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Introduction

Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont fait partie de la vie quotidienne de
I’homme, puisqu’il s’en serve pour se nourrir et se soigner (Fellah et al., 2006).Certaines
espéces possedent des propriétés pharmacologiques qui leur confeérent un intérét médicinal
(Jean et Jiri, 1983).11 pousse dans le monde plus de 20000 espéces de végétaux, a usages
condimentaires, médicinaux ou cosmétiques, dont 50% sont utilisés en industrie

pharmaceutique (Bermness, 2005).

Selon les statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 75 a
95% des populations rurales (particuliecrement dans les pays en voie développement) font
recours a la médecine traditionnelle faite en grande partie a base de plantes (OMS 2003) ; en
raison de la pauvreté et du manque d'acceés a la médecine moderne (Ma et al., 1997).Les
plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour [’humanité¢ et plus
particulie¢rement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
subsistances (Salhi et al., 2010).Elles sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme mati€res premicres pour la
synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs

(Ameenah, 2006).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja
environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008),
telles que les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les caroténoides ont été
identifiées (Mansouri et al., 2005).Elles peuvent étre considérées comme des bibliothéques de
métabolites secondaires riches en molécules antioxydants naturelles ayant de multiples

intéréts alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

Néanmoins, la teneur de ces métabolites est faible, alors la recherche actuelle dans la
découverte des médicaments a partir des plantes médicinales implique des techniques de
biotechnologies modernes innovantes (Roberts et Shuler, 1997). L’¢licitation présente une des
stratégies la plus efficaces pour améliorer la productivité des métabolites des plantes
(Amdoun et al., 2005).Elle consiste a stimuler la biosynthése de métabolites, surtout les

métabolites secondaires par des substances dites « éliciteurs » qui peuvent étre classés sur la
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base de leur nature en : (i) éliciteurs abiotiques, tel que les métaux lourds, les rayons UV, les
produits chimiques...etc., ou (ii) éliciteurs biotiques, qui sont des organismes vivants comme

les champignons, les levures et les bactéries (les PGPR).

Les PGPR «PlantGrowth-PromotingRhizobacteria » se sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphere, et caractérisées par leurs effets bénéfiques sur les plantes
(Dey et al., 2004 ; Herman et al., 2008). Elles peuvent améliorer la germination des graines,
la croissance des racines et des pousses, le rendement, l'absorption des nutriments et la
tolérance au stress des plantes et permettent de lutter contre diverses maladies (Jabborova et
al., 2013). Des ¢études récentes montrent que les PGPR jouent un réle important dans
I'amélioration de la croissance des plantes médicinale et augmentent, aussi, les teneurs des
constituants phytochimiques qui sont largement utilisés pour guérir diverses maladies (Bharti

etal., 2013).

Le Moringa (Moringa Oleifera) ou arbre de vie, est une des plante
tropicale/subtropicale résistante a la sécheresse et qui se développe dans des conditions arides.
Elle est originaire de I’Inde, et cultivée en Afrique. C'est un arbre résineux dont le bois est de
faible qualité, mais qui est préconisé¢ depuis des si¢cles pour des usages médicinaux et
industriels traditionnels. Toutes les parties de l'arbre de Moringa sont comestibles et ont
longtemps ¢été consommées par I'homme (Fuglie, 1999).Diverses parties du Moringa agissent
comme stimulants cardiaques et circulatoires, possédent des propriétés antitumorales,
antipyrétiques, antiépileptiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses, antispasmodiques,
diurétiques, antihypertensives, hypocholestérolémiantes, antioxydantes, antidiabétiques,

hépatoprotectrices, antibactériennes et antifongiques (Tsaknis et al., 1999).

Ce mémoire s’inscrit dans le but d’apporter une meilleure connaissance sur I’effet des
PGPR sur les teneurs en métabolites secondaires chez Moringa Oleifera.
Pour ce faire, on a :
4+ Isoler des nouvelles souches PGPR a partir de la rhizosphére du palmier dattier ;
4 Caractériser morphologiquement et biochimiquement les isolats.
& FEtudier les effets de ces isolats sur la croissance des plantes de Moringa Oleifera et sur les
teneurs en polyphénols, flavonoides et en tanins, dans les feuilles et les racines de la

plante.

Pour répondre a ces objectifs, le présent travail s’articule autour de trois parties.



Introduction générale

La premiére partie aborde une étude bibliographique préalable réalisée sur 1’espece

Moringa Oleifera, les métabolites secondaires, et les PGPR.
La deuxiéme, décrit le matériel et les méthodes utilisés dans notre travail.

Et, la troisiéme décrit tous les résultats obtenus et les discute en les comparant avec

d’autres travaux dans cet axe de recherche.

Une conclusion générale est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux

résultats obtenus et quelques perspectives ont €té suggérées.



Chapitre 01 :
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique
1 Les PGPR
1.1 La rhizosphére

Le terme rhizosphére (du grec Rhiza: la racine, et de sphere : domaine d’influence) a
été utilisé pour la premiere fois par Lorenz Ailtner (1904) (Morgan et al, 2005). La
rhizospheére (figure 01) est la zone de sol qui est sous l'influence des exsudats racinaires. Dans
cette zone se trouve un groupe particulier de bactéries, appelé : les rhizobactéries.Ces
derniéres sont capables de se multiplier et de rivaliser avec les autres microorganismes pour

occuper cette zone riche en éléments nutritifs (Beauchamp,1993).

Les micro-organismes trouvent en effet dans ce milieu des substrats énergétiques
libérés par les racines et nécessaires a leur métabolisme : sucres, acides aminés, acides
organiques, hormones... Certains de ces micro-organismes, principalement des bactéries, sont
capables de coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniére

bénéfique la plante en stimulant sa croissance (Adam, 2008).

Figure 1 :Sol rhizosphérique

1.2 Les rhizobactéries

Les bactéries qui se trouve dans la rhizosphere, dites rhizobactéries, sont capables de
coloniser a l'intérieur ou a l'extérieur de la racine de nombreuses espeéces des plantes et
peuvent étre divisées entre ceux qui forment une relation symbiotique avec la plante et ceux

qui restent pathogenes(Kloepperet al.,1989).

Les rhizobactéries sont généralement trés compétitives et capables de coloniser le
systéeme racinaireriche en éléments nutritifs (Peter et al.,2015),et sont des hétérotrophes
typiques qui nécessitent des composés organiques comme source d'énergie, leurs besoins sont

entierement comblés a l'intérieur méme de la rhizosphére (Campbell et Greaves, 1990).Quand
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elles émettent des substances favorisant la croissance des plantes tout au long du leurs cycle

de développement(Kloepper, 1993).

1.3 Les PGPR (Les bactéries promotrice de la croissance)

1.3.1 Définition

Les PGPR ou «PlantGrowth-PromotingRhizobacteria » sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphére, on les considére comme rhizobactéries promotrice de la
croissance végétale (Dey et al., 2004 ; Herman et al., 2008 ; Microrsky, 2008). Ils sont connus
par leurs effets bénéfiques sur le développement, la croissance et la santé¢ de la plante. Les
PGPR ont été tout d'abord décrit par Kloepper et Schroth en 1978 (Compant et al., 2005).1ls
forment un groupe hétérogéne de bactéries dont les genres les plus étudiés sont
:Agrobacterium,  Arthrobacter,  AzotobacterEnterobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas et Rhizobium quifavorisent la croissance des plantes (Kloepper et

al.,1999 ;Barraquio et al., 2000 ; Ahmad et al., 2008 ;Wang et al., 2014).

1.3.2 Modes d’action

Les PGPR sont capables d’améliorer la croissance des plantes et/ou d’interférer dans
les réponses des plantes aux contraintes environnementales de fagon directe ou indirecte, et de
leur conférer de nouvelles capacités par l'altération de 1’ensemble de la communauté
microbienne dans la rhizosphére grace a la production de substances diverses (Kloepper et

Schroth, 1981 ; Bresson 2014).

1.3.2.1 Les mécanismes indirects

La stimulation de facon indirecte de la croissance des végétaux tout en agissant par
effet antagoniste sur la microflore délétére, en se débarrassant des métabolites toxiques. Ces
mécanismes sont en général, ceux qui se produisent en dehors de la plante (Hallmannet
al.,1997 ; Saharan et Nehra,2011) grace a la concurrence pour les ¢léments nutritifs (ex ; la
production des sidérophores) ou par l'induction d'une résistance systématique aux agents

pathogénes (Shahabet al., 2009).
» L’antibiose

L’antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut-étre le plus
importantutilisé par les PGPR pour limiter 1'invasion de pathogénes dans les tissus de la

plante hote. Il consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogéne via la
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production de métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques (Peypouxet
al.,1999;Bonmatinet al., 2003 ; Lin et al, 2005; Rahman et al., 2007). Ces PGPR montrent
non seulement un large spectre de diversit¢ dans le type mais également dans le nombre
d'antibiotiques produits (Raaijmakerset al, 2002; McGowanet al, 2005). Par exemple,
certaines souches de PGPR ont la capacité d’excréter des métabolites qui jouent un rdle
important dans 1'inactivation des facteurs de germination du pathogene ou la dégradation de

leurs facteurs de pathogénicité comme les toxines (Whipps, 2001).
» Production des sidérophores

Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des composés s appropriant
lesions ferriques présents dans la rhizosphére. Bien que le fer soit I'un des minéraux les plus
abondants sur terre (Neilandset al.,1987). Le fer inorganique se trouve sous sa forme oxydée
Fe3" qui donne des composés quasi insolubles (ex: oxydes, phosphates). Pour s’en procurer,
les organismes doivent produire des petites molécules capables de chélater le Fe3 et qui ont
une haute affinité pour cet ¢lément a faible poids appelés sidérophores (Gobatet a/.,2010). Les
sidérophores libérés par les PGPR chélatent le fer minéral par la formation d’un complexe
soluble de fer (Fe3") a 1'aide d'un récepteur spécifique situé sur la membrane cellulaire externe

de la bactérie (O'Sullivan et O'Gara, 1991 ; Briat, 1992).

» La production 'HCN

L’acide cyanhydrique (HCN) est un composé volatil qui s’évapore rapidement dans
I’air a des températures supérieures a 28°C et qui se dissout rapidement dans 1’eau. Il peut étre
toxique pour les humains et les animaux et le degré de toxicit¢é dépend de la quantité
consommeée (Meena et al.,2001). Les cyanides sont des métabolites secondaires produits dans
la rhizosphére par plusieurs micro-organismes, directement a partir de la glycine ou a partir

des glycosides cyanogenes (Bakker et Schippers, 1987).

Il est ’'un des mécanismes qui aident a améliorer la production végétale par lesRFCP
liées a la lutte biologique, soit par induction des mécanismes de défense des plantes ou par

antagonisme (Haas et a/., 1991 ; Voisard et al., 1989).

1.3.2.2 Les mécanismes directs

La production de molécules organiques menant a la libération des nutriments et des

régulateurs de croissance et I’augmentation de leurs biodisponibilités dans la rhizosphere, en
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I’absence de pathogénes,elle traduit ’effet direct phytobénéfique des PGPR (Parrayet
al.,2015).

» Fixation biologique de I'azote

Les PGPR facilitent la croissance et le développement des plantes directement par
I’apport d'azote aux plantes et par fixation de l'azote. L'azote est I'un des principaux éléments
nutritifs pour les plantes. Il devient un facteur limitant dans les écosystémes agricoles en
raison des fortes pertes dues aux précipitations ou a la lixiviation des minéraux. L'azote est un
¢lément essentiel pour toutes les formes de vie. La fixation biologique de 1'azote par le biais
de la nitrogénase réductase, fournissant des électrons a forte puissance réductrice a la
nitrogénase qui les utilise pour réduire N2 en NH3, ce qui permet de concentrer sa
disponibilité et son accessibilité¢ aux racines (Kim et Rees, 1994). D’aprés Ahemad et Khan
(2011) et Parray (2015), les cyanobacteries (Anabaenaspp. etNostoc spp.), Azospirillum spp.,
Azotobacter spp., Gluconacetobacterdiazotrophicus, Pseudomonas spp., Bacillus spp. Et
Azoarcusspp.Elles sont signalées parmi les bactéries libres, endophytes ou a symbioses

associatives, au potentiel de fixation biologique d’azote le plus notable.

