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Introduction

Les phytohormones se sont des composés organiques synthétisés par la plante, a de
trés faibles concentrations, ils ont une action sur la physiologie, le développement et le
métabolisme et généralement dans des tissus différents du lieu de production. Ils sont
impliqués, aussi, dans les communications intercellulaires. L’auxine est considérée comme
une phytohormone clef dans la biologie d’une plante. Elle fut découverte au début du XXe
siécle par sa capacité a faire courber des coléoptiles d’avoine vers une source lumineuse.
Les effets de ’auxine sur un tissu sont dépendants de I’environnement cellulaire, I’organe,
le tissu ou son stade de développement (Kieffer et al., 2010). En régle générale, I’auxine
comme les hormones végétales peuvent étre transportées a la fois sur de courtes distances
(entre les cellules) et sur de longues distances, le long des voies vasculaires avec le flux de
phloéme ou de xyléme et / ou par la voie cellule. Il n’existe pas d’inhibiteurs de
I’écoulement du phloéme ou du xyléme, car ceux-ci dépendent de I’état général de la
plante et des principes physiques (Klima et al. 2016). Néanmoins, le transport par les
voies vasculaires dépend du chargement et du déchargement des phytohormones vers et a
partir de cellules de xyléme ou de phloéme. Ce processus est conduit par un transporteur et

peut donc étre ciblé par des inhibiteurs, tel que ’acide 1-naphtoxyacétique (1-NOA).

Par ailleurs, Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), ce sont des bactéries
qui colonisent les racines des plantes. Leurs effets bénéfiques pourraient étre la lutte
biologique contre les maladies et les ravageurs, la promotion de la croissance des plantes,
I’augmentation du rendement des cultures et I’amélioration de la qualité. De méme, les
PGPRs produisent des phytohormones qui seraient liées a leur capacité a stimuler la
croissance des plantes (Verma et al., 2013). L’auxine est une hormone, trés souvent,
produit par PGPR et impliqué dans la promotion de la croissance. Cependant, leur effet sur
les plantes dépend de la quantité produite a partir de PGPR et de l'induction d'autres
phytohormones (Ahmad et al., 2008).

Appartenant a la famille des Moringaceae, le Moringa oleifera ou ‘arbre de vie’ est
une plante exceptionnelle et originale car toutes ces parties (racines, tige, feuille et graines)
sont valorisées sur le plan alimentaire, médicinal et industriel. Ses fortes teneurs en
protéines, glucides et vitamines sont démontrées. Mais malgré son importance, leur

physiologie, anatomie ou son métabolisme ne sont pas bien étudié¢ (Foidl et al., 2001).



Introduction

En Algérie, Moringa oleifera est peu connu et quelques essais ont été entrepris par I'INRF.

Les diverses potentialités reconnues dans le monde pour Moringa pourraient encourager

son développement et son exploitation en Algérie.

Cette étude a pour but de :

Etudier I’effet d’inhibiteur d’auxine l'acide 1-naphtoxyacétique (1-NOA) et de la
souche Bt04 sur la croissance de la plante.

Etudier ’anatomie des tiges et des racines de Moringa oleifera.

Etudier I’effet de la souche BtO4et d’inhibiteur d’auxine I'acide 1-naphtoxyacétique
(1-NOA) sur la formation et I’histométrie des tiges et des racines de Moringa

oleifera.

Le manuscrit est scindé en trois parties principales :

Une partie bibliographique qui comprend une synthése d’un ensemble de donnée sur
la plante Moringa oleifra, Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR), sur
’auxine et sur les inhibiteurs de transport d’auxine.

Une partie pratique comprenant tout matériel et toutes les méthodes utilisées pour la
réalisation de ce travail.

La partie résultats et discussion, et a la fin une conclusion qui retrace I’ensemble des

résultats de ce travail réalisé.
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Chapitre I Moringa oleifera

1. Generalités sur Moringa oleifera
1.1. Répartition géographique

Moringa oleifera, une espeéce avec une grande valeur économique, est originaire
d’Asie du Sud ou elle pousse sur les contreforts de I’Himalaya (Price, 1985; ECHO, 2007).
Elle est cultivée aujourd'hui dans toutes les régions tropicales et sub-tropicales du monde

(Rajangam et al., 2002).

1.2. Taxonomie
Il existe 13 especes de Moringa dont Moringa oleifera étant la plus connue (Prince,
2007 ; Houndji et al., 2013).Ces espéces appartiennent a la famille monogénérique des

arbustes et arbres des Moringaceae (Foidl et al., 2001 ; Prince, 2007).

La Classification systématique de Moringa oleifera selon (Laleye et al.2015) et la suivante :
v Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Capparales

Famille : Moringaceae

Division : Magnoliopyte

Genre : Moringa

AN N N N A

Espece : Moringa oleifera
1.3. Description des différentes parties de la plante

1.3.1. Le tronc

Moringa oleifera ou «arbre miracle » est généralement présenté comme un arbre
pérenne relativement petit, parfois méme considéré comme un arbuste qui peut atteindre 7
a 12 metres de hauteur (Makkar et Becker, 1997; Nouman et al., 2012) (Figure 1). Cette
espece, a croissance rapide (Yang et al., 2006), se plait en milieu aride et semi-aride. Plus
loin encore, cette plante peut tolérer jusqu'a 6 mois de sécheresse (Aberra et al., 2012).
Avec une couleur grise violacée, le tronc est souvent divisé au niveau du sol. Son diamétre
est compris entre 45-60 cm, et la hauteur peut atteindre 1,5 a 2 métres avant de se ramifier,

bien qu’il puisse parfois atteindre les 3 métres (Hédji et al., 2014).



Chapitre 1 Moringa oleifera

Figure 1: Arbre de Moringa Oleifera (Roloff et al., 2009).

1.3.2. Les racines

Les racines sont blanches gonflées, tubéreuses qui ont une odeur piquante
caractéristique dotée de racines latérales plutot clairsemées (Figure 2).Seules arbres cultivés a
partir de graines développent une profonde racine pivotante robuste avec un systéme a large

diffusion composée d’épaisses racines latérales tubéreuses (Parrotta, 2009).

Figure 2 : Les racines de Moringa oleifera (Parrotta, 2009).

1.3.3. Les feuilles

Les feuilles de Moringa sont caduques, tripennées de 30 a 70 cm de long (Figure 3),
composées de folioles ovées ou obovées (Besse, 1996). Les feuilles comptent 2 4 6 paires de
pinnules comprenant chacune 2 a 5 paires de pinnules secondaires, divisées elles-mémes en 1

a 2 paires de foliolules plus une foliole terminale plus grande que les autres (Mémento de

I’Agronome, 2002).
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Figure 3: Les feuilles de Moringa oleifera (Price, 2007)

1.3.4. Les fleurs

Apres 8 a 12 mois, ’arbre commence a fleurir sur une base continue tout au long de
I’année (Price, 1985; ECHO, 2007). La floraison exubérante du Moringa fait que celui-ci est
considérée comme une plante ornementale. L’inflorescence est en panicule aux fleurs
irrégulicres (Figure 4). Ces dernieres sont de couleur blanche tirant sur le créme, délicatement
parfumées (Besse, 1996). Les fleurs attirent les oiseaux et de nombreux insectes butineurs

d’ou la bonne qualité du miel de Moringa est généralement de bonne qualité.

Figure 4 : Les fleurs de Moringaoleifera (Parrotta, 2009).

1.3.5. Les fruits et les graines

La production de gousses commence 6 a 8§ mois apres la transplantation des plantules.
Généralement appelées gousses (Figure Sa), les fruits sont en langage botanique des siliques
de section triangulaire munies de 3 ouvertures de 20 cm de long et de 2 cm de diametre
(Besse, 1996). La capsule a une extrémité aigué, une surface bosselée, de 30 a 50 cm de long

et plus, déhiscente, s’ouvrant en trois valves (Mémento de I’Agronome, 2002). Les graines



Chapitre 1 Moringa oleifera

(Figure 5b), dont chacune est munie latéralement de trois ailes, sont rondes, noires, empilées

sur trois rangées centrales. Elles ont un diameétre de 10 a 12 mm (Besse, 1996).

Figure 5: Les fruits(a) et les grains(b) de Moringa oleifera
https://www.researchgate.net/figsure/aMoringa-oleifera-flowers-b-Moringa-oleifera-

leaves-c-Moringa-oleifera-fruits-d _figl 315802106 21-06-2019

2. Exigences agro-écologiques de la plante

2.1. Altitude

Le Moringa préfére une altitude inférieure a 600 m, mais ¢ca n’empéche pas la poussée
de cette plante a des altitudes proches de 2000 m. Au Nicaragua, le Biomasa a observé que
I’altitude limite de la culture productive du Moringa est de 500 m (Price, 1985; ECHO,
2007).

