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Résumé 
 

 

Ce travail a été réalisé sur huit souches bactériennes isolées à partir des nodules 

racinaires de la légumineuse Trigonella foenum-graecum L. ont fait l’objet d’une 

caractérisation phénotypique à travers l’étude des caractères culturaux et biochimiques. 

 

La caractérisation des souches porte sur une étude morphologique qui nous a permis 

d’avoir des colonies homogène, une surface bombée, des bacilles à Gram négatif, suivie d’une 

caractérisation phénotypique qui inclue des tests biochimiques. 

 Les tests biochimiques effectués sont : réduction des nitrates, hydrolyse de l’urée, 

activité cellulosique qui ont évalue la présence d’une activité enzymatique chez les isolats.

  

 

Mots clés :Trigonella foenum-graecum L, caractérisation, isolats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Abstract 
 

This work wascarried out oneight bacterial  strains isolated from root nodules of 

The legume Trigonella foenum-graecumL.were subjected to a phenotypic characterization  

through the study of cultural and biochemical characteristics.  

 

Strain characterization in volvesa  morphological study that allowed us to have 

homogeneous colonies a domed surface of negative Gram bacilli, followed by phenotypic 

characterization that includes tests biochemical. 

Biochemical tests performed are: nitrate reduction, hydrolysis of urea, cellulosic activity 

which evaluated the presence  of enzyme activity in isolates. 

 
Key words : Trigonella foenum-graecum L, characterization, isolates.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 ملخص
 

 

 اجزٌث هذه الذراسة على ثمانٍة سلالات بكحٍزٌة معشولة من العقذ الجذرٌة للبقىلٍات 

Trigonella foenum graecum L. 

الحىصٍف المظهزي للسلالات سمح لنا بحكىٌن مسحعمزات محجانسة و سطح محذب، عصٍات دات   

ارات كٍمٍىحٍىٌة.ظاهزي ٌشمل اخحبسلبً، ٌلٍها جىصٍف   Gram 

جحلٍل الٍىرٌا، نشاط السٍلٍلىس الذي ٌقٍم وجىد نشاط البٍىكمٍائٍة الحً ٌحم إجزائها هً: انخفاض النحزات ، الاخحبارات 
  الإنشٌم فً العشلات.

 
  

. عشلاتال, دراسة وصفٍة, Trigonella foenum graecum L:الكلمات المفحاحٍة 
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Introduction  

L’association symbiotique plante légumineuse-bactérie est un processus 

indispensable à la plante pour acquérir l’azote sous forme réduit, mais aussi à la 

bactérie pour obtenir les nutriments nécessaires pour son développement. 

La fixation biologique de l'azote, joue un rôle majeur dans le cycle de l'azote. 

Les bactéries fixatrices d'azote possèdent un complexe enzymatique, appelé 

nitrogénase, qui assure la réduction de l'azote moléculaire en ammoniaque. Ces 

bactéries présentent une très grande diversité dans leur mode de vie et leur association 

avec les végétaux. 

Les bactéries nodulant les légumineuses (B.N.L.) comprenant notamment les 

espèces du genre Rhizobium sont des bactéries du sol, à Gram négatif, qui ont une 

signification scientifique et agronomique profonde due à leur capacité d'établir une 

relation symbiotique dans la fixation d'azote avec les légumineuses, relation 

d'importance majeure pour l'entretien de la fertilité du sol (Somasegaran et Hoben, 

1994). 

 Le Fenugrec (Trigonella foenum-graecumL) ou helba est une plante herbacée 

annuelle ont été connus et employées pour différents buts dans des périodes antiques, 

particulièrement en Egypte, Algérie. Ce genre réunit environ quatre vingt espèces. 

Le but de notre travail réside dans l’isolement et la caractérisation des souches 

bactériennes, symbiotiques et fixatrices d’azote, nodulant des espèces de 

légumineuses du genreTrigonella foenum-graecum L.Nous avons effectuées un 

isolement des souches à partir des nodules racinaires de fenugrec (Trigonella foenum-

graecum L) puis une caractérisation phénotypique qui comporte une série de tests 

biochimiques : recherche des enzymes spécifique (nitrate réductase, uréase, cellulase). 