» La solubilisation des phosphates

Le phosphore (P) est le deuxiéme élément nutritif essentiel pour les plantes, mais la
majeure partie de celui-ci reste fixée dans un sol non disponible pour les plantes.Le phosphore
est nécessaire a la croissance des plantes et absorbé par les plantes du sol sous forme d'anions
phosphates.Les plantes ne peuvent absorber le P que sous deux formes solubles, les ions
monobasiques (H,PO4 ) et dibasiques (HPO,s") (Glass, 1989).L'inoculation avec un
microorganisme efficace solubilise le phosphore, améliore la disponibilité de phosphore sous
forme insoluble de phosphore dans le sol et améliore l'efficacité d'utilisation des engrais
phosphatés tels que le superphosphate. Des genres bactériens comme Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium et Serratia sont signalés comme les bactéries les

plus importantes pour la solubilisation de phosphates (Mehnaz et Lazarovits, 2006).

> Production de certaines hormones

Plusieurs PGPR ainsi que certaines especes de rhizobactéries pathogenes,
symbiotiques et libres ont été signalés comme pouvant moduler les niveaux d'hormones

végétales par la production d’auxines (I’acide indole 3- acétique AIA, particulierement), de
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gibbérellines et de cytokinines dans le sol rhizosphérique (Han et al, 2005), ils modifient
ainsi l'architecture racinaire par l'augmentation de la surface et de la longueur des racines

donnant grand acces a la plante aux €léments nutritifs du sol (Glick, 2012).

1.4 Utilisation des PGPR

Dans les derniéres décennies I’utilisation des PGPR est devenue alternative pour
améliorer la  production agricole (Vargas et al., 2009). Ces bactéries peuvent coloniser les
racines et exercer des effets bénéfiques, sur la croissance des plantes par différents
mécanismes (Nelson, 2004). Ces rhizobactéries améliorent le développement des systémes
racinaires, 1’augmentation de la capacité d’absorbation de l’eau et les éléments nutritifs
(Siddiqui, 2003). Elles renforcent les capacités défensives des plantes contre les maladies
(Van Loonet al., 1998) . Elles affectent positivement la levée des semences et améliorent le
rendement des cultures (Glick et al., 1999). La plupart des souches bactériennes exploitées
comme biopesticides appartiennent aux genres Agrobacterium,  Bacillus et

Pseudomonas(Haas et Defago, 2005).

1.5 Les PGPR en tant que éliciteurs biotiques

Il existe de nombreux rapports sur l'effet bénéfique des PGPR sur la croissance des
plantes, l'absorption des nutriments et la défense contre les maladies. Cependant, il existe peu
de travaux sur la production de métabolites secondaires dans les plantes médicinales, comme
les phénols, les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les tanins, I’ajmalicine, la
serpentine, le picrocrocin, la crocétine, I’hyoscyamine, la scopolamine, les composés safranals
et la tanshinone sont enregistrés comme les métabolites importants produits par les PGPR
pour susciter les réactions physiologiques et morphologiques chez les plantes médicinales

(Sekar S, Kandavel D2010).

Le tableau 1 résume quelques travaux sur l’effet des PGPR sur les constituants

phytochimiques chez les plantes médicinales.

Banchio et al. (2008)ont étudi¢ les effets de I’inoculation par les PGPR sur la
biomasse et la composition qualitative et quantitative des huiles essentielles chez
OriganumMajorana L. 1ls ont constaté que la teneur en huile essentielle chez la plante est
augmentée apres inoculation par Pseudomonas fluorescens. Les principaux composés touchés
par l'inoculation sont la terpinen-4-ol, le cis-sabinene hydrate, la trans-sabinene hydrate et I’a-

terpinéol, leurs concentrations ont augmenté de 1000 fois par rapport a des plantes

8
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témoins.L’augmentation de la teneur des huiles essentielles dans les pousses d’Origanumsp.
(Khaosaad et al., 2006) et les especes Pélargonium (Rao et al., 2002) par Glomus mosseae a
été signalée. Des résultats similaires ont été observés par Gupta et a/. (2002) ou l'inoculation
de Mentha arvensis avec Glomus fasciculatumaugmente la hauteur des plantes, la croissance
des pousses et la teneur en huiles essentielles. Selon (Del Rosario Cappellari et al., 2013), les
Pseudomonas fluorescens et [’Azospirillum brasilense ont augmenté la biosynthése des
composantes majeures (azote) jusqu'a 70% et la teneur totale en phénol chez le tagete

mexicain (Tagetes minuta).

Tableau 1 :Effets des PGPR sur la constitition de quelques plantes medicinales(Reddy,
2014; Egamberdieva et Da Silva, 2015)

tit t
PGPRs Plante Cons 1.ua}n Références
phytochimique
Glomus Limonene
macrocarpum, Anethumgraveolens ’ Kapoor et al. (2002)
) a-phellandrene
Glomus fasciculatum
Glomus fasciculatum Mentha arvensis Huiles essentielles Gupta et al. (2002)
Sailo et B j
Glomus fasciculatum Coléus forskohlii Forskoline atlo et Bagyard)
(2005)
Glomus fasciculatum,
Azotobacter Ocimumspp. Huiles essentielles Vinutha (2005)
chroococcum
Glomus mosseae Ocimum basilicum | Huiles essentielles | Copetta et al. (2006)

Pseudomonas putida | Anethumgraveolens | Carvone, limonéne | Tajpoor et al. (2013)

Glomus intraradices,

Glomus etunicatum Lonicera confuse | Acide chlorogenique Shi et al. (2013)

Pseudomonas

fluorescens, Tavetes minuta Huiles essentielles, Cappellari et al.
Azospirillum g phénols (2013)
brasilense

Glomus mosseae, Bahadori et al.

Thymus daenensis | Huiles essentielles

Bacillus subtilis (2013)
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2 Le Moringa
2.1 Généralités sur la Moringa oleifera

Le moringa (Moringa oleifera) est une plante tropicale /subtropicale pérenne ; de la
famille des Moringaceae, a croissance rapide ; résistant a la sécheresse et qui se développe
dans des conditions arides. Elle est originaire de 1’Inde, et cultivée en Afrique. Elle est
devenue l'une des plus utiles dans la nutrition humaine, la médecine traditionnelle, la

nutraceutique, les utilisations industrielles et dans la purification de I’eau (Fahey, 2005).
2.2 Taxonomie

Moringa oleifera est connue plus généralement dans le monde sous le nom de moringa
et elle est appelée aussi Acacia blanc, Ben ailé, moringa ailé, Benzolive, pois quenique,

neverdie, Mother’s Best Friend, Ne meurt jamais et I’arbre de vie (Fuglie, 2001 ; Lim, 2012).
La classification systématique de Moringa oleifera est comme suit (Arora et al., 2013) :
- Régne : Végétal
- Embranchement : Spermaphytes
- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones
- Sous-classe : Dillenida
- Ordre : Capparidales
- Famille : Moringaceae
- Genre : Moringa
- Espéce : Moringa oleifera
2.3 Description morphologique du Moringa Oleifera

Le Moringa est un arbre pérenne, qui peut atteindre 7 a 12 metres de hauteur, elle
possede un tronc droit qui mesure 20 a 40 cm de diamétre, elle peut parfois atteindre les 3

meétres.

Ses feuilles sont caduques alternes et bi ou tripennées, sans stipules mais avec des
glandes a la base des pétioles, elle se développent principalement dans la partie terminale des

branches. Elles mesurent 20 a 70 cm de long,elle ont aussi un long pétiole avec 8 a 10 paires

10
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de pennes(Botineau, 2010). Elles sont composées chacune de deux paires de folioles opposés

(Figure 2A).

Ses fleurs sont zygomorphes, hermaphrodites, mesurant 2,5 cm de large et se
présentent sous forme depanicules axillaires et tombantes de 10 a 25 cm. Elles ont une
couleur blanche et généralement abondante et dégagent une odeur agréable (Foidl et al,

2001)(Figure 2B).

Ses fruits constituent des gousses a trois lobes mesuran t20 a 60 cm de long. Les
gousses seches s’ouvrent en trois parties en libérant 12 a 35 graines (Makkar et Becker, 1997)

(Figure 2C).

Ses graines (Figure 2D) sont rondes avec une coque semi-perméable et brunatre et
leurs poids varie de 130 a 320 mg(Panchal et a/., 2010). La productionannuelle est de 15 000
a 25 000 graines par arbre (Makkar et Becker, 1997).

Le systéme racinaire de Moringa oleifera a une structure tubulaire formée d'un pivot
central qui peut s'enfoncer dans le sol jusqu'a 1,30 métre de profondeur lui offrant ainsi une
grande résistance a la sécheresse. Des racines secondaires issues du pivot central se ramifient

ensuite latéralement jusqu'a constituer une chevelure dense (Olson, 2001).

11



Synthese bibliographique

Figure 2 :Description de la plante MoringaOleifera. A : feuilles (Price, 2007) ; B : fleurs
(Roloff et al., 2009) ; C : gousses (Forest et Starr, 2007) et D : graines (Cleide et al., 2013).

2.4 Utilisations de Moringa
2.4.1 \Utilisation industrielle

L’huile de Moringa oleiferaest est utilisée comme lubrifiant dans lamachinerie fine ;
comme 1’horlogerie (pour sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et collante). Elle
est également intéressante dans l'industrie cosmétique et de parfums (Foidletal., 2001). Le

bois de Moringa oleifera constitue aussi une excellente pate a papier (Price, 2007).
2.4.2 Culture et utilisation agricole

La culture du Moringa oleiferase préte a 1’agroforesterie et a I’agriculture. L’arbre
pousse de 3 a 4 metres par an et présente donc un grand intérét pour le reboisement et pour la
protection des sols contre I’érosion. D’apres Foidl et al.,(2001) Moringa joue un role dans
I’accélération de croissance végétale.En agriculture biologique, le purin de feuilles de

moringa est utilisé en pulvérisation comme fongicide et comme engrais.
2.4.3 Meédecine et pharmacologie

De nombreuses vertus thérapeutiques sont attribuées a Moringa oleifera. Elle est
utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des maladies inflammatoires,
infectieuses, parasitaires,tumorales et prévention contre les dommages oxydatifs (Tahiliani et
Kar, 2000; Ferreira etal., 2007;Kumbhare et al., 2012).Des études sur 1’utilisation des extraits
de feuilles de Moringa oleifera ont confirmé les propriétés hypoglycémiantes chez des
patients atteints de diabete de type II et d’autres maladies cardiovasculaires (Jaiswalet al.,
2013 ;Anwar et al., 2007).De méme, les différentes parties de Moringa sont utilisées dans le
traitement contre 1'anémie, la perte d'appétit, les douleurs gastriques, l'ulcére a 1'estomac, la
diarrhée, la dysenterie, lacolique, la régulation du diabéte et de la tension artérielle (Nwezeet

al., 2014).

2.4.4 Assainissement des eaux usées et purification de I’eau
Les graines de Moringa oleifera sont utilisées pour traiter 1’eau usée (figure 03), grace a sa
richesse enpolyélectrolytes cationiques actifs utilisés comme polypeptides naturelsnon

toxiques qui neutralisent les matiéres colloidales et provoquent la s€dimentation desparticules

minérales et organiques (Poumayeet a/., 2012).

12
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Figure 3 : Eau d’étang non traitée (a) et traitée (b) avec des graines

2.4.5 Alimentation

Les feuilles, les fruits, les jeunes tiges, les racines et les fleurs sont consommables
partout dans le monde. Les feuilles peuvent se consommer seules fraiches ou en poudre, apres
séchage (Broin, 2005) ou méme associées aux épices comme le piment, elles peuvent
¢galement étre préparées en soupe ou en salade. Les jeunes gousses vertes peuvent étre

consommeées bouillies comme des haricots (Foidl et al., 2001).