2.2. Température

Généralement, le Moringa pousse le mieux dans les régions tropicales chaudes et
semi-arides. L ’intervalle de température idéale du Moringa est compris entre 25 et 35°C, mais
il peut tolérer des températures de 1’ordre de 48°C pendant de courtes périodes de temps
(Price, 1985; ECHO, 2007). L’amplitude des températures saisonnieres est tres forte : de 38
a plus de 40°C en été et jusqu’a - 1°C en hiver (Mémento de I’Agronome, 2002). Dans les
régions subtropicales, le Moringa tolére les gelées dans les sols 1égers (Price, 1985; ECHO,
2007). Quand la température moyenne est inférieure a 21°C, le Moringa a tendance a perdre

ses feuilles (http://www.ttiitn.com/M/planting.html 27-05-2019).



https://www.researchgate.net/figure/aMoringa-oleifera-flowers-b-Moringa-oleifera-leaves-c-Moringa-oleifera-fruits-d_fig1_315802106%2021-06-2019
https://www.researchgate.net/figure/aMoringa-oleifera-flowers-b-Moringa-oleifera-leaves-c-Moringa-oleifera-fruits-d_fig1_315802106%2021-06-2019
http://www.ttiitn.com/M/planting.html%2027-05-2019

Chapitre I Moringa oleifera

2.3. Sol

Le Moringa préfere les sols 1égers, frais et qui ne retiennent pas I’eau tel que les sols
sablonneux ou limoneux bien drainés. Il pousse bien également dans les sols rocailleux et des
terres légerement salées (Séverin, 2002). Des observations faites a la ferme d’ECHO
montrent que I’arbre prend du retard dans sa croissance lorsque la surface de la nappe
phréatique se maintient & 3 ou 5 cm sous la surface du sol pendant une longue période de
temps. Le Moringa tolére une grande plage de pH (de 5 a 9), et pousse assez bien dans les

milieux alcalins jusqu’a un pH de 9.
2.4. Besoin en eau de la plante

Quoique le Moringa s’adapte a des précipitations annuelles de 250 a 1 500 mm (Price,
1985; ECHO, 2007), Il pousse mieux dans les régions ayant une pluviométrie annuelle
comprise entre 800 a 1200 mm (Séverin, 2002).Dans des conditions de déficit hydrique, cet
arbre peut tolérer 06 mois de sécheresse, mais au-dela de ¢a, il commence a perdre ses

feuilles.
3. Composition chimique

La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée. En
effet, les feuilles contiennent une trés grande concentration de vitamines, protéines, certains
minéraux, acides aminés et acides gras essentiels (Aregheore, 2002; Louis et al., 2003;

Ayssiwede et al., 2011).

Des ¢études ont montré que les feuilles matures de Moringa oleifera contiennent moins
de protéines que les jeunes feuilles du fait de leur teneur élevée en fibres, notamment en
cellulose brute variant de 9,13-28,2% de la matiere seche (Richter et al., 2003; Tchiégang et
Kitikil, 2004; Pamo et al., 2005; Kakengi et al., 2007; Ndong et al., 2007; Olugbemi et al.,
2010).

Les feuilles contiennent aussi des alcaloides, des flavonoides, des phénols totaux. Des
travaux ont révélé également que ces feuilles contienne des composés phénoliques, tanins et
saponines avec des concentrations de l’ordre de 0.67-3.4%, 0.5-1.4% et 5-6.4%,
respectivement (Makkar et Becker, 1997 ; Richter et al., 2003 ; Siddhuraju et Becker,
2003 ; Tchiégang et Kitikil, 2004).
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Des ¢études faites sur I'écorce de tige et les fleurs de Moringa oleifera ont indiqué la
présence des stérols, des glycosides, des alcaloides, des triterpénoides, des flavonoides, des
anthraquinones, des caroténoides et des tannins ce qui affirme le potentiel antioxydant de

cette plante (Kumbhare et al., 2012 ; Alhakmani et al., 2013).

Les graines de Moringa oleifera sont oléagineuses et renferment 42% d'huile dont le
profil d'acides gras comporte 70% d'acide oléique, une valeur proche de celle de I’huile
d’olive (72%). Les teneurs en acides gras saturés et insaturés sont respectivement 13% et

82%, et celle en acides gras libres varie de 0,5 a 3% (Foidl et al., 2001).

Cette similitude en composition chimique avec I’huile d’olive en fait que l'huile de
Moringa présente les mémes avantages que celle d'olive pour la santé (Creighton, 2001;

Saint Sauveur et Armelle, 2001).
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1. Généralités sur les PGPRs

Le terme PGPR ; provenant de I’anglais « Plant Growth Promoting Rhizobacteria » ;
désigne les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des
plantes par différents moyens. Généralement, elles sont des souches trés compétitives
capables de coloniser le systéme racinaire des plantes riches en éléments nutritifs. Leur
abondance dans le sol s’explique par leur multiplication rapide et leur capacité a utiliser une
grande variété de substrats comme source d’énergie et d’éléments nutritifs.

Les PGPRs favorisent la croissance des plantes par des mécanismes directs et/ou
indirects et forment un groupe hétérogene de bactéries dont les genres les plus étudiés sont:
Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Enterobacter , Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas et Rhizobium (Kloepper et al., 1999 , Barraquio et al., 2000 ;

Ahmad et al., 2008 ;Wang et al., 2014)
2. Interactions plantes-PGPRs
2.1. Promotion de la croissance de 1’héte

Certaines souches de PGPR des genres Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus,
Rhodobacter, Azospirillum ont été décrites pour leur effet direct positif sur la croissance et la
production des plantes (I€égumes, pomme, citron, myrtille, mdre, abricot, framboise, betterave
a sucre...). Les PGPRs peuvent favoriser la croissance des plantes hdtes par divers
mécanismes tels que la fixation d’azote (N,), la solubilisation d’oligoéléments tels que le
phosphate (P) (Cakmakeci et al. 2006; Orhan et al. 2006), 1'inhibition de la synthese
d'éthyléne par la plante, la synthése des phytohormones ou de vitamines (Dobbelaere et al.

2003), et en diminuant la toxicité des métaux lourds (Burd et al. 1998; Whipps 2001).

2.2. Renforcement de la capacité défensive de 1"hote

Certaines souches de PGPR peuvent protéger les plantes d une facon indirecte par la
stimulation de mécanismes de défense inductibles dans la plante, ce qui peut rendre 1'hote
beaucoup plus résistant a 1’agression future par des agents pathogenes (Van Loon et al. 1998;

Pieterse, CMJ. et al. 2002).
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3. Mécanismes impliqués dans la stimulation de la croissance des plantes

par les PGPRs

Les PGPRs s’affectent la santé des plantes et la productivité par une variété de

mécanismes directes et indirectes.
3.1. Les mécanismes directs

Les bactéries PGPR facilitent la croissance des plantes directement en aidant a
l'acquisition des ressources (azote, phosphore et minéraux essentiels) ou par modulation des

niveaux d’hormone végétales.
3.1.1. Fixation d’azote

L’azote est souvent considéré comme un facteur limitant de la croissance des plants.
La forme gazeuse (N3) est la plus répondus de cet élément (78% d’air sec), mais cette forme
est inaccessible aux plantes ou aucune espéce végétale n'est capable de fixer I’azote
atmosphérique et de l'utiliser directement pour sa croissance (Pujic et Normand, 2009 ;
Arora et al., 2012). Cependant, les PGPRs ont la capacité de fixer le Nrau sol en le rendant
ainsi assimilable par les plantes. Les especes les plus connus pour leur rdle de stimulation des
plantes grace a leur capacit¢é de fixer [’azote atmosphérique sont : Azoarcussp.,
Burkholderiasp., Gluconacetobacterdiazotrophicus,  Herbaspirillumsp,  Azotobacter
Paenibacillus et Azospirillumbrasilense, qui transforment l'azote atmosphérique en ammoniac
en utilisant un systéme enzymatique complexe connu sous le nom de la nitrogénase (Weyens

et al., 2010 ; Arora et al., 2012).
3.1.2. Solubilisation du phosphore

Le phosphore constitue 1’élément le plus important aprés 1’azote, c’est un nutriment
vital pour la croissance et la productivité des cultures (La photosynthése, le transfert
d'énergie, biosynthése macromoléculaire et la respiration). Les plantes ne sont capables que
d’absorber les formes solubles mono- et dibasiques du phosphore. Par ailleurs, les
microorganismes solubilisant le phosphate sont abondants dans le sol et dans la rhizosphere
de la plupart des plantes, ils convertissent les phosphates insolubles en forme soluble, en
libérant le phosphate li¢ par solubilisation et minéralisation, et ceci est réalis¢ grace a

l'acidification, la chélation et la production d'acides organiques tels que ’acide gluconique.
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Les especes appartenant aux genres bactériens comme : Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus et Serratia ont la capacité de solubiliser le phosphate

dans le sol (Arora et al., 2012 ; Bhattacharyya et al., 2012 ; Gupta et al.,2015).
3.1.3. La production de sidérophores