 



 

 

Chapitre 1 
Etude 

bibliographique 
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I-Symbiose  

1-1-définition 

 Etymologiquement le terme symbiose signifie « vivre avec ». Au sens large, 

une symbiose implique au minimum deux organismes vivants dont l’association 

stable dans le temps existe sous trois aspects suivants les bénéfices retirés par l’un ou 

l’autre des partenaires.  

(Mbengue, 2010). 

 Interaction symbiotique entre les microorganismes du sol et les plantes. 

association du Rhizobium à la racine des légumineuses. 

 interaction des Frankia,  bactéries sporulant filamenteuse avec des 

plantes dites actinorhizienne, 

 interaction des champignons. 

 

I-2-La fixation biologique de l’azote 

 

          La fixation biologique de l’azote est un processus qui permet de produire des 

substances protéiques à partir de l’azote gazeux présent dans l’atmosphère de  

l’environnement. C’est le processus de réduction enzymatique de l’azote 

atmosphérique (N2)en azote ammoniacal (NH3), cette forme d’azote combiné 

représente la fin de la réaction de fixation et le début de l’incorporation de l’azote fixé 

dans le squelette carboné (Hopkins, 2003). 

 

         Dans cette association symbiotique, la plante représente l’hôte et le partenaire 

bactérien le symbionte. Chez les légumineuses, les rhizobia s’installent dans les 

racines des plantes; le végétal fournit des matières nutritives à la bactérie; celle-ci 

capte l’azote de  l’air et le donne à son hôte (Pousset, 2003). La réaction chimique 

type est 

 

 2N2(g)     +      3{CH2O}      +      3H2O      → 3CO2   +      NH4 

 Azote                 matière              Eau           Dioxyde de    Ammonium         

(gaz)                  organique                              Carbonne 
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L'interaction symbiotique se traduit par la formation d'organes spécifiques, 

appelés  nodules ou nodosités, à l'intérieur duquel la bactérie, intracellulaire, se 

différencie enbactéroïde capable de fixer l'azote atmosphérique en le réduisant, via le 

complexe nitrogénase, en ammonium (Perret et al., 2000 ; Gibson et al., 2008).  

 

I-3- Importance de l’azote pour la plante 

L’azote est un élément essentiel pour toutes formes de vie (Cleland et Harpole, 

2010), est un facteur limitant pour la croissance et le rendement des plantes. Cet 

élément est un composant essentiel des cellules au niveau structurel, génétique et 

métabolique, participant à beaucoup de processus  de croissance et développement de 

la plante. 

 

II-Rhizobia  

 La biodiversité microbienne constitue une ressource naturelle énorme pour 

l’humanité   (Longfei Zhao et al, 2010), les rhizobiums sont des bactéries capables de 

former des nodules et établir une symbiose avec les racines ou les tiges des plantes 

légumineuses. Pendant le processus symbiotique, les rhizobriums sont capable de 

réduire l’azote atmosphérique à une forme assimilable (ammonium) directement par 

les plantes (Barrada et Fikri -  Benbrahim, 2014). 

 Les Rhizobium sont des bactéries à Gram négatif, strictement aérobie non 

sporulantes, et généralement mobile grâce a la présence d’un ou plusieurs flagelles 

(Jordan, 1984 et Werner, 1992) ces bactéries peuvent exister sous deux formes: la 

forme végétative que l’on trouve dans le sol et la forme bactériode que l’on rencontre 

à l’intérieur des cellules de cortex racinaire (Werner, 1992). 

 

II-1-Taxonomie des rhizobia  

 La première classification des rhizobia a été basée sur les tests de l’incubation 

croisée entre les rhizobia et leurs plantes hôte et sur d’autres critères morphologiques 

et culturales       (Willems, 2006 ; Berrada et Fikri – Benbrahim, 2014). 

 L’isolement des rhizobia associés aux légumineuses non prises en compte 

auparavant a souvent conduit au bouleversement de leur taxonomie. Ces 

modifications constantes de la taxonomie ont conduit à la recherche des critères à 

prendre en compte pour la description de nouveaux taxons (Barrada et Fikri – 

Benbrahim, 2014). 
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 C’est ainsi que les bactériologistes ont commencé l’utilisation de la taxonomie 

polyphasique de prendre en compte une large gamme d’information phénotypique                   

(caractères  morphologiques, physiologiques) et génotypiques (analyse des plasmides, 

hybridation ADN, ADN, analyse du pourcentage en GC) (Willems 2006 ; Berrada et 

Fikri – Benbrahim, 2014 ; Peix et al, 2015). 