Les qualités nutritives de Moringa sont excellentes, ce qui en fait une source de
fourrage de trés bonne qualité (Foidel et al., 2001). Leurs effets positifs sur le taux de
croissance chez les moutons et sur le rendement en lait chez les vaches ont été rapportés par

plusieurs auteurs (Reyes, 2006).

En outre, I’incorporation de farine de feuilles de Moringa oleifera dans les rations des
poulets a montré une amélioration significative de la coloration du jaune d’ceuf et de la

productivité chez les poules pondeuses (Kakengi et al., 2007; Tendonkeng et al., 2009).

3 Métabolites secondaires
3.1 Définition

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme
et qui ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué a Kossel (1891) qui I’introduise par opposition a celui de métabolites
primaires, ces derniers étant directement impliqués dans les grandes voies du métabolisme
basal de la cellule. Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines
de milliers de molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel
que les polyphénols, les terpenes et stérols, les alcaloides, etc. Ces métabolites secondaires se
caractérisent généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux

(Bourgaud,2013).
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Les métabolites secondaires sont produits dans différents endroits de la cellule et
emmagasinés surtout dans les vacuoles.Ils sont souvent synthétisés dans une partie de la
plante et stockés dans une autre.En outre, leur concentration dans la plante varie selon,

I’organe, le stade de développement et les conditions de 1I’environnement (Ravenetal/.,2003).

3.2 Classification des métabolites secondaires

Trois grandes familles de métabolites secondaires ont été définies, sur la base de leurs
voies de biosyntheses : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (Bourgaud

etal., 2001).

3.2.1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de
molécules treés largement répandues dans le régne végétal. Sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal,

comme la croissance, ou la reproduction (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme
A et de phénylalanine. Cette biosyntheése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire

(Nkhili, 2009).

Leur structure chimique est comparable et caractérisé par un ou plusieurs noyaux
aromatiques hydroxylés (Figure 04). En outre, ils sont classés en différents groupes en
fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui les

relient (Manallah, 2012).

Groupe hydroxyle

Anneau e
aromatque > |
o

Groupe phénol

Figure 4 : Noyaux aromatiques des polyphénols
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» Les acides phénoliques

Ces composés sont dérivés de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, 1’acide férulique, I’acide
chlorogenique, et les acides hydroxybenzoique, dont les plus répandus sont 1’acide salicylique
et ’acide gallique. On les trouve dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales et

présents chez toutes les céréales (Laraoui, 2007).

Ils sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets probiotiques,
antioxydants, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est trés faible.Les mieux
caractérisés pharmacologiquement, sont 1’acide caféique et I’acide férulique qui montrent
I’effet anticancéreux au niveau des poumons chez les souris, alors que 1’acide gallique agit par
le méme effet en prévenant le déclanchement du cancer cesophagien chez les rats (Laraoui,

2007).
» Les flavonoides

Le nom flavonoide provient du terme Latin flavus ; (flavus=jaune) (MalesevetKunti¢,
2007).Les flavonoides (figure 5) constituent un groupe de plus 6000 composés naturels qui
sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaunes, oranges et rouges de différents organes végétaux.

Les flavonoides sont rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus ou ils
représentent jusqu'a 1%des fruits frais) et des 1égumes, des boissons telles que le vin rouge, le
thé, le café et la biére en contiennent également des quantités importantes. Ils sont retrouvés

également dans plusieurs plantes médicinales(Derbel et Ghedire,2005).

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003)
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3.2.2 Les tanins

Les tanins sont des composés généralement amorphes localisés dans les vacuoles,
solubles dans 1’eau et insolubles dans les solvants organiques apolaires (Aguilera-Carboet
al.,2008) et ayant, les propriétés habituelles des phénols, (soit la capacité de précipiter les
alcaloides, la gélatine et les protéines). Les tannins peuvent étre divisés en deux groupes

principaux en fonction de leurs structures (Khanbabaee et Van Ree, 2001;Hagermane,2002).

3.2.2.1 Tanins hydrolysables

Les tannins hydrolysables (THs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général
le glucose, associés a des molécules d’acide-phénol (Mueller-Harvey, 2001). Ils sont classés
selon la nature de I’acide-phénolen, tannins galliques, possédent un acide gallique ou tannins

¢llagiques ont un acide hexahydroxyphénique.

3.2.2.2 Les tannins condensés

Les tannins condensés (TCs), ou proanthocyanidols, sont des polyphénols appartenant
a la famille des flavonoides (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999). Sont
chimiquement définis comme étant des oligomeéres ou des polymeres d’unités de flavonoides.
L’unité de base (ou monomeére) des TCs est un flavan-3-ol (catéchine) liés par des liaisons de
type C-C (Type B) ou C-O-C (type A) (Schofield et al., 2001).
3.2.3 Les alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle(le plus souvent végétale), azoté plus
ou moins basique, de distribution restreinte et douée, a faible dose. L’appartenance aux
alcaloides est confirmée par les réactions communes de précipitations avec les réactifs
généraux des alcaloides (ex:réactif de Draguendorff) (Merghem,2009). Les alcaloides figurent
parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine. L’intérét
qu’on leur porte repose traditionnellement sur leur action physiologique et psychologique et

particulierement violente chez I’Homme(William,2003).
On distingue plusieurs types d’alcaloides :

- Les pseudo-alcaloides: Ne possedent pas d’azote intra cyclique et I’incorporation de
I’azotedans la structure se fait en phase finale.
- Les proto-alcaloides:L.’azote n’est pas inclu dans un systéme hétérocyclique.lls sont

¢laborés a partir d’acides aminés:exemples : mescaline, hordénine et colchicine.
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- Les alcaloides vrais que 1’on classe selon leur cycle.L’atome d’azote est inclu dans un
hétérocycle; biosynthétiquement formée a partir d’acides aminés et posséde une activité
pharmacologique marquée (Merghem, 2009).

3.2.4 Les terpénoides

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (CsHX) n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule

CsHg(Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).

Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,

etc.) (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).

Ces composés sont majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés

par les plantes, organismesmarins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).
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Chapitre 02 : Matériels et méthodes

Notre expérimentation s’est déroulée aux laboratoires d’analyse du sol et de

microbiologie de la Faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Ibn Khaldoun,

Tiaret.

1. Matériels

1.1. Matériels utilisés aux laboratoires

Les matériels et appareillage utilisés aux laboratoires pour la réalisation des différentes

expérimentations sont illustrés dans le tableau 02.

Tableau 2: Matériels utilisés aux laboratoires.

Microscope, PH meétre, Réfrigérateur, Spectrophotometre, Vortex,

Appareillage Balance, Agitateur magnétique, Autoclave, Bain marie, Etuve, Bec
bunsen, Chambre de culture et Agitateur soucoueur.
Erlenmmeyers, Verre de montre, Tubes a essai, Pipettes graduées,
Micropipette, Eprouvette graduée, Pissette, Pince, Mortier, Compte
Verrerie

gouttes, Spatule, Pipettes pasteure, Lames et lamelles, Boites de

pétries, Flacons, Entonnoirs, Barreau magnétique et Béchers

Produits chimiques

Eau distillé, Alcool, H,O,, Réactif Kovac, Eau de Javel, Folin-
Ciocalteu, Carbonate de sodium (Na,COj;), Chlorure d’aluminium

(AICl3), Solution de sulfate ferreux, Butanol et Méthanol et HCI

Milieux de cultures

King B, Milieu Ashby sans azote, Milieu Pikovskaya, Tryptone sel

(bouillon), Milieu spécifique pour la solubilisation de zinc

Colorants

Lugol, Cristal violet et Safranine

1.2. Matériels bactériens

Quatre ésolats bactériennes (PGPR) ont été utilisées durant notre étude. Elles sont

ésolé a partir de sol de la rhizosphére du palmier dattier dans la Wilaya de Oued souf.

1.2.1. Prélévement des échantillons et isolement des souches bactériennes

Deux échantillons du sol ont été prélevés durant le mois de février 2019. L’isolement

des souches PGPR est effectué¢ selon la méthode décrite par Kushwaha et al. (2013). 10 g de

chaque échantillon de sol rhizosphérique ont été dissous dans des flacons qui contiennent 90
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ml d’eau distille stérilé sous agitation rotative a 150 tr/min (tour par minute) pendant 20

minutes. Une série de dilutions jusqu’au 10-7 a été réalisée pour chaque échantillon.

Dans un tube a essai stérile de 10 ml, on mit 1 ml prélevé de la solution initiale puis
on rajoute 09 ml d’eau distillée stérile et on les mit sous agitation rotative pendant 2 min. de

la méme facon, des séries de dilution ont été réalisée jusqu'a une dilution de 107 .
1.2.2. Ensemencement et incubation

Le milieu de culture qui a été utilisé pour permettre la croissance des isolats dans les
différents tests décrit dans cette étude est le King B. C’est un milieu spécifique pour les

bactéries rhizosphériques.

Des boites de pétri contenant le milieu de culture King B (annexe 01) ont été
ensemencés avec 0,1 ml de chaque dilution puis incubés dans 1’étuve pendant 72 heures a une

température de 28 °C.
1.2.3. Sélection des colonies bactériennes

Les colonies bactériennes ayant la méme morphologie ont été¢ observées sur les boites
de pétri, aprés 72h de culture. Quatre colonies bien isolées ont été sélectionnées (figure 06),
prélevées et ré-striées sur un milieu King B frais puis ont été incubées de maniére similaire
que précédemment. Les quatre souches sélectionnées ont été codées pour faciliter leurs

utilisations plu tard, ensuite, elles ont subi une série de multiplication (3 fois), afin d’assurer

leurs puretés.
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Figure 6: Différentes étapes d’isolement des PGPR.
1.2.4. Identification et caractérisation des PGPR
Apres I’isolement on a nomé les quatre bactéries P2, P6, G1 et G4 et ensuite on fait
des examens macroscopiques, microscopiques et biochimiques ont été effectués dans le but

d’identifier ces derniéres.

1.2.4.1. Caractéristiques culturelles

Apres 3 jours d'incubation des bactéries, les quatre isolats ont présentés des différentes
caractéristiques des colonies telles que la forme des colonies (rondes, irrégulicres...), la
chromogene (couleur de la colonie), la surface des colonies (lisse, rugueuse, seéche, ou

dentelée). Ces variations ont été observées a I’aide d’un microscope optique.

1.2.4.2. Caractéristique morphologique

La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet de diviser les bactéries en
deux groupes : Gram+ (bien colorées en violet) et Gram- (colorées en rose). Avec la détermination de
la forme (bacille, coccobacille, coque), la taille et le mode de regroupement (en amas, en chainette,
isole, diplocoque ou diplobacille). L’observation a 1’état frais permet d’explorer la mobilité des

cellules bactériennes.

Un frottis bactérien a été réalisé par dépots d’une goutte d’eau distillée sur une lame de
verre, prélévementd’un fragment de colonie a 1’aide d’une pipette pasteur boutonnée et

dissociation soigneuse de 1’inoculum dans la goutte d’eau et laisser sécher.

La préparation a été fixée a la flamme, séchée soigneusement puis laissée refroidir. La
lame a été immergée dans la solution de Cristal Violet pendant 1 min puis a été lavée avec
I’eau. La lame a été, par la suite, immergée dans du Lugol pendant 1 min en agitant et puis

elle a été lavée a nouveau avec de ’eau.