Le fer est I’'un des oligoéléments les plus importants pour la croissance microbienne,
il agit comme un régulateur global de nombreux processus cellulaires, métaboliques et
biosynthétiques. Dans des conditions de carence en fer, les bactéries aérobies produisent
des métabolites secondaires appelés sidérophores. Bien que les champignons
phytopathogénes synthétisent des sidérophores, ceux-ci ont généralement une faible
affinité pour le fer par rapport a ceux produits par les PGPRs (Schippers et al., 1987 ;
Briat ,1992; Ratul, et al., 2012). Les sidérophores fixent le fer ferrique (Fe’") et le

transforment en sa forme soluble qui est le fer ferreux (Fe").

3.1.4. La production des phytohormones

Il existe deux sources de phytohormones naturellement disponibles pour les plantes :
production endogene par les tissus de la plante et exogéne par des micro-organismes associés.
Les PGPRs produisent différentes phytohormones comme : 1'AIA (Acide indole acétique :
auxines), l'acide gibbérellique et les cytokinines. Ce sont des petites molécules de signal
produites en trés faible concentration influengant les processus biochimiques, physiologiques
et morphologiques dans les plantes (Han et al., 2005 ; Baca et Elmerich, 2007 ; Kloepper et
al., 2007 ; Martinez-Viverosl et al., 2010).

L'auxine est la plus importante des hormones de croissance des plantes. Elle est
impliquée dans plusieurs processus, y compris la division cellulaire, la différenciation et la
formation de faisceaux vasculaires, et elle a un effet positif sur l'initiation de la croissance et
I’¢longation des racinaire. Elle augmente également la ramification des racines et améliore
l'absorption de minéraux et d'eau (Paten et Glick, 2002 ; Ahmad et Kibret, 2013 ; Gupta et
al,, 2015).

Les cytokinines et les gibbérellines sont aussi des phytohormones impliquées dans la
modification de la morphologie des plantes et la stimulation de la croissance de la partie
aérienne. Les Gibbérellines ou acides gibbérelliques forment le groupe de phytohormones

impliqué dans la modification de la morphologie de la plante par I’extension des tissus, en

11
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particulier de la tige. Ils affectent les processus de reproduction dans une large variété de
plantes et retarde la sénescence des fruits et des feuilles (Van Loon, 2007).

L'éthyléne et un régulateur impliqué dans la stimulation de la croissance des plantes a des
concentrations modérées, mais dans les conditions du stress (salinité, pollution par les métaux
lourd...etc.), la plante augmente la sécrétion de 1’éthyléne, ce qui induit I’inhibition de la
croissance des racines (Saleem et al., 2007).Les PGPRs tel que les Pseudomonas, produisent
de ’ACC désaminase, une enzyme qui dégrade 1’éthyléne diminuant par conséquent la

toxicité de cet ¢lément sur la plante.
3.2. Les mécanismes indirects

Les rhizobactéries jouent un role majeur dans la lutte contre ces agents, ou un large
spectre des maladies bactériennes, fongiques et parasitaires est supprimé via la production
d'antibiotiques, compétition (pour les éléments nutritifs, I’oxygene et I’espace), l'activation de
la résistance systématique induite (ISR) et la production des enzymes (chitinase, protéase,

lipase), cette protection est nommée biocontrole.
3.2.1. La compétition

La compétition est un mécanisme biologique utilisé par les PGPRs pour éliminer les
phytopathogénes. Cette compétition entre deux ou plusieurs microorganismes concerne soit
les ¢éléments nutritifs, l'espace ou les autres facteurs environnementaux qui deviennent
limitatifs pour leur croissance (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Shameer et Prasad,

2017).

Un agent antagoniste efficace doit €tre un colonisateur agressif capable d'utiliser
rapidement et efficacement les ¢léments nutritifs présents en faible concentration dans le sol.
La suppression des effets néfastes des agents pathogeénes par les bactéries bénéfiques est
influencée par la densité et I’intensité de I’activité des rhizobactéries (Jijakli, 2003 ; Podile et

Kishore, 2006).
3.2.2. L’ Antibiose

La production d’antibiotiques est 'un des mécanismes utilisés par les PGPRs dans la
prévention des attaques pathogenes et dans la suppression des maladies d’origine biotique.
C’est le mode d’action le plus étudié chez les agents de la lutte biologique (Jijakli, 2003). 11

consiste a produire des antibiotiques efficaces contre I’agent pathogéne par 1’agent

12
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antagoniste. Ces molécules bioactives sont des métabolites secondaires a faible poids
moléculaire tel que I'amphicine, le 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG), cyanure d’hydrogene
(HCN) et la phénazine qui agissent comme des facteurs contre I’attaque des pathogénes
(Corbaz, 1990 ; Babalola, 2010 ; Shameer et Prasad, 2017). Certains métabolites
interférents avec la germination, la croissance mycélienne et/ou la sporulation des agents
phytopathogenes, ces molécules bioactives vont ralentir ou arréter la croissance de l'agent

pathogéne (Jijakli, 2003).
3.2.3. Le parasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes
ou les tissus vivants de ’'un constituent une base nutritive pour 1’autre (Helluy et Holmes,
2005). I1 implique l'invasion des cellules de l'agent pathogeéne par le microorganisme
antagoniste. L'agent antagoniste utilisera des enzymes lytiques telles que les glucanases, les

chitinases et les lysozymes pour dégrader les parois de 1'agent pathogene (Corbaz, 1990).
3.2.4. La Résistance systémique induite « ISR »

L’expression de mécanismes de défense systémique chez les plantes peut étre initiée
suite a I’interaction avec certaines rhizobactéries non pathogenes lors d’un phénomene appelé
ISR (Induced Systemic Resistance).Ce mécanisme rend la plante plus résistante contre
d’éventuelle attaque des agents pathogénes (virus, bactéries et champignons). De nombreux
composants bactériens tel que les Lipopolysaccharides (LPS), sidérophores, lipopeptides
cycliques, peuvent induire une résistance systémique des plantes (Gupta et al., 2015 ;

Shameer et Prasad, 2017).
3.2.5. La Production d’enzymes

L’amélioration de la croissance par I’activité enzymatique est un mécanisme utilisé
par les PGPRs, ces enzymes jouent un rdle clé dans le processus global de la décomposition
de la maticre organique dans les écosystémes en protégeant ainsi les plantes des stresses
biotiques et abiotiques. Les rhizobactéries favorisant la croissance des plantes peuvent
produire certaines enzymes telles que les chitinases, lipases, phosphatases, protéases, etc.

(Nadeem et al., 2013).
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1. Généralités sur I’auxine

L’auxine est la premiére hormone végétale a avoir été décrite. Elle est semble
impliquée dans tous les aspects de la croissance et du développement de la plante. En fait,
sous le nom “auxine”, sont regroupées un ensemble de molécules de petite taille et de
structure relativement simple. L’auxine naturelle la plus abondante est I’acide indole-3-
acétique (AIA). Mais d’autres auxines ont été décrites : des auxines naturelles comme [’acide
indole-3-butyrique 5 (AIB) (Epstein et Ludwig-Muller, 1993); ou des composés chimiques
artificiels ayant une activité auxinique comme 1’acide 2,4dichlorophénoxyacétique (2,4-D) ou
I’acide naphtaléne acétique (ANA). Les réponses physiologiques a 1’auxine sont multiples.
L’hormone est notamment impliquée dans la croissance différentielle des tissus lors de
différents tropismes et notamment dans le gravitropisme racinaire et le phototropisme de la
tige. Elle régule également 1’¢longation des tissus, la différenciation des tissus vasculaires,
I’établissement de la dominance apicale, I’initiation des racines latérales et des primordial
dans I’apex caulinaire (Davies, 1995). Au niveau cellulaire, ’auxine régule la division,
I’allongement et la différenciation, avec des différences dans la sensibilité et la nature de la

réponse a I’auxine selon les tissus.

