. Ces valeurs
assez élevees peuvent étres dues au fait quaultssrécoltés n’étaient pas
triturés directement aprés leur cueillette. Partreoles absorbances a 270
nm ne dépassent guere 0.22, la limite fixée pouatagorie d’huile d’olive
«Vierge Extra»L’étude statistique montre une différence signtfieades
absorbances dans 'UV entre I'huile témoin et cellevenant d'une forte
attaque. Cependant, les valeurs de l'extinctiorifipée (K232 et K270)
des huiles provenant d'une moyenne attaque ne npe@dsepas une
différence significative avec le témaoin.
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4. Conclusion

La tuberculose de l'olivier existe du Nord au Sud pays.
L'épidémiologie sur champs a montré que le degréedtation est en
corrélation avec le nombre et le poids des tumdiasmaladie affecte la
gualité de I'huile seulement en cas d'une fortestation.
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Importance de la tuberculose de I'olivier
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Fig. 1 Distribution de la maladie de la tuberculose'divier en Tunisie



Tab. I: Caractéristiques et origine des échantillons

origine de I'échantillon

Isolat/souche

Région Année Variété
Ad2, Ad3, Ad4, Ad5, Ad6, Awl, Aw2, Ouedna 2006 Chemlali
Aw3, Aw4, Aw7, Aw8, Aw9
Bzl, Bz2, Bz3, Bz4 Bouzouita 2007 Chemlali
KS2, KS4, KS5, KS6, KS7, KS8, KS9 Ksouda 2006 Chemlali
OH1, OH2, OH3, OH4, OH5, OH6 Ouled Haffouz 2006 Chemlali
K1, K2, K3, Chbika 2007 Chemlali
CH1, CH2, CH3, CH4
BK1, BK2, BK5, BK8, BK9, BK10, Bkalta 2006 Chemlali
BK11
01, 03, 06, 07, 08, 09, 010, 011 Tunis 2006 Chetoui
Ajl, Aj2, Aj3, Aj4, Aj5, Aj6, Aj7 Ain Jloula 2006  Oueslati
MA1, MA2, MA3, MA4 Matmata 2009 Zarrazi
IVIA 1628 Valencia 1996 Cornicabra
PVBa 206 Apulia 1968 -

IVIA, Bacterial Collection from the Instituto Valeiano de Investigaciones
Agrarias, Moncada, Valencia, Spain;

PVBa, Culture Collection of Dipartamento di Patéédoyegetale, Universita™ degli
Studi, Bari, Italy;

Fig. 2 Amplification par PCR du géne iaal par les amsi@ALF/IAALR
M : 1Kb, 1: témoin négatif, 2: témoin positif IV1&28, 3: Aj, 4: Bk

Aj4 : échantillon isolé de Ain Jloula

Bk6 : échantillon isolé de Bkalta



Tab. Il : Caractéristiques des échantillons de rameauxéstud
FA: faiblement attaqué, MA: moyennement attaqué, fle@ement attaqué, Bz:

diamétre des  poids des

nombre de diametre de la
tumeurs tumeurs )
tumeurs/cm tige(mm)
(mm) (¢))

FABz 0.075 bc 78,7 a 1,00 ab 523b
MABz 0,13 ab 10,62 b 0,62 ab 430Db
FOBz 0,17 a 1355b 1,11 a 8,53 a
FAKa 0,06 c 9,05b 0,32b 562b
MAKa 0,125 abc 14,77 b 1,32a 563b
FOKa 0,155 a 16,29 b 1,18 a 536b
FAMa 0,06 c 9,59b 0,33 b 462b
MAMa 0,115 abc 15,28 b 1,08 ab 554 b
FOMa 0,18 a 15,24 b 1,19 a 463b

Bouzouita, Ka: EIKarma, Ma: Matmata.
Les valeurs dans une méme colonne suivies de leertgtre ne sont pas
significativement différentes selon le test de Cama la probabilité de 5 %.

Tab. lll : Acidité de I'huile d’olive pour différents degré&ttaque

Acidité
VNaor(Ml)
Témoin (non attaqué) 0,22 a
Moyennement attaqué 0,20 a
Fortement attaqué 0,37 b

Les valeurs précédées de la méme lettre ne sorgigaficatives selon le
test de Duncan a la probabilité de 5%.

Tab. IV: Détermination de I'extinction spécifique

Extinction spécifique

232 nm 270 nm
Témoin (non attaqué) 2,9290 b 0,1084 b
Moyennement attaqué 2,8663 b 0,1042 b
Fortement attaqué 3,038 a 0,1196 a
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