La préparation a été décolorée dans I’alcool jusqu'a la disparition de la couleur violette
et puis a été lavée avec de I’eau. A nouveau, la préparation a été colorée avec la solution de sa
franine diluée pendant 20 a 30 secondes, a été lavée avec 1’eau et a été séchée a 1’air (figure
07). L’ensemble, recouvert d’une lamelle, a été observé sous microscope optique a 1’objectif x

100, en immersion avec de I'huile.
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Figure 7: coloration de Gram

1.2.4.3. Caractéristique biochimique

> TFixation d’azote

Afin de sélectionner les bactéries fixatrices d’azote, un test a été réalisé selon la
méthode décrite par Rodge et al. (2016), les isolats ont été striés sur le milieu gélosé¢ Ashby
stérile, sans mannitol (ne contint aucune source d’azote) (annexe 2), et incubés dans 1’étuve a
25 °C pendant 48 heures. La croissance des bactéries sur ce milieu de culture indique leurs

capacités de fixer I'azote atmosphérique (figure 08B).
» Test Catalase

Les souches bactériennes ont été examinées pour leur activité catalase selon la méthode
de Lévy et al. (1992). Des cultures bactériennes fraiches ont été transférées sur une lame en
verre, puis une quantité appropriée de peroxyde d'hydrogéne (H>O;) a 3% a été ajouté sur les
lames. La formation de bulles d'aires en 10 secondes confirme que la souche a une activité

catalase (figure 08A).
» Test d'indole

Les isolats ont été inoculés dans des tubes a essai contenant un bouillon
tryptone(annexe 1). Ensuite, les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 48 h. Apres incubation,
quelques goutes de réactif Kovac ont été ajoutées aux tubes.L’apparition d’un anneau rouge
cerise dans la couche supérieure indique que le test est positif alors que, son absence indique

le que test est négatif (figure 08C).
» Solubilisation du phosphate

La capacité de la souche bactérienne a solubiliser le phosphate inorganique a été testée
sur le milieu de Pikovskaya solide (PVK) contenant du Ca3;(PO4); comme seule source de

phosphate (Annexe 01) (Pikovskaya, 1948). Les souches sélectionnées promotrices de la
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croissance (P2, P6, Glet G4) ont été inoculées dans des puis sur Pikovskaya agaret ont
incubée a une température de 30°C pendant 72h (figure 08D).Une lecture positive de la
solubilisation du phosphate a ét¢é manifestée par la formation d'une zone claire autours des

colonies (Alam et al., 2002).
» Solubilisation de Zinc

Ce teste a été réalisé selon la méthode décrite par Goteti et al., (2013), les isolats ont été striés
sur le milieu gélosé stérilé contenant 1’Oxyde de zinc (ZnO) insoluble comme seule source de
zinc (Tableau 2), puis ils ont été incubés a 30°C pendant 72h. La formation d’une zone claire
autour des colonies bacteriennes indique la solubilisation du Zinc par ces bactéries (figure

0SE).

Figure 8 : Caractérisation biochimique des PGPR. (A) : Test catalase; (B) Test de fixation
de I’azote; (C) : Test d'indole, (D) : Solubilisation du phosphate, (E) : Solubilisation du zinc.

1.3. Matériel végétal

Ce travail est mené sur les feuilles et les racines de la plante de moringa (Moringa

oleifera), d’origine d’Oued souf Algérie.
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1.3.1. Effet des PGPR sur la croissance de moringa

1.3.1.1. Préparation de I’inoculum bactérien

Les bactéries ont été cultivées dans le milieu King B liquide et incubées, sous

agitation a 120 tpm, pendant 24h a 28°C.
1.3.1.2. Désinfection des graines de moringa

Les graines de moringa oleifera ont subi une désinfection avec 1’eau de Javel a une
concentration de 10%, pendant 5 min. rincées abondamment (05 fois) avec de 1’eau distillée

stérilé, pour I’élimination de 1’eau de Javel.
1.3.1.3. Inoculation et semis des graines par les PGPR

Les graines traitées ont ét¢ immergés dans 04 erlenmeyers de 200 ml contenant des
suspensions bactériennes sélectionnées promotrices de la croissance (G1, G4, P2, P6),

pendant 2 heures.

Le semis des graines a ¢té ensuite réalis€ dans des pots en plastique de 10 cm,
contenant le sol stérilé humidifié. Les lots ont été organisés en cinq lot.les quatre premiers,
ont été inoculés chacun par une souche de PGPR (P2, P6, G1 et G4) et le cingiéme lot est

consédéré comme témoin négatif ne contenant aucun inoculum (figure 09).

Les lots ont été ensuite incubés dans une chambre de culture a 35°C avec une
photopériode de 16 heures de lumiéere par jour. Ils ont été arrosés quotidiennement avec de
I’eau. 15 jours apres le semis, un rappel bactérien sur les plants inoculés a été procédé, chaque

pot a été arrosé€ avec un volume de 13 ml des suspensions bactériennes de chaque souche.
4 Paramétres mesurés

On a mésuré les paramétres de croissance des plantules de la Moringa Oleifera dans le sstade
de croissance.

4.1 Longueur de la racine principale et de la partie aérienne

Toute la partie qui s’étale du point d’initiation de la racine dans la graine jusqu’a la
coiffe et toute la partie qui s’étale du point d’initiation de la tige dans la graine jusqu’a le

sommet de la plantule ont ét¢ mesurées (figure 10).
4.2 Nombre de racines secondaires et de feuilles
Les racines secondaires sortant de la zone de ramification de la racine principale ainsi que le

nombre de feuilles dans la partie aérienne ont ét¢ calculés.
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4.3 La biomasse racinaire et aérienne totale fraiche

Les racines ont été séparées des parties aériennes par coupure au niveau du collet. Chaque

partie est pesée a part pour déterminer les biomasses aériennes et racinaires fraiches.

Figure 10 : Mesures des paramétres de croissance de Moringa oleifera.
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4.4 Extraction et dosage des métabolites secondaires chez Moringa Oliefera
4.4.1 Préparation des extraits aqueux

Afin de préserver la totalit¢ des molécules et des pigments, les racines et les feuilles
de Moringa oleifera ont été conservés a température ambiante, a 1'abri de la chaleur et de la
lumiére. L ’extraction a été faite selon la méthode de macération décrite par Younesi et Zadeh

(2002).

L’extraction utilisée dans cette étude est de type solide-liquide (contact direct entre le
solide est le solvant). Son principe consiste a la séparation des composés phénoliques solubles
par diffusion a partir d’une matrice solide (poudre) en utilisant une matrice liquide
(solvant).Quand une matrice solide est en contact avec un solvant, les composants solubles
dans le matériel migrent vers le solvant ; ainsi, l'extraction est due au transfert de matiere du
principe actif de la matrice vers le solvant, selon un gradient de concentration (Kamaliroostaet

al., 2012).

La préparation des extraits aqueux a été effectuée selon le protocole de (Hossein zadeh
et Younssi, 2002). Les racines et les feuilles séchées de Moringa oleifera ont été broyées a
l'aide d'un mortier en porcelaine afin d’obtenir une poudre fine. La macération aqueuse a été
utilisée pour 'obtention des extraits aqueux (figure 11). Elle consiste a mettre 1 g de broyat de
chaque organe avec 10 ml d’eau distillée stérile dans des flacons hermétiques sous agitation
horizontale a la température ambiante du laboratoire pendant 72h. Apres, une filtration a été

effectuée sur papier filtre. Le filtrat se préte aux dosages.

Figure 11 : Quelques étapes de la préparation des extraits aqueux

4.4.2 Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode décrite par Singleton et

Rossi (1965) en utilisant le réactif Folin-ciocalteu. Le réactif est constitué par un mélange
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d’acide phospho-tunguisténe (H;PW,04¢) et d’acide phospho-molybdéne (H3PMO;,049) de
couleur jaune. Son principe est basé sur l'oxydation des composés phénoliques en milieu
alcalin par le réactif Folin-ciocalteu. Cette réaction entraine la formation d'un nouveau
complexe molybdéne-tunguisténe de couleur bleue présentant un maximum d'absorption a
une longueur d'onde =760 nm et dont 1'intensité est proportionnelle a la quantité de composés

phénoliques présents dans I'échantillon.

Dans des tubes a essai, 0,5 ml de chaque extrait aqueux (des feuilles) a été ajouté a 2,5
ml de Folin-Ciocalteu (dilu¢ dix fois). Aprés une incubation de 3 minutes, 2 ml de carbonate
de sodium (Na,CO3;) a 20% a été ajouté. Le mélange ainsi obtenu a été incubé de nouveau

pendant 15 minutes a la température ambiante et a I’obscurité (Singleton et Rossi, 1965).

La lecture des absorbances a été faite a longueur d’onde A= 760 nm contre un blanc

sans extrait.

La concentration en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée a
partir de I’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage d’acide gallique
(y=0,001x+1,051) (Annexe 02) et la teneur en polyphénols est exprimée en milligrammes
équivalent d’acide gallique par 100 gramme de la matiére végétale seche (mg Eq AG 100/g

MS) selon la formule suivante :
T=[(C xV x D)/ P)] x100

Avec T : Teneur en polyphénols ;
C : Concentration en polyphénols déduite de la courbe d’étalonnage ;
V : Le volume de la prise d’essai ;
D : nombre de dilution (10 fois) ;
P:

Prise d’essai initiale (1gramme).
4.4.3 Détermination de la teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides et basé¢ sur la formation de complexe jaunatre
parchélatation de 1’ion Al™ par la réaction chlorure d’aluminium (AICI3) avec les flavonoides
possédent un groupement hydroxyle (OH) libre.La coloration jaune produite est
proportionnelle a la quantit¢ de flavonoides présente dans I’extrait (Ribéreau-Gayon,
1968).Les complexes produits sont de couleur jaune absorbant dans le visible a 415 nm

(Alyafi, 2007).
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1 ml de la solution de chaque extrait a été ajout¢ a 1 ml de chlorure d’aluminium
(AICl3) a 2% (dissout dans le méthanol pur). Le mélange a été vigoureusement agité, puis
I’ensemble a été incubé a température ambiante et a I’abri de la lumicre pendant 10 minutes.

L’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 430 nm.

La concentration en flavonoides de chaque extrait de plante a été calculée a partir de
I’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage d’acide gallique (y=72,749x-
0.0714) (Annexe 02) et la teneur en flavonoides est exprimée en milligrammes équivalent
d’acide gallique par gramme de la matiére végétale seche (mg Eq AG/g MS) selon la formule

suivante :
T=[(C xV x D)/ P)] x100
4.44 Détermination de la teneur en tanins condensés (Pro-anthocyanidines)

La méthode a la vanilline décrite par Deshpandeet al., (1986) : est utilisée pour le
dosage des tanins condensés. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir
avec les unités des tanins condensés dans un milieu acide pour produire un complexe rouge

mesuré a 500 nm (Hagerman, 2002).

A 250ul de chaque extrait, ont été ajoutés 2,5 ml de la solution de sulfate ferreux (77
mg de sulfate d’ammonium ferrique Fe,(SO4); dissous dans 500 ml de (3 :2 butanol : HCI).
Aprées une incubation a 95 °C dans un bain marie pendant 50 min, 1’absorbance a été mesurée

a 530 nm.

La concentration en flavonoides de chaque extrait de plante a été calculée a partir de
I’équation de la droite de régression de courbe d'étalonnage d’acide gallique (y=72,749x-
0.0714) (Annexe 02) et la teneur en flavonoides est exprimée en milligrammes équivalent
d’acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg Eq AG/g MS) selon la formule

suivante :

T=[(C xV x D)/ P)] x100

(On a fait les analyses statistique pour les parametres de croissances et les dosages en

métabolites secondaires par le logéciele SPSS) .
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Chapitre 03 : Résultats et discussions

Les bactéries qui exercent un effet bénéfique sur la croissance et le développement des
plantes par différents moyens se nomment bactéries ou rhizobactéries promotrices de la
croissance des plantes ou PGPR : plant growth promoting rhizobacteria (Kloepper et Schroth,
1978 ; Lemanceau, 1992 ; Adesemoye et Kloepper, 2009). Ces rhizobacteries appartiennent a
différents groupes taxonomiques (Pseudomonas, Azospirillum, Azotobactérie, Bacillus...

etc.).
1. Caractérisation et identification des PGPR

Dans le cadre de notre travail, une analyse, de plusieurs types de données englobant
les caractéristiques culturelles, morphologiques et biochimiques des quatre souches
bactériennes, obtenues a partir de la rhizospheére de palmier dattier d’Oued Souf, a été

effectuée. Les souches ont été nommées : G1, G4, P2 et P6.
1.1. Identification phénotypique des souches bactériennes

La caractérisation morphologique des bactéries a ¢été faite par des techniques
standardisées. Les tests effectués sont basés sur les critéres classiques ou traditionnels utilisés
dans les schémats d’identification pratiquées dans la plupart des laboratoires de microbiologie

(Denis et al., 2007).