La quantité intracellulaire de I'auxine est régulée par une combinaison de quatre
processus : la biosynthése, la conjugaison, la dégradation et le transport. La biosynthése de
I’AIA semble assurée par plusieurs voies paralleles. L’auxine peut étre conjuguée de manicre
réversible (Davies, 1995). 11 semble que, sous sa forme conjuguée, elle ne soit pas active et
qu’il puisse donc exister des réservoirs d’auxine inactive, les conjugués pouvant étre
hydrolysés si nécessaire. La dégradation peut se voir soit directement par une décarboxylation
oxydative, soit par I’intermédiaire des conjugués. La variété et la complexité¢ des mécanismes
de biosynthése rendent difficile I’étude des lieux de synthése de 1’auxine. L’hypothése
majoritaire place la production de I’auxine principalement dans 1’apex caulinaire et les jeunes

feuilles. L auxine serait ensuite transportée dans le reste de la plante (Reinhardt et al., 2003).
2. La biosynthese de I’auxine

La biosynthese de I’auxine est complexe car il existe cinq voies différentes menant a
la production de novo des auxines, quatre dépendantes du tryptophane et une indépendante du

tryptophane (Figure 6).
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Figure 6 : Voies de biosynthése de l'acide 3-indole acétique (AIA) chez les plantes et les
microorganismes ainsi que les différents modes de conjugaison (Woodwark et al, 2005 et

Zhao,2010).

Les fléches pleines dont la figure 6 représentent les étapes de la voie de synthése dont
les enzymes sont connues alors que les fleches en pointillés représentent des étapes dont les

enzymes ne sont pas encore identifiées.

La voie TAM (en rose dans la figure 6) fait intervenir un tryptophane décarboxylase
qui convertit le tryptophane en tryptamine (TAM) et les enzymes YUCCA, qui portent une

activité.

La voie IAOx et glucosinates (bleu) fait intervenir trois enzymes connues. Ainsi, deux
isoformes des cytochromes P450 monooxygénases (CYP79B2 et CYP79B3) oxydent le
tryptophane en IAOx alors que le cytochrome P450 monooxygénase, CYP83B1, codé par le
géene SUR2 (SUPERROOT2) synthétise la molécule de 1-aci-nitro-2-indolyl-éthane
transformée par SUR1 en glucosinolateindolique. Les Flavinesmonooxygénase convertissent,
vraisemblablement, la tryptamine en N-hydroxyl tryptamine qui deviendra 1’acide 3indole
acétique par I’intermédiaire IAOx ou d’autres intermédiaires.

La voie IPA (vert) est composée d’une enzyme tryptophane aminotransférase, TAAI,
qui convertit le tryptophane en IPA. Puis, 'IPA décarboxylase catalyse la conversion de

I’IPA en indole-3acétaldéhyde qui sera lui-méme transformé en AIA.
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La voie bactérienne IAM (orange) de la biosynthése d’IAA et la voie indépendante du

tryptophane (en gris) ne sont pas trés bien étudiées.
3. Conjugaison et dégradation de I’auxine

La conjugaison de 1’auxine est nécessaire pour la régulation de son homéostasie, et
permet aussi de créer des réserves d’auxine. Cela est notamment retrouvé dans les graines ou
de nombreux conjugués auxiniques sont présents afin d’étre utilisés apres hydrolyse pour le
développement de I’embryon (Bajguz and Piotrowska, 2009). Les auxines conjuguées
peuvent étre réparties en trois groupes en fonction des molécules conjuguées : les conjugués
esters (1 & 10% de I'auxine de la plante), les amides conjugués a des acides aminés (90%) et

les peptides et protéines.

Les conjugués esters permettent de lier des sucres, tels que I’AlA-glucose et I’ AIA-
myo-inositol. Ces composés sont catalysés par des UDP glucose transférases qui sont
retrouvés dans les monocotylédones et les dicotylédones (Jackson et al. 2001; Ludwig-

Muller 2011).

Les acides aminés sont conjugués a I’auxine via des enzymes acylamino-transférases
codées par des genes de la famille des génes GH3 initialement identifiés comme étant des
geénes induits rapidement en réponse a 1’auxine. Parmi les différentes conjugaisons d’acides
aminés, certaines sont réversibles et permettent la libération de 1’auxine grace a des amino-
hydrolases acides. Cela est notamment le cas pour les conjugaisons avec la leucine, 1’alanine
et la phénylalanine. D’autres composés ne sont pas hydrolysables et sont considérés comme
des intermédiaires de dégradation de 1’auxine. C’est le cas de I’aspartate et du glutamate.
Enfin, certains conjugués avec des acides aminés comme la valine et la phénylalanine peuvent
étre oxydés et rendent ainsi 1’auxine inactive. La réaction d’oxydation ne semble pas étre
réversible, faisant ainsi de ces composés des produits de dégradation de I’auxine (Ostin et al.,
1998; Kai et al., 2007). De plus, I’acide 2-oxoindole-3-acétique (OxIAA) a été montré
comme étant un produit de la dégradation de I’auxine puisque ce composé s’accumule
rapidement en une dizaine de minutes lorsque 1’on applique de I’auxine exogéne (Ostin et al.,
1998; Novak et al., 2012). Néanmoins, les mécanismes de dégradation sont encore assez

méconnus.
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4. Transport d’auxine

Bien que I’AIA puisse étre synthétisé dans de nombreux tissus, le transport de I’auxine
est complexe et finement régulé. L’auxine a été découverte au niveau du méristéme apical
laissant penser a une forte production dans cette structure. En effet, il apparait que 1’auxine est

accumulée dans les territoires présomptifs des primordia de feuilles dans le méristéme apical.

Une caractéristique spécifique de I'auxine est sa capacité a migrer entre les cellules
d’une manicere directionnelle. Ainsi, dans les méristémes apicaux, I’AIA est transportée de
fagon basipete (de I’apex vers la base) alors qu’au niveau des racines, dans le cylindre central,
il y a un transport acropéte et dans 1’épiderme, un transport basipéte (Woodward and Bartel

2005).

Ce processus de distribution de I’auxine de maniére directionnelle est crucial pour le
développement de la plante. Il existe deux grandes voies participant a la distribution de
I’auxine. La premicre est rapide et permet un transport longue-distance entre les tissues
sources et les tissus-puits. En général, les tissus-sources sont les tissus jeunes en formation au
niveau du méristeéme, la distribution s’effectue grace au phloéme de manicre passive afin de
décharger 1’auxine dans les tissus-puits. La deuxieme voie de distribution de 1’auxine est plus
lente et concerne des trajets plus courts, de cellule a cellule en faisant intervenir des protéines
de transport. Cette voie de transport est polarisée et strictement contrdlée (Woodward and

Bartel 2005).
5. Inhibiteurs du transport d'auxine

Sous certaines conditions environnementales, la plante est susceptible a un
déséquilibre hormonal qui provoque I’inhibition de certaines phytohormones. Le transport
polaire de l’auxine peut étre bloqué par plusieurs inhibiteurs qui sont de différentes
origines. Les inhibiteurs du transport des phytohormones peuvent étre des substances
végétales endogenes, des composés indigénes d’origine non végétale ou des drogues
enticrement synthétiques. Ils peuvent agir soit de maniére non compétitive, ou de manicre
compétitive comme c’est le cas des analogues synthétiques d'une phytohormone donnée qui
sont principalement (mais pas toujours) physiologiquement actifs en tant que phytohormone

native elle-méme (Simon et al. 2013).
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5.1 Inhibiteurs de plantes indigenes
5.1.1 Spécifique pour les transporteurs d’afflux d’auxine

Le seul inhibiteur connu de 1'afflux de I'auxine signalé jusqu'ici dans les plantes est la
chromosaponine I (CSI), une saponine y-pyronyl-triterpénoide isolée du pois (Pisumsativum
L. cv Alaska) (Tsurumi et al. 1992). Le CSI perturbe la réponse gravitropique de plantes de
type sauvage et bloque l'inhibition de la croissance primaire des racines par l'auxine native

(acide indole-3-acétique, IAA).
5.1.2 Spécifique pour les transporteurs d'efflux d'auxine

La voie de biosynthése des phénylpropanoides semble étre une source notable de
composés natifs qui interférent avec le transport de I’auxine et en particulier avec son efflux
cellulaire. La voie susmentionnée conduit & un grand nombre de métabolites secondaires de

plantes, notamment des flavonoides, des tanins, des coumarines, etc. (Vogt 2010).

5.2 Inhibiteurs synthétiques
5.2.1 Spécifique pour les transporteurs d’afflux d’auxine

Les inhibiteurs synthétiques de I'afflux d'auxine: I'acide 1-naphtoxyacétique (1-NOA),
l'acide 2-naphtoxyacétique (2-NOA) et l'acide 3-chloro-4-hydroxyphénylacétique (CHPAA) -
ont été dérivés sur la base de similitudes structurelles avec le produit de synthése ;1’analogue
de ’auxine 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) qui est un bon «substrat» des transporteurs
d’afflux d’auxines ou avec I’acide naphtaléne-2-acétique (2-NAA) capable d’inhiber les
vecteurs d’afflux d’auxines.(Imhoff et al. 2000).

Leur similarité structurelle avec les auxines physiologiquement actives provient du
fragment aromatique substitué par une chaine latérale acide avec un groupe carboxyle, qui est
suppos¢ se lier spécifiquement a une région particuliere du récepteur auxine putatif

(Edgerton et al. 1994).

5.2.2 Spécifique pour les transporteurs d'efflux d'auxine

Le groupe d'inhibiteurs synthétiques de l'efflux d'auxine induite par les supports comprend les
phytotropines telles que la NPA, l'acide 2- (1-pyrénoyle) benzoique (PBA) ou le cyclopropyl
propane dione (CPD), les morphactines (HFCA et ses dérivés), le TIBA, les alcoxyauxines et
les composés de type 3,3a-dihydro-2- (p-méthoxyphényl) -8H-pyrazolo [5,1-a] isoindol-8-one
(DPX-1840).
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Structurellement, les phytotropines partagent un groupe 2-carboxyphényle li¢ & un autre
systeme aromatique. En régle générale, ils inhibent le transport de l'auxine polaire, ce qui
entraine une réponse dose-réponse biphasique a l'inhibition de la croissance des racines et

donc a une perte de gravitropisme (Katekar and Geissler 1980).
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1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Les graines de la plante étudiée ; Moringa oleifera ; ont été récoltées du sud algérien durant

la période : Aout-Septembre 2018 (Figure 07).

Figure 07 : Graines de Moringa Oleifera.(originaire)

1.2. Souche bactérienne

La bactérie PGPR utilisée dans cette étude est une Bacillus toyonensis souche Bt04 a
un numéro d’accession: KU321234. Elle a été isolée a partir de la rhizosphére du palmier
dattier a Bechar, Algérie, et identifiée a I'aide de la technique de séquencage de 'ARNr 16S
(Rahmoune et al. 2017).

La souche bactérienne a subi une série de multiplication (3 fois), sur un milieu King B

solide afin d’assurer leurs pureté.
2. Méthodes

2.1. Mise en germination des graines

60 graines de Moringa Oleifra ont été désinfectées par immersion dans I’eau de javel
diluée pendant 5 min, puis rincées trois fois a I’eau distillée. Chaquel0 graines ont été ensuite
déposées sur une feuille de papier filtre humidifiée, enroulée et mis dans des tasses contenant
de l’eau distillée. Les graines ont été mise en germination dans une chambre de culture
pendant 28 jours a une température de 26°C, et une photopériode 16h/8h (jour/nuit

respectivement) (figure 8).
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Figure 8 : La mise en germination des graines. (Originaire)

2.2. Préparation de I’inoculum bactérien

Les bactéries ont été cultivées sur un milieu de culture King B solide (Annexe 1) sous
une température de 28°C. Apreés 24h, les bactéries ont été raclées dans 1’eau péptonée
(Annexe 2), et remises en incubation a 28°C sous agitation a 120 tpm (Figure 9). Aprés 24 h
d’incubation, nous avons gardé une densité optique de I’inoculum bactérien de 1’ordre de 1,00

a ’aide d’une lecture spectrophotométrique a 630 nm de longueur d’onde.

Figure 9: Les milieux de culture de la bactérie (King B solide et eau péptonée)

21



Matériel et méthodes

2.3. Application des traitements et mise en place de I’essai

Afin de clarifier I’effet de I’inhibition du transport d’auxine sur la formation et le
développement des tissus primaires et secondaires des tiges et racines des Moringa, une
concentration de 150 uM de I’inhibiteur du transport afflux de I’AIA « 1-NOA » (Annexe 3)
a été appliquée en présence/ou absence de Bt04 (Figure 10). Les traitements appliqués sont
comme mentionner ci-dessous :

- A : Plants témoins

- B : Plants traités par Bt04

- C : Plants traités par 1-NOA

- D : Plants traités par Bt04 et 1-NOA

Pour chaque traitement, 04 plants ont été cultivé dans de I’eau distillée et incubés a

une température de 26°C pendant 07 jours.

Figure 10: Application des traitements.

2.4. Paramétres mesurés
2.4.1. Dosage des sucres

Les sucres de la partie aérienne et racinaires ont été déterminés selon la méthode de
(Dubois et al. 1956) dont le principe repose sur la réaction suivante : I’acide sulfurique
concentré provoque, a chaud, le départ de plusieurs molécules d’eau a partir des oses. Cette
déshydratation s’accompagne par la formation d’un Hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le

cas d’hexose et d’un furfural dans le cas d’un pentose. Ces composés se condensent avec le
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phénol pour donner des complexes colorés (jaune-orangé).L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration des oses. La densité optique est mesurée a 485nm a ’aide

d’un spectrophotométre (Annexe 4).

il

Figure 11 : Dosage des sucres
2.4.2. Observation des coupes anatomiques

Apres 7 jours de traitement, nous avons pris les parties situées a 2 cm au-dessus et au-
dessous du collet (échantillonnage des tiges et des racines). Les observations ont été réalisées
sur des coupes de racines, tiges issues a I’aide d’un microtome de type LEICA 2145 a une
¢paisseur de7 um (Figure 12). Les coupes obtenues ont été¢ soumises a plusieurs protocoles
afin d’obtenir des coupes histologiques pour des observations microscopiques (Annexe 5).

Les observations sont réalisées a l'aide d'un microscope doté d'un micromeétre oculaire.

Figure 12: Microtome Leica
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2.4.3. Les analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel STATGRAPHICS
Centurion et I’Excel version 2013, en utilisant:
- La procédure d’analyses de la variance a un facteur, avec éventuellement la comparaison des
moyennes selon le test de LSD de Fisher (au seuil de 5 %).
- Les discriminations des groupes homogenes par rapport a I’effet d’un facteur ont été

¢galement réalisées avec un test de LSD de Fisher (au seuil de 5 %).

- Les bars d’erreur sur les figures représentent 1’écart type.
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1. Effet des traitements sur la croissance du Moringa oleifera

Cette partie dans notre travail, a pour but de vérifier et de confirmer I'effet des
traitements par I’inhibiteur d’auxine (I-NOA) et par la souche Bt04 sur la croissance et le

développement des plantules agées de Moringa (Moringa oleifera).
1.1. Longueur des tiges

Les résultats obtenus montrent que les traitements affectent de manicre significative la

longueur des tiges des jeunes plantules de Moringa.

07 jours apres application des traitements, les valeurs les plus élevées ont été obtenues
par les traitements PGPR et le témoin qui ont montré des longueurs de 9,5 cm et 16 cm,
respectivement. Alors que, les traitements d’inhibiteur d’auxine et PGPR+NAO ont présenté
une longueur stable (les mémes longueurs obtenus avant et aprés application des traitements

(figure 13).

L’analyse de la variance a la fin de la culture a révélé un effet hautement significatif

des traitements sur la longueur des racines (Annexe 6).
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Figure 13 : Comparaison histométrique de I’évolution de la longueur moyenne des tiges

avant et apres application des traitements.
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1.2.  Longueur des racines

Les traitements ont affectée de manicre significative la hauteur des racines du Moringa
par rapport au témoin. La valeur la plus élevée a été obtenue par le traitement PGPR qui a
augmenté la longueur des racines de la plante de 71,42% par rapport aux valeurs de départ.
De méme, les traitements PGPR+NAO, NAO et témoin ont enregistré des valeurs supérieures
par rapport aux valeurs de départ, par des augmentations de départ de 9,30%, 5,41 % et
3,84%, respectivement (figure 14).