Le tableau 03 résume les caractéres morphologiques des quatre souches bactériennes

(G1, G4, P2, P6) isolées a partir du sol d’Oued Souf.

Tableau 3:Caractéristiques culturelles et morphologiques des isolas

Isolats | Marge Couleur Odeur Forme Réaction de Gram
Gl Lisse Jaune + + Bacille -
G4 Lisse Creme +++ Coque -
P2 Lisse | Marron clair + Coque +
P6 Lisse Marron + Coque +

Selon ce tableau, tous les isolats ont présenté des colonies avec des surfaces lisses.

Des observations microscopiques ont été effectuées afin de distinguer entre les formes,
les marges et les couleurs des quatre souches isolées. Les résultats obtenus ont montré que les
souches (G4, P2, P6) présentent une forme coque et la souche (G1) présent une forme bacille

(figure 12).
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En outre, aprés la coloration de gram (figure 12), les deux isolats G1, G4 ont été
caractérisée par une couleur rose. Elles ont donc une réaction négative (Gram -). Les deux

autres souches P2, P6 ont montré la couleur violette qui signifie une réaction positive (Gram

+).

Figure 12 : Observation microscopique des bactéries isolées sous microscope optique (G x
100) : (A) : la souche G1, (B) : la souche G4, (C) : la souche P2,(D) : la souche P6.

La culture des différentes souches sur le milieu de culture « King B » (figure 13)
révele la manifestation de plusieurs colorations des bactéries qui sont : jaune pour la souche

G1, créme pour souche G4, marron clair pour la souche P2 et marron pour la souche P6.

Figure 13:Aspect morphologique des rhizo-bactéries sur milieu « King B » apres 72h
d’incubation (A) : la souche G1, (B) : la souche G4, (C) : la souche P2, (D) : la souche P6.
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1.2. Caractérisation biochimique des souches bactériennes

Les résultats de la caractérisation biochimiques des quatre souches bactériennes
isolées du sol rhizosphérique d’Oued Souf sont résumés dans le tableau 04 et sont détaillés en

dessous.

Tableau 4:Caracteres biochimiques des isolats.

Souches Fixation Solubilisation | Solubilisation Test de Test d’indole
bactériennes d’azote de phosphate de zinc catalase
G1 + + + + +
G4 + + + + +
P2 + + + + +
P6 + + + + +

1.2.1. Fixation de I’azote

Les résultats obtenus ont montré que les isolats G1, G4, P2 et P6 ont pu croitre sur le
milieu de culture « Ashby », qui ne contient aucune source d’azote, ce qui montre la capacité

des quatre souches bactériennes a fixer I’azote atmosphérique (figure 14).

Figure 14:Croissance des bactéries isolées sur le milieu de culture Ashby: (A) : la souche Gl1,
(B) : 1a souche G4, (C) : la souche P2, (D) : la souche P6.

1.2.2. Solubilisation du phosphate
Ce test a pour but de montrer la capacité des isolats de transformer le phosphore d’un
format insoluble (phosphate tricalcique) et le rendre soluble (accessible pour les plantes). Les

résultats obtenus ont montré que toutes les souches bactériennes (G1, G4, P2 et P6) ont pu

solubiliser le phosphore par la formation d’un anneau clair autour des colonies (figure 15).
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Figure 15 : Solubilisation de phosphore par les souches.isolées : (A) : la souche G1, (B) : la
souche G4, (C) : la souche P2, (D) : la souche P6

1.2.3. Solubilisation de zinc
Ce test est réalisé afin de montrer la capacité des isolats de transformer le zinc d’un
format insoluble et le rendre soluble. Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches

bactériennes (G1, G4, P2 et P6) ont pu solubiliser le zinc par la formation d’un anneau claire

autour des colonies (figure 16).

Figure 16:Solubilisation de zinc par les souches isolées : (A) : la souche G1, (B) : la souche
G4, (C) : la soucheP2, (D) : la soucheP6.
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1.2.4. Test d’indole

Les PGPR affectent la croissance des plantes par la synthése des phytohormones tels
que ’acide indole-3-acétique (AIA) (Zimmer et Bothe, 1989 ; Arshad et Frankenberger,
1993 ; Malhotra et Srivastava, 2008).

L’acide indole acétique (AIA) est 1'un des auxines les plus physiologiquement actives,
c’est un type de phytohormone connu (Malhotra et Srivastava, 2008). Il fonctionne comme un
signal important dans la régulation du développement des plantes (Ryu et Patten, 2008). Il est
connu pour induire une stimulation de 1’élongation racinaire, de la division et de la

différentiation cellulaire (Aloni et al., 2006 ; Fukaki et al., 2008).

Les résultats obtenus ont montré que tous les isolats (G1, G4, P2 et P6) ont réagi
positivement avec ce test par la formation d’un anneau rouge cerise dans la couche supérieure

des solutions bactériennes (figure 17).

Figure 17: Réaction positive du test d’indole

1.2.5. Test de catalase

Pour effectuer ’identification d’une bactérie, il est préférable de connaitre son type
respiratoire. On trouve la catalase chez tous les organismes aérobies. C’est un cytochrome
appartenant a la chaine respiratoire, composée d’une succession de transporteurs d’électrons,

en particulier les cytochromes.

Le test, illustré dans la figure 18, a montré que les quatre isolats sont catalases
positives parce qu'ils ont dégagé des bulles d'air en contact avec le peroxyde d'hydrogene

(H20,).
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Figure 18: Test de catalase (A) : la souche G1, (B) : la souche G4, (C) : la souche P2, (D) : la
souche P6.

Les résultats d’identifications des quatre souches bactériennes isolées, a partir de la
rhizosphére de palmier dattier de la région d’Oued Souf, ont permis I’orientation vers trois

genres bactériennes Staphylococcus (P2 et P6), Pseudomonas(G1) et Neisseiria(G4).
2. Effet des PGPR sur la croissance chez la Moringa Oleifera

Pour vérifier et confirmer 1’effet des PGPR isolées sur la croissance de la plante
Moringa Oleifera, cinq traitements ont été étudié. Les graines de MoringaOleifera sans
inoculation (témoin) et les graines de Moringa Oleifera inoculées par les quatre isolats G1,

G4, P2 et P6 (traités).

2.1. Longueur moyenne des racines

L’analyse de la variance au 30°™ jour de culture a révélé un effet non significatif

(p>0,05) des bactéries sur la longueur moyenne des racines (Annexe 02).
Le test LSD de Fisher a montré 1’existence d’un seul groupe homogene (Annexe 02).

Les isolats de PGPR ont augmenté de maniére non significative la croissance en

longueur des racines des plants de Moringa Oleifera par rapport au témoin.

Apreés un mois d’inoculation, les valeurs les plus élevées ont été obtenues chez les
racines des plantes inoculées par les souches bactériennes P2 et G4 ou la longueur moyenne
des racines a dépassé de 25% la longueur des racines des plantes témoins. Les racines des
plantes inoculées par la souche bactérienne G1 ont présenté une valeur moyenne similaire a

celles des racines des plantes témoins (Figure 19).
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Figure 19: Variation des longueurs des racines des plantes témoins et des plantes inoculées
par les quatre isolats des PGPR.

2.2. Longueur de la partie aérienne

L’analyse de la variance au 30°™ jour de culture a révélé un non significatif (P >0,05)

des bactéries sur la longueur moyenne des feuilles (Annexe 03).
Le test LSD de Fisher a montré I’existence d’un seul groupe homogene (Annexe 03).

Les isolats PGPR affectent de maniére non significative la croissance de la partie

aérienne des plants de Moringa Oleifera par rapport au témoin (figure 20).

Aprés un mois d’inoculation, la valeur la plus élevée a été obtenue au niveau des
parties aériennes des plantes inoculées par la souche P6 ou la longueur moyenne de lapartie
aérienne a dépassé de 17,74% par rapport aux plantes témoins. Les tiges des plantes inoculées
par I’isolat G4 a présenté une supériorité de 13,19% par rapport aux tiges des plantes témoin.
En derniére position, sont rencontrées les tiges des plantes inoculées par la souche bactérienne

G1 qui a augmenté¢ la longueur moyenne des tiges de 10,63% par rapport aux tiges des plantes
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Figure 20 : Variation des longueurs des parties aériennes des plantes témoins et des plantes
inoculées par les quatre isolats des PGPR.
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2.3. Nombre moyen de racines secondaires

L’analyse de la variance, aprés 30™ jour de la culture a montré, effectivement, un
effet non significatif (P >0,05) du traitement par les PGPR sur le nombre moyen de racines

secondaires (Annexe 03).
Le test LSD de Fisher a montré I’existence d’un seul groupe homogene (Annexe 03).

L’inoculation par les isolats PGPR affecte de maniére non significative le nombre
moyen de racines secondaires des plants de MoringaOleifera par rapport au témoin (figure

21).

Apres un mois de culture, les plantes inoculées par les deux souches bactériennes G4
et G1 ont présenté une supériorité¢ de 35,11 % et 33,33%, respectivement, en nombre moyen
de racines secondaires par rapport aux plantes témoins. En derniére position, sont rencontrées
le nombre moyen des racines secondaires des plantes inoculées par les deux souches
bactériennes P2 et P6 qui ont augmenté le nombre moyen des racines secondaires de 9 ,62%

par rapport aux témoins.
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Figure 21: Variation du nombre moyen de racines secondaires des plantes témoins et des
plantes inoculées par les quatre isolats des PGPR.
2.4. Nombre moyen des feuilles

L’analyse de la variance, apres 30 jours de culture a montré, effectivement, un effet
trés hautement significatif (P <0,001) du traitement par les PGPR sur le nombre moyen de

feuilles (Annexe 03).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 03 groupes homogeénes (Annexe 03).
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L’inoculation des plantes par les quatre isolats des PGPR affecte de manicre tres
hautement significative le nombre moyen des feuilles des plants de Moringa Oleifera par

rapport au témoin (figure 22).

Apres un mois de culture, la valeur la plus élevée a été¢ obtenue chez les feuilles des
plantes inoculées par la souche P2 ou le nombre moyen des feuilles a présenté une
augmentation de 76% par rapport aux plantes témoins. Les plantes inoculées par la souche P6
a présenté 65% de supériorité en nombre moyen de feuilles par plante par rapport aux plantes
témoins. L’inoculation par la souche G4 a augmenté le nombre moyen des feuilles de 54% par

rapport aux plantes témoins.
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Figure 22: Variation du nombre moyen des feuilles des plantes témoins et des plantes

inoculées par les quatre isolats des PGPR.
2.5. Poids frais des feuilles

L’analyse de la variance, apres 30 jours de culture a montré, effectivement, un effet
trés hautement significatif (P <0,001) du traitement par les PGPR sur le poids frais des
feuilles (Annexe 03).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 03 groupes homogeénes (Annexe 03).

L’inoculation des plantes par les quatre isolats des PGPR affecte de manicre tres
hautement significative le poids frais des feuilles des plants de Moringa Oleifera par rapport

au témoin (figure 23).

Apreés un mois de culture, la valeur la plus ¢€levée du poids frais des feuilles a été
obtenu chez les plantes inoculées par la souche P6 ou le nombre moyen des feuilles a présenté

une augmentation de 29% par rapport aux plantes témoins.
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Figure 23: Variation du poids frais des feuilles des plantes témoins et des plantes inoculées
par les quatre isolats des PGPR.

2.6. Poids frais des racines
L’analyse de la variance, apres 30 jours de culture a montré, effectivement, un effet
significatif (P <0,05) du traitement par les PGPR sur le poids frais des racines (Annexe 03).

En effet, le test LSD de Fisher a révélé 03 groupes homogenes (Annexe 03).

L’inoculation des plantes par les quatre isolats des PGPR affecte de manicre
significative le poids frais des racines des plants de MoringaOleifera par rapport au témoin

(figure 24).
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Figure 24: Variation du poids frais des racines des plantes témoins et des plantes inoculées
par les quatre isolats des PGPR.