L’analyse de la variance a la fin de la culture a révélé un effet hautement significatif

des traitements sur la longueur des racines (Annexe 7).
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Figure 14: Comparaison histométrique de I’évolution de la longueur moyenne des

racines avant et apreés application des traitements.
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2. Effet des traitements sur la teneur en sucre

2.1. Dans la partie aérienne

D’apres la (figure 15) on remarque que la valeur la plus élevée, de la teneur en sucres
totaux, est notée chez le traitement ‘PGPR+NAQ’, avec une valeur de 1,42 mg/ml. Suivie par
le traitement PGPR avec une valeur de 1,30 mg/ml (Annexe 8). Soit des augmentations de

57,77 % et 34,02 %, respectivement, par rapport au témoin.
2.2. Dans la partie racinaire

La comparaison des teneurs en sucres obtenues entre les différents traitements étudiés a
montré que le taux du sucre augmente chez les traitements ‘1-NAO’ et PGPR+1-NAO,
considérablement, par rapport au témoin. Avec des teneurs enregistrés de 0,52 mg/ml, 0,50

mg/ml et 0,14 mg/ml (Annexe 8) respectivement (figure 15).
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Figure 15: Comparaison des teneurs en sucres dans les parties aériennes et racinaires.
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3. Etude anatomique

3.1. Etude anatomique de la tige de Moringa oleifera

L’observation des coupes de tige de Moringa oleiefera sous microscope permis

d’identifier les tissus suivants :
» L’écorce :

- L'épiderme (Tissu de revétement) : L’épiderme constitue la couche de cellules la plus

externe recouvrant la plante, son importance pour la protection des tissus internes.

- Le parenchyme (Tissu fondamental) : Tissu constitu¢ de cellules vivantes, vacuolisées,
qui sont intimement lié¢ aux activités physiologiques essentielles de la plante (photosynthése et

stockage des réserves).

- Sclérenchyme (Tissus de soutien) : Est un tissu soutien primaire forme de cellules mortes,
a paroi secondaire enticrement lignifiée. Il assure la protection mécanique du végétal contre
les agressions par les grains de sable, il est bien développé qui se colore en vert (par le vert

d’iode) (DOUZET, 2007).

» Le cylindre central :
Chez les Angiospermes la circulation des seéves est assurée par : (Xyléme et Phloeme).
- Xyléme (Tissu criblé) : (Du grec xylon =bois) contient trois types d'¢léments :

- Fibres de type trachéide qui assurent le soutien.
- Des cellules de parenchyme et des vaisseaux qui assurent la conduction.
- Les cellules parenchymateuses bordent des vaisseaux assurent la sécrétion des ions dans

le xyléme.

- Phloéme (Tissu ligneux) : Le phloéme, ou liber, conduit la séve élaborée, qui est solution de

substances organiques riches en glucides, des feuilles vers les autres organes (colorées en rose).
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Epiderme

Ecorce Parenchyme cortical
Sclérenchyme
Phloé¢me

Cylindre

central Xyléme

Parenchyme médullaire

Figure 16: Coupe histologique de la tige de Moringa oleifera (grossissement 10x10)
3.2. Etude anatomique de la racine de Moringa oleifera

Sous le microscope optique, non avons remarqué une symétrie axiale. On peut distinguer

deux parties, I’écorce et le cylindre central.

- Les poils absorbants : ils forment un chevelu visible a I’eeil nu trés nombreux chez
certaines especes, ils offrent ainsi une surface de contact considérable avec la solution du sol.
- Rhizoderme : Tissus de revétement de la racine se présentant se forme de 1’assise pilifére
dans la zone d’absorption, ou d’une zone de cellules a parois subéreuses dans la partie plus
ancienne.

- Le parenchyme cortical : est constitué¢ des cellules a parois minces habituellement
cellulosiques, méatiques, disposées d'une manicre anarchique, ce tissu est coloré en rose.

(DESTOVER, 2003).

- Le Xyléme : Le xyléme conduit la séve brute, liquide contenant I'eau et les sels minéraux
puisés dans le sol par les racines au niveau de 1'assise pilifére, vers les feuilles ou s'effectue la
photosynthese.

- Le phloéme : Le phlo¢me, ou liber, conduit la seve élaborée, solution de substances
organiques riches en glucides, des feuilles vers les autres organes.
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- Le parenchyme médullaire: des cellules arrondies occupant le centre de la tige avec la

présence de méats bien visibles (DOUZET, 2007).

Les poils absorbants

Rhizoderme

Parenchyme cortical

Phloéme

Xyléme

Parenchyme médullaire

Figure 17: Coupe histologique de la racine de Moringa oleifera (grossissement 10x10).

4. Effet des traitements sur la formation des tissus de Moringa oleifera

Cette partie de notre travail a pour but de vérifier I’effet des traitements appliqués sur

I’architecture et la formation des tissus dans les racines et les tiges de Moringa.

4.1. Dans les racines

La figure 18 montre 1’aspect des tissus conducteurs, apres application des traitements
par PGPR et par inhibiteur d’auxine. Dans le premier traitement, les cellules sont claires et
bien structurées. Cependant, dans le deuxiéme traitement, ces tissus ne sont pas clairs et elles

ont subi une déformation partielle.
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Figure 18 : Coupe histologique des vaisseaux conducteurs de la racine de Moringa oleifera
(G 10x40) ; (A) : traitement par PGPR ; (B) : traitement par inhibiteur

4.2. Dans les tiges

Les résultats obtenus ont montré que les traitements ont significativement affecté la
structure et la formation des tissus dans la tige de la plante. Le traitement PGPR a permis
d’améliorer la structure des vaisseaux conducteurs (figure 19B). Cependant, I’application de
I’inhibiteur d’auxine a donné des tissus non clairs et déformés et de petite taille, par rapport

au témoin ou bien aux autres traitements (figure 19C).
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Figurel9 : Coupe histologique des vaisseaux conducteurs de la tige de Moringa oleifera (G
10x40) ; (A) : Témoin ; (B) traitement par PGPR ; (C) traitement par inhibiteur (D) traitement
par inhibiteur + PGPR

5. Effet des traitements sur la histométrie de Moringa oleifera

Pour I’ensemble des traitements étudiés, nous avons mesuré 1'épaisseur a 1’aide d’un
micrometre, de I’épaisseur de quelques tissus observés (on a basé sur les tissus conducteurs),
au niveau de la tige et la racine de Moringa oleifera, a différents grossissements. 3 répétitions
ont été faite pour chaque tissu de chaque traitement. Les résultats obtenus sont consignés dans

les tableaux suivants :
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Tableau 1 : Les mesures des tissus des racines de Moringa dans les quatre traitements

(coupes transversales) en pm :

Paroi du Paroi du Xyléme Paroi du
Epiderme | parenchyme phloéme .
parenchyme phlo¢me Xyléme
Témoin - - - - - - -
Inhibiteur - - - 18.11 343 21.78 4.22
PGPR 5.66 23.83 2.68 9.19 4.97 22.26 4.61
Inhibiteur
- 25.70 7.09 14.86 4.38 24.71 491
+ PGPR

Tableau 2 : Les mesures des tissus des tiges de Moringa dans les quatre traitements (coupes

transversales) en pm :

Paroi du Phloéme | Paroidu | Xyléme | Paroi du
Epiderme | Parenchyme .
parenchyme Phloeme Xyléme
Témoin - - - 5.72 1.16 16.64 2.38
Inhibiteur - - - - - - -
PGPR 20.04 16.85 2.97 17.53 3.65 32.87 5.72
Inhibiteur +
- - - 14.31 4.97 32.70 6.01
PGPR

En outre, des mesures sur les vaisseaux conducteurs dans les tiges de Moringa par des

coupes longitudinales ont permis aussi de voir la différence entre les traitements appliqués

surtout sur la formation des tissus conducteurs.
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Tableau 3 : Les mesures des vaisseaux conducteurs des tiges de Moringa dans les quatre

traitements (coupes longitudinales) (Annexe 09) en pm :

Vaisseaux conducteurs
Témoin 50.56
Inhibiteur -
PGPR 40.46
Inhibiteur + PGPR 48.61

5.1. Interprétation des résultats et discussion

+ Histogrammes

Une comparaison histométrique entre les tissus d’étude a été réalisée a I’aide d’un

histogramme pour chaque traitement :

5.1.1. Au niveau des racines :

Les mesures réalisées ont montré que les traitements ont une influence significative sur
la taille et le diamétre de quelques tissus, dans les racines de la plante. La comparaison de
diamétre du parenchyme entre le traitement PGPR et le traitement (inhibiteur + PGPR),
montre que cette derniére a permis d’obtenir des cellules plus grandes et bien formées par

rapport au traitement PGPR. De méme, les vaisseaux conducteurs (Xyleéme).
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Figure 20 : Comparaison histométrique entre xyléme et phloeme des racines des

différents traitements de Moringa oleifera
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5.1.2. Au niveau des tiges :

De méme que dans les racines, dans les tiges les mesures réalisées ont montré que les
traitements ont une influence significative sur la taille et le diamétre de quelques tissus. La
comparaison de diametre du parenchyme entre le traitement PGPR et le traitement (inhibiteur
+ PGPR), montre que cette derniére a permis d’obtenir des cellules plus grandes et bien

formées par rapport au traitement PGPR. De méme, les vaisseaux conducteurs (Xyléme).
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Figure 21 : Comparaison histométrique entre xyléeme et phloeme des tiges des différents
traitements de Moringa oleifera
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6. Discussion générale

Tous les organismes multicellulaires, y compris les plantes, doivent coordonner et
intégrer leurs activités de croissance et leur développement. Les coordinations spatiales et
temporelles sont nécessaires pour un traitement / traitement correct d'événements de
développement génétiquement préprogrammeés, ainsi que pour la réponse appropriée d'un
individu donné a des conditions environnementales en constante évolution. Dans les plantes,
les substances de signalisation des plantes (hormones végétales, phytohormones)

interviennent dans la coordination.

L’auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Le terme
d’auxine a été étendu a un ensemble de substances naturelles aux propriétés analogues ainsi
qu’a des hormones de synthése. Elle agit sur I’¢longation et les divisions cellulaires. Ses roles
sont nombreux, sur la dominance apicale, la formation des fruits, la floraison, la réponse a
I’environnement (lumicre, blessures), le développement des organes, et particulierement des
racines et les racines latérales (RL). De nombreuses revues récapitulent les divers réles de

I’auxine sur les plantes (Kieffer et al., 2010).

L’action de I’auxine dépend a la fois de sa concentration et du tissu sur lequel elle agit.
Selon les plantes, une méme concentration sur un méme organe peut entrainer des
conséquences différentes. L’action de l’auxine est dépendante de sa présence et sa

concentration dans la cellule, son transport, et la régulation de genes cible (Herrbach, 2013).

Cette étude a montré qu’apres 1’inoculation des jeunes plantules par la souche PGPR et
méme pour la combinaison entre cette souche et I’ihinibiteur d’auxine, des améliorations de la
longueur moyenne des racines et de la longueur de la tige des plantes ont été enregistrées. Des
constatations similaires ont été signalées par (Akhtar et al ,2013) qui ont inoculé les grains
de blé¢ par deux souches bactériennes en quantit¢ suffisante, ce qui a entrainé une
augmentation et une stimulation de la croissance des plantes. De méme, l'application des
PGPR augmentait considérablement la hauteur des plantes de 25% par rapport au contrdle

non inoculé signalé par (Abbasi et al, 2011).

Par ailleurs, I’application de I’inhibiteur d’auxine a montré un déséquilibre dans la
croissance des plantules de Moringa. Pour la majorité des parameétres étudiés, ce traitement, a
donné des résultats inferieure par rapport aux autres traitements. (Imhoff et al.2000) ont

examiné la capacit¢ de I’inhibiteur NAO sur les transporteurs d’efflux d'auxine a des
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concentrations faibles sur des cellules de tabac cultivées en suspension, les résultats obtenus
ont montré I’effet de cette molécules sur le blocage du transport d’auxine et sur la mal
croissance des plantes. D’aprés (Yang et al.2006.), cette substance réduit les effets de I'TAA
sur la croissance des racines tout en bloquant la formation des tissues internes et conducteurs
surtout. En outre, le taux de croissance des racines de plantes inoculées par la souche PGPR
Bt04 seule est supérieur a celle du témoin. Cependant, I’application de I’inhibiteur 1-NOA en
présence de Bt04 (PGPR+ 1-NAO) a permis d'obtenir des racines et des tiges un peu plus
longues, par rapport au témoin et aux autres traitements. Des études littéraires et pratiques
suggerent que les combinaisons (Auxine/inhibiteur) ont montré de meilleurs résultats quand il
y a la une synergie entre ces substances (Akhtar et al., 2013; DeFreitas, 2000). (Turan et
al.2012.) a signalé que l'inoculation avec B. megaterium M3 a augmenté de 19%, alors qu’une
inoculation mixte avec Bacillus subtilis OSU-142 et B. megaterium M3, ou de Bacillus
subtilis OSU-142 avec un inhibiteur d’auxine NPA augmente de 33% et 25 % la croissance

des par rapport aux témoins.

Cependant, la teneur en sucres a été augmentée par les traitements par inhibiteur (NAO)
et par la combinaison (PGPR+1-NAO) et par la souche PGPR. B. subtilis et P. fluorescens ont
considérablement augmenté les masses séches fraiches de racines et de feuilles, les acides
aminés libres totaux et les teneurs en sucres des plants de radis cultivés sous stress de salinité
par rapport aux plants non inoculés (Mohamed et Gomaa. 2012). Pour les partie racinaires
on note que dans notre résultats la concentration des sucres des parties racinaires diminuent ce
phénomeéne est probablement due a un arrét de la croissance des racines et donc a un arrét de
la consommation des sucres (Hummel et al. 2010 ; Muller et al. 2011).

Pour I’étude histologique, nos résultats obtenus ont montrés que les PGPR ont un effet
significatif sur la formation des tissus et surtout les vaisseaux conducteur. L’ effet positif des

PGPR sur la formation des tissus racinaires est signalé par (Essaid Ait, B et al., 2013).

Une autre caractéristique des PGPR communément rapportée est la production de
phytohormones telles que I'IAA, considérée comme le mécanisme de croissance des plantes le
plus communément signalé (Liao et al. 2017). Selon (Patten et Glick 2002), I'TAA est la
phytohormone la plus courante et la mieux caractérisée. Il a été estimé que 80% des bactéries
isolées de la rhizosphére peuvent produire un régulateur de croissance des plantes IAA qui
améliore la croissance et la division cellulaire. Les mémes auteurs (Patten et Glick 2002) ont

démontré que I'AIA bactérienne de P. putida jouait un role majeur dans le développement du
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systéme racinaire de la plante hote. De méme, la production d'TAA dans HP 72 de P.

fluorescens était corrélée a la croissance de quelques tissus dans les racines.

L’inhibiteur d’auxine le I-NOA a un effet nocif sur la formation et le diamétre des tissus
de Moringa oleifera. 11 a causé une destruction partielle des tissus et surtout les vaisseaux
conducteurs. (Satoshi Shimamura et al. 2016) ont prouvé dans une étude que I’inhibiteur 1-
NOA bloque le transport d’afflux d’auxine, ce qui réduit les diametres des tissus de
I’aérenchyme chez le riz. De méme, selon, (Kant et al. 2009), le manque d’expression
d’auxine chez le riz a entrainé une croissance plus faible des pousses et des racines, une

morphologie altérée et des tissus vasculaires plus petits.

L’effet de I’inhibiteur d’auxine et presque négligeable en présence des PGPRs dans le
milieu de la plante. L'inoculation de la PGPR a favorisé la division cellulaire de la racine du
bl¢ (Levanony et Bashan, 1989), a augment¢ le diameétre et la longueur des racines latérales
du mais et a favorisé le développement des poils absorbants et des vaisseaux conducteurs
(Kapulnik et Okon, 1983). Chez le bananier, I'amélioration du systéme racinaire est un
critere important pour un meilleur ancrage, une croissance plus rapide et un meilleur
rendement fruitier (Blomme, 2000). (Chaiharn et Lumyong 2011) ont analysé avec succes
des rhizobactéries pour déterminer la production dTAA et leurs effets sur 1'¢longation des

racines, en présence d’inhibiteur d’auxine, chez le mais.
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Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence 1’effet d’inhibiteur d’auxine (1-
NOA) et / ou d’une souche PGPR, sur la croissance de la plante, les teneurs en sucres, la
formation des histologiques et I’histométrie chez Moringa oleifera.

Les résultats obtenus ont montré que les traitements ont affecté significativement les
différents paramétres étudiés. L’application de I’inhibiteur d’auxine 1-NOA, a bloqué la
croissance des tiges et des racines de la plante, d’un co6té, et d’un autre coté a provoqué un
déséquilibre et une déformation partielle de la structure histologique des différents tissus dans
les feuilles ainsi que dans les racines. Ces tissus, et aprés des mesures histométriques, ont
présenté des diametres inferieure par rapport aux autres traitements. Cependant, I’application
de la souche PGPR ‘Bt04’ a augmenté, d’une manicre significative, les différents parametres
étudiés, y’a compris la structure et ’histométrie des tiges et des feuilles de la plante. De
méme, la combinaison entre les deux traitements (PGPR + 1-NOA), a montré des
augmentations et des améliorations pour les différents paramétres, ce qui confirme I’effet
bénéfique de la souche Bt04 qui a pu bloquer et inhiber le réle de I’inhibiteur 1-NOA.