Apres un mois de culture, la valeur la plus élevée de poids frais des racines a été
obtenue chez les plantes inoculées par la souche G1 ou le poids frais des racines a présenté
une augmentation de 200% par rapport aux plantes témoins. La valeur obtenue chez les

racines des plantes inoculées par la souche P6, présentant un poids faible par rapport aux
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racines inoculées par les autres isolats, a présenté¢ 45% de supériorité en poids frais par

rapport aux plantes témoins.
3. Effet des PGPR sur les teneurs en métabolites secondaires chez Moringa Oleifera

Un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides ainsi que des tanins condensés a
¢été effectué afin de caractériser I’effet des PGPR sur la teneur des extraits aqueux préparés a

partir des plantes du Moringa Oleifera.
3.1. Teneur en polyphénols totaux

L’analyse de variance (Annexe 03) montre qu’il y a une déférence trés hautement
significative entre les extraits aqueux des plantes inoculés par les PGPR et le témoin
(P<0,001), cela veut dire que les PGPR ont un effet positif sur la teneur des polyphénols
totaux. Il y a aussi une différence trés hautement significative (P<0,001) des teneurs en
polyphénols totaux entre les feuilles et les racines. Ces résultats indiquent que les teneurs en
polyphénols totaux varient entre les plantes inoculées et non inoculées et aussi entre les

feuilles et les racines (figure 25).
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Figure 25:Variation de la teneur en polyphénol totaux des extraits aqueux des plantes de
Moringa Oleifera témoins et des plantes inoculées par les quatres isolats des PGPR.

Les extraits aqueux des racines des plantes de Moringa Oleifera inoculées par les
souches P2, G1, G4 et P6 présentent des teneurs plus élevées en polyphénols totaux. Elles ont
donné des augmentations respectivesde I’ordre de 64 ,7% ; 48,8% ; 28,44% et 14 ,6%par

rapport au témoin qui présente les teneurs les plus faibles en composés phénoliques.
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Les extraits aqueux des feuilles des plantes de Moringa Oleifera inoculées par les
souches P2, G1, G4 et P6 présentent des teneurs plus élevées en polyphénols totaux. Elles ont
donné des augmentations respectives de ’ordre de 33,45%, 42 ,35% ,42,31% et 50,9%par

rapport au témoin qui présente les teneurs les plus faibles en composés phénoliques.

Le test de classification des moyennes de Tukey(Annexe 3) révele la présence, chez les
racines, de deux groupes homogenes (A) et (C) et 02 groupes intermédiaires (AB) et (BC), et

chez les feuilles, de deux groupes homogenes (A) et (B).
3.2. Teneur en flavonoides

L’analyse de variance (Annexe 03) montre qu’il y a une déférence trés hautement
significative (P<0,001) entre les extraits aqueux des plantes inoculés par les PGPR et le
témoin, cela veut dire que les PGPR ont un effet positif sur la teneur en flavonoides.Sachant
qu’il y a une différence des teneurs en flavonoides entre les feuilles et les racines. Ces
résultats indiquent que la teneur en flavonoides se varient entre les plantes inoculées et non

inoculées et aussi entre les feuilles et les racines (figure 26).
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Figure 26: Variation de la teneur en flavonoides des extrais aqueux des plantes de Moringa
Oleifera.

Les extraits aqueux des racines des plantes de Moringa Oleifera des souches P2, GlI,
G4 et P6 présentent des teneurs élevéesen flavonoides. Elles ont donné des augmentations
respectives de 'ordre de 159,86% ; 96,2% ; 69,67% et 27,84 par rapport au témoin qui

présentent des teneurs faibles en flavonoides.
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Les extraits aqueux des feuilles des plantes de Moringa Oleifera des souches G4, P2,
G1 et P6 présentent des teneurs élevées en flavonoides. Elles ont donné des augmentations
respectives de I'ordre de 76,18% ; 69,31% ; 43% et24% par rapport au témoin qui présente

des teneurs faibles en flavonoides.

Le test de classification des moyennes de Tukey sépare 03 groupes homogenes chez

les racines et 04 groupes homogeénes chez les feuilles (Annexe 03).

3.3. Teneur en tanins condensés

Il ressort de 1’analyse phytochimique que les extraits aqueux des plantes de Moringa
oleifera contiennent des tanins.

Le tableau d’analyse de variance (Annexe 03) montre qu’il y a une déférence tres
hautement significative (P<0,001) entre les extraits aqueux des plantes inoculées par les
PGPR et le témoin, cela veut dire que les PGPR ont un effet positif sur la teneur en
flavonoides.Sachant qu’il y a une différence des teneurs en tanins entre les feuilles et les
racines. Ces résultats indiquent que la teneur en tanins se varie entre les plantes inoculées et

non inoculées et aussi entre les feuilles et les racines (figure 27).
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Figure 27: Variation de la teneur en tanins condensés dans extrais aqueux des plantes de
Moringa Oleifera.

Les résultats ont indiqué que les teneurs en tanins condensés des extraits aqueux des
racines des plantes de Moringa Oleifera inoculées par les quatres souches P2, P6,G1 et G4
présentent les valeurs les plus élevées. Elles ont donné des augmentations respectives de

I’ordre de 65,88% ; 400% ;70,32% et 0,14% par rapport au témoin. Cependant, 1’extrait
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aqueux des racines des planes de Moringa Oleifera non inoculées présente la teneur la plus

faible en tanins condensées.

Les extraits aqueux des feuilles des plantes de Moringa Oleifera des souches P2, G1 et
P6 présentent des teneurs €levéesen tanins. Elles ont donné des augmentations respectives de
I’ordre de 17,11% ; 111,38% et8,7% par rapport au témoin qui présentent des teneurs faibles

en tanins.

Le test de classification des moyennes de Tukey sépare deux groupes homogénes (A)et

(B) chez les racines et deux groupes homogenes (A) et (B) chez les feuilles (Annexe 03).
4. Discussions

La rhizosphére est colonisée plus intensément par des microorganismes que d'autres
régions du sol (Lugtenberg et al., 2001).Les rhizobactéries promotrices de la croissance des
plantes (PGPR) constituent un groupe spécifique de bactéries du sol, qui colonisent la
rhizosphére et améliorent considérablement la croissance et la productivité des plantes
(Ghorbanpour et al., 2015). Elles peuvent améliorer la germination des graines, la croissance
des racines et des pousses, le rendement, I'absorption des nutriments et la tolérance au stress

des plantes, et sont capable de contrdler diverses maladies (Siddiqui, 2003).

Ces bactéries ont été classées dernierement comme éliciteurs biotiques des métabolites
secondaires chez les plantes médicinales (Jaleel et al., 2009). La production de métabolites
secondaires tels que les phénols totaux, les alcaloides, les tanins, le lycopéne et l'activité
antioxydante de diverses plantes a également été stimulée aprés un traitement par les PGPR
(Elango, 2004). Elles produisent des régulateurs de croissance qui agissent comme éliciteurs
sur la biosynthése des alcaloides tropaniques, ce qui entraine 1’augmentation de leurs teneurs

(Ghorbanpour et Hatami, 2013).
4.1. Isolement et identification des PGPR

Ainsi, afin d’étudier I’effet des isolats des PGPR sur la croissance et sur les teneurs en

métabolites secondaires chez Moringa Oleifera, il faut tout d’abord les identifier.

Dans ce contexte, des méthodes classiques d’identification morphologiques et
biochimiques, ont été utilisées pour déterminer les quatre souches bactériennes isolées qui ont
été nommeées : P2, P6, Gl et G4. Les clés de détermination classique ont permis de les
identifier comme étant appartiennent aux genres :Staphylococcus (P2 et

P6),Pseudomonas(Gl), etNeisseiria(G4).
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Les Pseudomonas présentent avec les Bacillus les deux genres les plus abondantes
dans les rhizosphéres des différentes plantes. Lamari et a/.(1996) ont trouvé que parmi 665
souches isolées a partir de la rhizosphere du palmier dattier, 374 (56.2 %) appartiennent au
genre Pseudomonas. De méme, dans une étude réalisée par Lambert et a/. (1987) ont montré

que les Pseudomonas est le genre dominant au niveau de la rhizosphére du palmier dattier.

Les Pseudomonas sont des bacilles, aérobies a Gram négatif, en forme de batonnets,
mesurant de 2 a 4 um de longueur.Ce sont des bactéries ubiquistes, rencontrées souvent dans
les sols, classées comme étant les meilleurs candidats PGPR (Saharan et Nohra, 2011). Elles
ont la capacité a croitre a des températures extrémes qui varient de 4°C a 42°C. En outre, ces
bactéries constituent un groupe complexe et hétérogéne appartenant a la famille des

Pseudomonadaceae et contenant 211 espéces décrites de fagon valide.

D'un autre coté, les Neisseria sont des bactéries coques le plus souvent par paire
(diplocoques) ressemblant a des grains de café. Ce sont des bactéries a Gram négatif;
immobile, aérobie strict, et oxydase positive. Les colonies de cette bactérie sont grisatres,

visqueuses, arrondis bombées et opaques (pilet et al., 1979).

Staphylococcus est une bactérie a Gram positif, en forme de coque, non mobiles, est a
catalase positive et aéro-anaérobies facultatives (Emilie, 2007). Elle est caractérisé par un
grand potentiel de biofilm.Le PGPR Staphylococcus kloosii EY37 inoculé sur les semences
améliore les performances d'émergence, la croissance et I'absorption de nutriments et peut

réduire la tolérance au stress salin chez les radis (Yildirim et al., 2008).
4.2. Caractéristiques biochimiques des PGPR qui favorisent la croissance des plantes

L'azote est 1'é1ément le plus important pour la croissance et la productivité des
végétaux.Bien qu’il y a environ 78% de d’azote (N») dans 'atmosphere, il n'est pas disponible
pour I'utilisation directe par les plantes. Certaines PGPR ont la capacité¢ de fixer 1’azote et
sont aptes a former une interaction libre (non obligatoire) avec la plante hote (Ahemad et
Kibret, 2013). D’aprés Ahemad et Khan (2011) et Parray (2015), les staphylococcus,
Pseudomonas spp. Bacillus spp. EtNeisseria sont signalés parmi les bactéries libres,

endophytes ou a symbioses associatives, au potentiel de fixation biologique d’azote.

La croissance des bactéries sur le milieu «Ashby» dépend de leur aptitude a fixer
I’azote. Dans notre étude, on a trouvé que tous les isolats ont pu croitre sur ce milieu ce qui
montre leurs capacité a fixer 1’azote. Nos résultats sont ceux obtenus par Ahemad et Khan

(2011) et Parray (2015).
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Le phosphore est le second macronutriment requis pour la croissance des plantes apres
I’azote. Méme dans les sols qui sont riches, cet ¢lément se trouve sous forme insoluble et
seulement une faible proportion (0.1%) est assimilable par les plantes (Mezaache,
2012).D’apres Bhattacharyya et Jha (2012), les bactéries appartenant aux genres
staphylococcus, Neisseria etPseudomonaset autressont signalées parmi les bactéries les plus
compétentes en solubilisation du phosphate. Les bactériesPseudomonassp. etAzospirillumsp.
Provenant de la rhizosphére de racines de Piper nigrum L. présentent une capacité ¢levée de
solubilisation des phosphates in vitro (Ramachandran et al., 2007). Les microorganismes
solubilisant les phosphates trouvés dans la rhizosphére de la plante médicinale sélectionnée
peuvent étre inoculés dans la rhizosphere de la plante, ce qui peut étre utilisé pour augmenter

la croissance des plantes (Kidoglu et al., 2007).

La solubilisation du phosphore inorganique se traduit par la formation d’un halo
autour de la colonie (Zaidi et al, 2009). Dans notre travail, on a observé que toutes les
bactéries ont solubilisé le phosphate. Ces résultats sont similaires & ceux obtenus par
Chitraselviet al. (2015), Gupta et al. (2014), Bhattacharyya et Jha, (2012), Mehnaz et
Lazarovits (2006).

Le test d’indole est utilis¢é pour déterminer la capacit¢ d'un organisme a split
tryptophane, un acide aminé pour former le composé indolique. Le tryptophane est hydrolysé
par les tryptophanase pour produire les trois produits de la fin, dont l'une est indole. La
production de cette substance est détectée par Kovac ou le réactif d'Ehrlich qui contient le 4
(p)-p-diméthylaminobenzaldéhyde, il réagit avec l'indole pour produire un composé de
couleur rouge. Par ailleurs, I’AIA est 1'auxine (phytohormone) la plus importante produite par
les plantes et de nombreuses bactéries rhizosphérique. Il a un rdle crucial a jouer dans
diverses activités végétales, y compris le développement de I’embryon ; l'initiation et le
développement des racines ; la dominance apicale ; la formation de feuilles et le

développement de fruits.

Les résultats obtenus ont montré que les quatre souches isolées, G1, G4, P2 et P6 ont
présenté¢ une capacité¢ de production de 1’acide indole acétique. Patten et Glick (2002) ont
démontré que 1'AIA bactérienne de P. putida joue un role majeur dans le développement du
systéme racinaire de la plante hote.De méme, la production d'TAA dans HP72 de P.
fluorescens était corrélée a la suppression de la tache  brune grimpante et rampante.
L'avantage des bactéries associées aux racines est la richesse en nutriments, car une grande

partie des produits métaboliques du carbone fixé par les plantes sont perdus des racines et

43



Résultats et discussions

péneétrent dans la rhizosphére sous forme d'exsudats, de lysats et de mucilage (Hayat et al.,
2010).La plus forte concentration d'IAA est produite par les souches bactériennes P.

fluorescens et Kocuriavarians (Egamberdieva, 2008).

Pour identifier une bactérie, il est préférable de connaitre son type respiratoire. Dans
notre étude, toutes les souches bactériennes que nous avons analysé sont des catalases
positives (G1, G4, P2 et P6).L'activité de la catalase dans les souches bactériennes peut étre
potentiellement trés avantageuse et les souches bactériennes montrant une activité catalase
doivent étre tres résistantes aux stress environnementaux, mécaniques et chimiques (Singh et

al., 2016).
4.3. Effet des PGPR sur la croissance des plantes chez la Moringa Oleifera :

Dans nos travaux, apres 1’inoculation des graines de Moringa Oleifera par les quatre
souches G1, G4, P2 et P6, provoquent des améliorations significatives, de la longueur
moyenne des racines, du nombre moyen des racines secondaires, de la longueur moyenne de
la partie aérienne et du nombre moyen de feuilles, le poids frais des racines et des feuilles a

été enregistre.

La promotion de la croissance des plantes pourrait étre le résultat des fonctions
bénéfiques des isolats de PGPR appliqués, comme la production d'hormone de croissance
végétale, la fixation de l'azote et la solubilisation du phosphore. En plus de certains autres
parametres influencés positivement, la production d'auxine par les isolats est proposée comme

un moyen majeur d'atteindre la promotion de la croissance.

Ces résultats rejoignent ceux de Kloepper et al. (1978) qui ont rapporté que cette
amélioration est due principalement a la capacité des bactéries PGPR a faciliter I’assimilation
des nutriments chez la plante par la production des phytohormones agissant comme des
régulateurs de la croissance dont I’auxine (Kloepper et al., 2007). De méme, Messaoudi
(2015) a étudié I’effet I’inoculation avec des bactéries rhizosphérique sur la croissance du blé
cultivées in vitro, leurs résultats ont montré un effet trés hautement significatif du traitement
avec les souches rhizobactériennes sur le taux de germination des graines, elles ont augmenté
le taux de germination des plantes de 95% par rapport aux témoins. En outre, Kushwaha et
al., (2013), ont trouvé, que I’inoculation des graines de chou-fleur par les PGPR influe
significativement la longueur des pousses de choufleur.Plusieurs études ont indiqué que les
PGPR améliorent également la croissance et le développement des plantes et fournissent des

nutriments minéraux aux plantes, en particulier du phosphore, précipité par des ions tels que
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Ca, Mg et Zn (Al-Karaki et al., 2001; Hameed et al., 2014). IIs jouent un role clé¢ dans le
soulagement de la toxicité induite par le stress salin, normalisant ainsi le mécanisme

d'absorption chez les plantes en fournissant des nutriments essentiels.

4.4. Effet des PGPR sur les teneurs en métabolites secondaires chez la Moringa

oleifera

Les métabolites secondaires des plantes sont des sources uniques de produits
pharmaceutiques, de parfums, d'aromes, d'additifs alimentaires et d'autres composés
importants sur le plan industriel. Les métabolites secondaires des plantes ont pour rdle
principal de protéger les plantes contre les attaques d'insectes nuisibles, d'herbivores et de
phytopathogenes ou d'aider les plantes a survivre a d'autres stress biotiques et abiotiques. Les
stress environnementaux (facteurs microbiens, physiques ou chimiques) peuvent fonctionner
en tant qu'éliciteurs biotiques / abiotiques, ce qui entraine une augmentation de la production
de métabolites secondaires (Radman et al., 2003 ; Ghorbanpour et al., 2013, 2014). Les
¢liciteurs biotiques ont une origine biologique et sont dérivés de microorganismes tels que
champignons, bactéries, virus ou composants de la paroi cellulaire végétale et de produits
chimiques libérés par les plantes contre les phytopathogeénes ou les herbivores. Ainsi, des
¢liciteurs pourraient étre utilisés pour améliorer la production des métabolites secondaires
chez les plantes (Namdeo, 2007).Les microbes de la rhizosphere, tels que les PGPR, sont
mieux connus en tant qu'éliciteurs biotiques, qui pourraient induire la synthése de métabolites

secondaires chez les plantes.

Nos résultats, ont montré que I’inoculation du Moringa oleifera par les PGPR
augmente significativement les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et en tanins

condensés, dans les feuilles de la plante, aussi bien que dans les racines.

Dans les feuilles, la teneur en polyphénols totaux a été augmentée de 50,9% avec la
souche P6, par rapport au témoin. De méme, la teneur en flavonoide et en tanins a été
améliorée del11,38% et 76,18% avec la souche Gl et la souche G4 respectivement. En outre,
dans les racines les teneurs de ces metabolites ont ét¢ améliorées considérablement par

I’application des PGPR.

Dans une étude réalisée par Harinathan et al. (2015), ont trouvé que la teneur en
phénols chezMoringa oleifera est principalement élevée dans les plantes bioinoculées par
Enterobacter cancerogenus. Des travaux ont montré que les PGPR peuvent provoquer des

changements remarquables dans les activités des enzymes impliquées dans la production de
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métabolites, en particulier les flavonoides, conduisant a des changements dans la structure de
I'exsudation racinaire (Shaw et al.,, 2006). Selvaraj et Sumithra (2011), ont trouvé que
I’inoculation des racines de Glycyrrhizaglabra L. par Glomus aggregatum etBacillus
coagulansaugmente la teneur des flavonoides et des alcaloides. De méme, dans les travaux de
Tajpoor et al. (2013), la teneur la plus élevée en flavonoides, dans l'huile essentielle
d’AnethumgraveolensL. a été obtenue aprés inoculation par Pseudomonas putida combinée
avec un vermicompost.Ocimum basilicum L. (basilic doux) est une plante riche en huiles
essentielles et contient environ 40 métabolites différents, dont plus de 60% sont le terpinéol et
I'eugénol (Banchio et al., 2009). La teneur en ces deux composants d'huile essentielle a été
multipliée par dix chez les plantes exposées a l'inoculation de racines de Bacillus subtilis
GBO03. Dans d'autres études, la croissance des plantes et la teneur en huiles essentielles
d'Ocimumspp. augmenté apres l'inoculation des plantes avec Glomus fasciculatum et

Azotobacter chroococcum (Vinutha, 2005), Pseudomonas putida et A. chroococcum

(Ordookhani et al., 2011).
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Conclusion

Les plantes constituent depuis toujours une importante ressource naturelle pour les
sociétés humaines, elle fournissent également de nombreux composés, tels que les
antioxydants, les huiles, les parfums, les cosmétiques et les molécules actives
(médicaments).Pour améliorer le rendement de ces composés, de nombreuses stratégies ont

été mises en ceuvre.

Notre étude renferme trois volets : I’isolement et I’identification des PGPR, 1’effet des
PGPR sur la croissance des plantes deMoringa oleifera et 1’effet des PGPR sur les teneurs en

métabolites secondaires, dans les feuilles et les racines du Moringa oleifera.

Dans la premiére partie, quatre souches nommées G1, G4, P2 et P6 ont été isolées a
partir de la rhizosphéredu palmier dattier a Oued Souf. L’identification et la caractérisation
morphologique des souches bactériennes isolées a permis de classer ces souches en 03 genres
différents qui sont : Staphylococcus (P2& P6), Pseudomonas (G1) et Neisseria(G4). Ces
quatre souches ont été évaluées par quelques traits biochimiques. Les isolats ont pu : fixer
I’azote atmosphérique ; solubiliser le phosphore ; solubiliser le zinc, produire de 1’indole et ils

ont montré une activité catalytique positive.

Dans la deuxiéme partie, pour confirmer 1’effet positif des bactéries sur la croissance
des plantes, une plante médicinale a été utilisée c’est Moringa oleifera. Les graines de cette
plante ont été inoculées par les PGPR. Les résultats obtenus ont montré que, les quatre
souches favorisent la croissance de Moringa oleifera, elles ont présenté une augmentation
pour tous les parametres de croissance étudiés, la longueur des racines (de 25 % avec les
souches P2 et G4), la longueur de la partie aérienne (de 17,74 % avec la souche P6), le
nombre moyen de feuilles (de 76 %avec la souche P2), et le nombre moyen des racines
secondaires (de 35,11% avec la souche G4), mais avec des pourcentages variables d’une

souche a une autre et pour chaque parametre.

Et enfin la troisiéme partie ou on a étudi¢ 1’effet des PGPR sur les teneurs en quelques
métabolites secondaires (polyphénols, flavonoides et les tanins) chez Moringa oleifera. Les
résultats ont montré que les plantes traitées par les PGPR présentent des teneurs tres €levées
enpolyphénols, flavonoides etentaninspar rapport aux plantes témoins. Par ailleurs, des
améliorations importantes ont été enregistrées pour chaque famille avec les PGPR : pour les

polyphénols (dans les racines, la teneur a ét¢ augmenté de 64,7% avec la souche P2) ; pour les
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flavonoides (dans les feuilles, la teneur a été¢ amélioré de76, 18% avec la souche G4); pour les

tanins (dans les racines, la teneur a été augmenté de 400% avec la souche P6).

Ainsi, dans la perspective d’approfondir ce travail et afin d’optimiser la production des

métabolites secondaires chez les plantes médicinales, il est judicieux de :

"1 Tester d’autres types des éliciteurs biotiques et/ou abiotiques tel que : la
température, I’hypoxie, la lumiere, les métaux lourds, les champignons et les combinaisons de

ces éliciteurs avec les PGPR ;

"1 Améliorer les conditions de culture des plantes médicinales, en utilisant surtout des

systémes hydroponiques moderne et sophistiqués dans des serres controlées.
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Annexes
Annexe 01 : Composition des milieux de culture
1. Composition du milieu King B (King et al. 1954) en (g/l) (pH =7,2 ; autoclavage 20

minutes a 120 °C).