Par ailleurs, aprés ’analyse histométrique, les diametres les plus élevé, dans les racines, ont
¢té obtenu par le traitement (PGPR + 1- NOA) qui donné un diamétre de 24.71 pm
pour le xyléme et de 14.86 um pour le phloeéme, suivie par le traitement (PGPR) qui a
enregistré des diamétres de 22.26 pum pour le xyléme et de 9.19 um pour le phloéme.
Ainsi dans le perspective d’améliorer et d’approfondir ce travail, et afin de bien comprendre
le role des éléments précité dans la physiologie et la croissance des plantes, il serait judicieux
de :

1- Suivre les voies de transport des auxines bactériennes de la bactérie productrice vers la

plante hote et voir leur effet sur la plante

2- Utiliser d’autre type d’inhibiteur d’auxine seul ou en combinaison avec d’autre PGPR.
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Annexes



Annexe 01

Réactifs :
- King B solide (43 g de King B solide —> 1000 ml d’eau distillée).

Protocole :

- Peser 12.9 g de King B solide.

- Ajouter la quantité pesée a 300 ml d’eau distillée.

- Agiter le tout sur une plaque chauffante/ agitateur jusqu’a sa solubilité.

- Verser la solution dans des flacons et mettre dans 1’autoclave pendant 15 min pour la

stérilisation.

Annexe 02

Réactifs :
- Eau péptonée (16 g d’eau péptonée —> 1000 ml d’eau distillée).

Protocole :

- Peser 9.66 g d’eau péptonée.

- Ajouter la quantité pesée a 600 ml d’eau distillée.
- Agiter le tout jusqu’a homogination.

- Stériliser la solution dans un autoclave.

Annexe 03

Réactifs :

- 1-NaphthOxyacetic Acid (1-NOA).
- DiMethyl SulfOxide (DMSO).

Protocole:

- Peser 0.0112g de 1-NOA.
- Dissoudre la quantité du 1-NOA dans 01 ml de DMSO (solution mére).

- Ajouter 75 pL de la solution mére a 250 ml de I’eau distillée (milieu de culture).



Annexe 04

Réactifs :

- Ethanol 80 % dans I’eau distillée.
- Phénol 5 % dans ’eau distillée.
- Acide sulfurique 98%.

- Glucose 1%.

Protocole :

- Peser 100 mg de la maticre végétale (100 mg de la partie aérienne / partie racinaire) de
chaque traitement.

- Chaque 100 mg est mis dans 2 ml d’éthanol pendant 48h.

- L’homogénat est filtrée a I’aide d’un papier filtre.

- Ajouter a 1 ml d’échantillon, 1 ml de phénol et 5 ml d’acide sulfurique concentré. Agiter et
laisser reposer 10min a température ambiante.

- Incuber au bain marie a 30°C pendant 30 min.

- Mesurer la densité optique a 485 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre, le blanc utilisé est le

glucose.

Annexe 05

Réactifs :

- Ethanol.

- Formol.

- Acide acétique.
- Eau distillée.

- Toluéne.

- Paraffine.

- G¢latine.

- Eaude javel.

- Vert de méthyl.
- Rouge Congo.



Protocole :

- Les échantillons doivent étre immédiatement trompés dans un fixateur constitu¢ d’un
mélange d’éthanol, formol et acide acétique (17 v; 3 v;1 v) pendant une durée de 24
heures.

- Les échantillons seront ensuite lavés sous 1’eau courante pendant une durée égale a celle
de la fixation. Apres lavage Les échantillons sont déshydratés par un passage dans 2 bains
d’éthanol a concentrations croissantes (50%, 70%).

- L’imprégnation sera effectuée par passage dans un bain de toluéne absolu pendant une
heure, ensuite par passage dans un mélange toluene-paraffine placé dans une étuve réglée
a la température de fusion de la paraffine (58°C) puis transférés dans un bain de paraffine
pur et placés dans une étuve a (58°C).

- Les échantillons sont enfin inclues dans des blocs de paraffine et coupés a I’aide d’un
microtome de type LEICA 2145 a une épaisseur de 7 pm.

- Les coupes récupérées sur les lames préalablement dégraissées, seront collées avec une
solution de gélatine (1%) et ’ensemble est séché a I’air a I’abri de la poussiere. Le
déparaffinage des lames est réalisé par trempage dans trois bains de toluéne (5 min, 5 min,
5 min). Les coupes lavées par passage dans I’éthanol sont colorées par un mélange de
rouge Congo et vert de méthyl. Apres le séchage (24 h), les coupes sont surmontées d’une

goutte de baume de Canada et lamelle.



Tableau de I'ANOVA pour la longueur des tiges par traitements

Annexes 06

Source Somme des carrés |Ddl |Carré moyen |F Probabilité
Inter-groupes 131,13 3 43,71 20,81 0,0004
Intra-groupes 16,8 8 2,1

Total (Corr.) 147,93 11

Test de LSD de Fisher

Traitements Effectif Moyenne Groupe homogeéne

Témoin 3 9,0 A

PGPR 3 12,6 A

PGPR + inhibiteur 3 16,8 B

Inhibiteur 3 17,0 B
Annexes 07

Tableau de ' ANOVA pour la longueur de racines par traitements

Source Somme des carrés |Ddl |Carré moyen |F Probabilité

Inter-groupes 182,016 3 60,6719 9,61 0,0036

Intra-groupes 56,8475 9 6,31639

Total (Corr.) 238,863 12

Test de LSD de Fisher

Traitements Effectif Moyenne Groupe homogeéne
PGPR 3 3,53333 A
Témoin 3 5,26667 B
PGPR + inhibiteur 3 8,96667 A
Inhibiteur 4 12,925 B




Annexes 8

Tableau : les teneurs en sucres dans les parties aériennes et racinaires.

traitement Partie aérienne Partie racinaire
(mg/ml) (mg/ml)
A Témoin 0.972 0.142
B Inhibiteur (1-NAQO) 1.185 0.522
C PGPR 1.302 0.288
D PGPR+Inhibiteur 1.428 0.503
Annexe 9

Coupes longitudinales des tiges : témoin (A), inhibiteur (B), inhibiteur + PGPR(C).




Résumé

L’auxine est une phytohormone indispensable au développement des plantes. Elle agit sur
plusieurs phénomenes physiologiques telle que, 1’¢longation et les divisions cellulaires. Ses roles sont
nombreux, sur la dominance apicale et la formation des organes sont males étudiés. Ce travail est
consacré a 1’étude de Deffet des traitements par ’inhibiteur d’auxine 1-NAO, par une souche PGPR
Bt04 et par la combinaison entre les deux (PGPR 1-NAO) sur la croissance, le dosage des sucres et la
formation histologique et 1’analyse histométrique des tiges et des racines de Moringa oleifera. Les
résultats obtenus ont révélé des effets positifs de I’application de la souche PGPR (Bt04) sur tous les
paramétres ¢étudiés, surtout la formation des tissus (les vaisseaux conducteurs). Cependant, par
application de D’inhibiteur 1-NAO, des valeurs inferieure et des déséquilibres partielle ont été
enregistré pour les différents parametres y’a compris I’histométrie et la formation des tissus (surtout
les vaisseaux conducteurs).

Mots clés : Auxine ; inhibiteur d’auxine 1-NAO ; PGPR ; Moringa oleifera ; Histométrie,

Vaisseaux conducteurs.
Abstract

Auxin is a phytohormone essential for the development of plants. It acts on several
physiological phenomena such as elongation and cellular divisions. His roles are many; on the apical
dominance and organ formation are studied males. This work is devoted to studying the effect of auxin
1-NAO inhibitor treatments, a PGPR Bt04 strain and the combination of the two (PGPR 1-NAO) on
growth, sugars and histological formation and histometric analysis of stems and roots of Moringa
oleifera. The results obtained revealed positive effects of the application of the strain PGPR (Bt04) on
all the studied parameters, especially the formation of the tissues (the conducting vessels). However,
by application of the 1-NAO inhibitor, lower values and partial imbalances were recorded for the
various parameters including histometric and tissue formation (especially the conductive vessels).
Keywords: Auxin; auxin 1-NAO inhibitor; PGPR; Moringa oleifera; Histometric, conductive vessels.
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