Peptone (DifCo)......ovniiiii i e 20¢g
GLYCETOL (PTOLADO) ..oviiiiieeiiieiie et ettt ettt st e 15 ml
KIJHPO[(sigma) 15¢g
........................................................................... L15g
MgSol] (sigma) 15¢g
............................................................................ 1000 ml
N3 O 5 ¥ 0 )

Eau distill€e ......oeii

2. Composition du milieu Ashby sans azote en (g/1)

Mannitol ........... ceerreerreneeenreenneereesnessneenineenneene 2008

Hydrogénophosphate de potassium (K2ZHPO4) ..o, 0,20 g
Sulfate de magnésium (MgSO4) ......ooiiiiiiiiiiieeeeeee e 0,20 g
Chlorur de sodium (NaCl) .......oooiiiiiii e 0,20 g
Sulfat de potassium (K2SO4)......cooniiiiiii e 0,10 g
Carbonate de calcium (CaCO3).......ccoviiiiii e, 5¢
AGAT Lo 15¢g
Eau distill€e ... ..o 1000 ml

3. Composition du milieu Pikovskaya en (g/l)

Extrait de [eVure..........cooviiiiiiii e 0,0 €

DexXtrose (GIUCOSE). . .uutiitt it e e e 10g
Phosphate de calcium...... ......oooiiiii i 5¢
Sulfate d'ammonium ((NH4)2SO4)......oooiiiiieeeeeeeee e 05¢g
Chlorure de potassium (KcCl).........cooiiiiiiiiii e 02¢g
Sulfate de magnesium (MgSO4)......ooiiii i 0,1¢g
Sulfate de manganes (MNSO4)..... ..o 0,0001 g
Sulfate de fer (FeSO4)......oiiiiii e 0,0001 g
A AT 15¢g
Eau destill@e. ... ..o 1000 ml
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Annexe 02 : Courbes et tableaux d’étalonnage

1.8 y=0,010x - 0,232

rg 1,6 R2=0,996
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Concentrations en acide gallique (ng/ml)

Figure 01 : Courbe d’¢talonnage d’acide gallique

Tableau 1 : Gamme d’étalonnages des polyphénols totaux

Concentration de la solution meére
0 02 (04 |05 (0,6 |07 [0,8 |09
d’acide gallique (mg/ml)

Quantité de la solution mére de la solution
. . 0,5 {0,5 (0,5 |05 (0,5 0,5 [0,5 |05
mere d’acide gallique (ml)

Folin-Ciocalteu (10%) en ml 25125 12,5 12,5 (25 (25 (2,5 (12,5

Carbonate de sodium a 20% (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2

Concentration finale en acide gallique
0 |40 |80 |[100 [120 |140 |160 |180
(ng/ml)

0,19 (0,54 096 [1,2 (14 |15
Densités optiques 0 8 5 0,76 |1 1 2 6
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Densités optiques

y=72,74x - 0,071
R?=0,996

02 0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Concentrations en Quercitine (mg/ml)
Figure 02 : Courbe d’étalonnage de quercitine
Tableau 02 : Gamme d’étalonnage des flavonoides
Concentration de la
solution mére de quercitine |0 | 0,004 |0,008|0,012|0,016|0,02 |0,024|0,028 | 0,032 | 0,036 | 0,04
(mg/ml)
Quantité de la solution meére
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
de quercitine (ml)
AICI5(20%) en ml 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Concentration  finale en
- 0 10,002]0,004(0,006|0,008 0,01 |{0,012{0,014|0,016/0,018|0,02
Quercitine (png/ml)
Densités optiques 0 0,046|0,196|0,346 (0,496 0,647 (0,797 | 0,947 | 1,097 | 1,248 | 1,398
Hg y=0,001x + 1,051
1:1 ) R2=10,991 A
L, LB
S LR
g LU
b=S 1,1
S 10
£ 1,08
% 1,07
8 106
1,05
0 20 40 60 80 100 120

Concentrations en acide gallique

Figure 03 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique
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Tableau 03 : Gamme d’étalonnage des tanins condensés (Pro-anthocyanidines)

Concentration de la solution
mere d’acide gallique (mg/ml) G1 102103 10410506 0.7 103 0 !
Quantité de la solution mere de
la  solution meére d’acide|250 |250 |250 {250 {250 (250 |[250 |250 |250 |250
gallique (ul)
Sulfate ferreux (ml) 2,5 12,5 12,5 (2,5 (2,5 |25 |25 |25 |25 |25
Concentration finale en acide
callique (ug/ml) 10 |20 |30 (40 (50 |60 70 80 90 100
DO 1,06 1,07|1,08 1,09 1,1 |1,114|1,121|1,132 {1,137 |1,143
Annexe 03 : Analyses statistiques
1. Longueur de la tige
Tableau d’analyse de la variance
Sources de variation SCE ddl CM F
Traitements 62,3182 4 15,5795 1,16 0,364 ns
Résiduelles 229,0 17 13,4706
Total 291,318 21

Tableau de comparaison des moyennes

Traitements Moyennes Groupes homogénes
P2 23,0 A
T 23,5 A
G1 26,0 A
G4 26,6 A
P6 27,2 A
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2.Longueur des Racines

Tableau d’analyse de la variance

Sources de variation SCE ddl CM F P
Traitements 2,77821 4 0,694551 0,19 0,941 ns
Résiduelles 77,1833 21 3,6754
Total 79,9615 25
Tableau de comparaison des moyennes
Traitements Moyennes Groupes homogénes
P6 2,75 A
G1 2,8 A
T 2,8 A
G4 34 A
P2 3,5 A
2. Nombre de racines secondaires
Tableau d’analyse de la variance
Sources de variation SCE ddl CM F P
Traitements 54,8136 4 13,7034 0,32 0,859 ns
Résiduelles 725,55 17 42,6794
Total 780,364 21

Tableau de comparaison des moyennes

Traitements Moyennes Groupes homogénes
T 11,25 A
P2 12,33 A
P6 12,33 A
G1 15,0 A
G4 15,2 A
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3. Nombre de feuille

Tableau d’analyse de la variance

Sources de variation SCE ddl CM F P
Traitements 1300,86 4 325,215 10,51 0,000%**
Résiduelles 804,883 26 30,9571
Total 2105,74 30
Tableau de comparaison des moyennes
Traitements Moyennes Groupes homogénes
Gl1 3,66 C
T 12,2 B
G4 18,87 A
P6 20,12 A
P2 21,5 A
4. Poids frais des feuilles
Tableau d’analyse de la variance
Sources de variation SCE ddl CM F P
Traitements 1,53138 4 0,382844 21,79 0,000%**
Résiduelles 0,439294 25 10,0175718
Total 1,97067 29

Tableau de comparaison des moyennes

Traitements Moyennes Groupes homogénes
G1 0,198 C
P2 0,252 C
G4 0,317 C
T 0,595 B
P6 0,768 A
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5. Poids frais des racines

Tableau d’analyse de la variance

Sources de variation SCE ddl CM F P
Traitements 0,567286 4 0,141821 2,72 0,0516 ns
Résiduelles 1,35709 26 10,0521957

Total 1,92437 30

Tableau de comparaison des moyennes

Traitements Moyennes Groupes homogénes
T 0,206 C
P6 0,286 B
P2 0,46 B
G4 0,508 A
G1 0,562 A

5. Teneur en polyphénols totaux

Tableau d’analyse des variances

Sources de variation SCE ddl CM F Sig.
Organes végétal 36576,954 1 36576,954 | 145,397 Q***
Traitements 20174,724 4 5043,681 20,049 Q***
Organes * Traitements 7524,954 4 1881,238 7,478 0,001 ***
Résiduelle 5031,323 20 251,566

Total 69307,955 29

Tableau de comparaison des moyennes

Groupes homogénes

Organes

A B
Racines 163,647
Feuilles 233,482
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Traitements Groupes homogénes
(Racines) A B C
T 124,637
P6 142,789 142,789
G4 160,28 160,28
G1 185,363 185,363
P2 205,165

Traitements | Groupes homogénes

(Feuilles) A B
T 173,152
P2 231,072
G4 246,419
G1 255,495
P6 261,271

6. Teneur en flavonoides

Tableau d’analyse des variances

Sources de variation SCE ddl CM F Sig.
Organes végétal 375,382 1 375,382 490,8 Q&
Traitements 455,313 4 113,828 148,827 Q***
Organes * Traitements 54,563 4 13,641 17,835 Q***
Résiduelle 15,297 20 0,765
Total 900,555 29
Tableaux de vomparaison des moyennes
Traitements Groupes homogénes
A B
Racines 13,063
Feuilles 20,137
Traitements Groupes homogénes

(Racines) A B C
T 7,65
P6 9,78
G4 12,98667
G1 15,01667
P2 19,88
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Traitements Groupes homogénes
(Feuilles) A B C D

T 14,11667

P6 17,50667

Gl 20,31333

P2 23,89

G4 24,86
7. Teneur en tanins
Tableau d’analyse de la variance

Sources de variation SCE ddl CM F Sig.
Organes végétal 13554,24 1 13554,24 65,372 Q***
Traitements 66642,034 4 16660,508 | 80,354 QF*
Organes * Traitements 71346,383 4 17836,596 | 86,026 Q***
Résiduelle 4146,801 20 207,34

Total 155689,46 29

Tableaux de comparaison des moyennes

Traitements Groupes homogénes
A B
Feuilles 84,427
Racines 126,939
Traitements | Groupes homogénes
(Racines) A B
T 61,24587
G4 61,32838
P2 101,59241
G2 104,31518
P6 306,21287
Traitements | Groupes homogénes
(Feuilles) A B
G4 64,38119
T 66,59241
P6 72,38449
P2 77,99505
G1 140,78383




Résumé

Dans le but d’étudier I’effet des PGPR sur la teneur en métabolites
secondairesdans les racines et les feuilleschezMoringaoleifera. Nous avons isolé¢ quatre
souches bactériennes, qui sont nommeées G1, G2, P2 et P6, a partir de la rhizosphére du
palmier dattier dans la wilaya d’OuedSouf.

Trois genres bactériens ont été identifiés en se basant sur les caractéristiques
morphologiques et biochimiques, il s’agit de staphylococcus pour les souches P2 etP6 ;
Pseudomonaspour lasouche Glet de Neisseria pour la souche G4.Ensuite, Ces bactéries ont
été caractérisées selon des traits biochimiques pour leur capacité a produire des hormones de
croissance végétales comme I'TAA, la fixation d’azote, la solubilisation du phosphore et du
zinc et leurs activités enzymatiques (catalase). La majorité des souches testées ont présenté
des résultats positifsavec les tests précités.

En outre, pour confirmer I’effet bénéfique des isolats PGPR sur la croissance des
plantes, les quatre souches ont été inoculé avec les graines deMoringaoleifera. Nos résultats
obtenus ont montré que toutes les souches ont améliorée significativement la longueur des
racines, la longueur de la partie aérienne, le nombre moyen de racines secondaires, le nombre
moyen de feuilles.

En outre, I’inoculation deMoringaoleifera par les PGPR a eu des effets significatifs
sur les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins dans les feuilles et dans les racines
de la plante. Les meilleurs teneurs, en polyphénols: 261,271mg EQ/100g MS soit une
augmentation de 50,9%est obtenu avec la souche P6), en flavonoides : 24,860mg EQ/100g
MS soit une augmentation de 76 ,18% avec la souche G4 et en tanins : 306,213 mg EQ/100g
MS soit une augmentation de 400% avec la souche P6.

Les mots clés : PGPR, Moringa oleifera ; métabolites secondaires.

Abstract

In order to study the effect of PGPR on the secondary metabolites contents in the roots
and the leaves of Moringa oleifera. Four bacterial strains were having isolated, named G,
G2, P2 and P6, from the date palm rhizosphere in Oued souf.

Based on the morphological and biochemical characteristics, three bacterial genera
were identified; it is staphylococcus for strains P2 and P6; Pseudomonas for strain G1 and
Neisseria for strain G4. Then, these bacteria have been characterized based on biochemical
traits for their ability to produce plant growth hormones such as IAA, nitrogen fixation,
phosphorus and zinc solubilization, and their enzymatic activities (catalase). Most of strains
tested showed a positive results with the above tests.

Moreover, to confirm the beneficial effect of PGPR isolates on plant growth, the four
strains were inoculated with Moringa oleifera seeds. Our results showed that all strains
significantly improved root length, length of aerial part, number of secondary roots, number
of leaves, and total weight of plants.

Furthermore, inoculation of Moringa oleifera by this PGPR significantly increases the
polyphenols, flavonoids and tannins contents in the leaves and the roots. The highers contents,
for polyphenols:261,271mg EQ/100g MS is an increase of 50,9% is obtained with the strain
P6, for flavonoids: 24,860mg EQ/100g MS is an increase of 76 ,18% with the strain G4 and
for tannins: 306,213 mg EQ/100g MS is an increase of 400% with the strain P6.

Key words: PGPR; Nitrogen fixation, Moringa oleifera; secondary metabolites.
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