 Le changement le plus important dans la taxonomie des rhizobia est en relation 

avec l’introduction des techniques génétiques qui permettent l’analyse des gènes  

(séquençage des gènes de l’ARN, 16 S, analyse des Housekeeping gènes tels que le 

recA, apt D, ghn II)           (Willems 2006 ; Masson-Boiviet al 2009 ; Berrada et Fikri 

–Benbrahil 2014 ; Peix et al 2015). 

 

III-Les légumineuses  

 Les légumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les angiospermes (Sperend, 

1995), qui représentent la troisième famille de plante par le nombre d’espèces 

(Schneider et al, 2015). 

Les Fabaceae constituent une famille de plantes comprenant 12000 espèces 

différentes classées selon 400 genres distincts (Hordés, 2015). 

Cette famille produit des fruits en forme de gousses que l’on récolte desséchées. Ce 

sont : les lentilles, les fèves et haricots secs, les pois séchés ou encore le soja. Il y a 

d’autres fruits en forme de gousses qui sont eux récoltés avant leur maturité finale et 

qui ne sont pas classés dans les légumineuses. Cette différence dans leurs 

caractéristiques nutritionnelles fait que les légumineuses sont regroupées avec « les 

viandes » et substituts en raison de leurs fortes teneurs en protéines (Besançon, 2017). 

 

III-1-La légumineuse fenugrec 

 

Fenugrec (Trigonella foenum graecum. L) est une plante herbacée annuelle 

(Maletic 

et Jevdjovic, 2007) ou de vivaces (Burnie et al., 2006) de la famille des Fabaceae. 

Apparenté 

au trèfle, ce genre réunit environ quatre- vingts espèces (Burnie et al., 2006). Leur 

origine est 

la région méditerranéenne, et aujourd'hui il pousse dans le monde entier et 

particulièrement 
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en l'Inde, l'Egypte, la Chine et l’Amérique (Burnie et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

III-2-Morphologie de la plante 

 Le fenugrec est une plante annuelle de 30 à 60 cm de hauteur les feuilles sont 

composées par trois folioles, dentées, gris-vertes de 20 à 25 mm de longueur 

(MoradiKoret al.,2013). 

Les fleurs de Trigonella foenum-groecum L. sont blanchâtres ou jaune pâle, les 

variétés sauvages et cultivés existent avec 1 à 2 fleurs axillaires, sessiles 

(MoradiKoret al., 2013). 

La gousse de 5 – 7 cm de long avec un bec persistant chaque une portante 10-20 

graine qui sont petites de 5mm de long, dur et jaune brunâtre (MoradiKoret al., 

2013)(Figure 1). 

 

III-3-Taxonomie de la plante  

 Super- Régne : Chlorobiontes 

Régne : Plante 

Sous-Régne : Tracheobionta 

Division : Magnolipsida 

Classe : Magnolipsida 

Clodus : Fobidées 

Order : Fabales 

Famille : Fabaceae 

Genre : Trigonilla 

Espèce : Trigonilla foenum-graecum (Mehani et Segni, 2012). 
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 (a) (b) 

 

Figure 1 : (a)  Trigonella fleurissante, (b)  pied de Trigonella. 

 

 

IV-Nodulation  

IV.1. Définition du nodule  

Le nodule(ou nodosité) est un organe différencié de la symbiose. Il abrite les 

symbiontes bactériens leur assure les conditions nécessaires à l’activité fixatrice 

d’azote et favorie les échanges nutritifs entre les deux partenaires (Gobat, 2010). 

 

IV-2-Mécanisme de la nodulation 

IV-2-1-Formation des bactéroïde 

 La majorité de la population bactérienne se transforme en bactéroïdes de 

forme branchée sphérique ou en massue. Une membrane péribactéroïdienne, 

enveloppe les bactéroïdes. de formes irrégulières sont plus volumineux que les 

bactéries libres et ne sont pas capables de se diviser (Perry et al., 2004)(Figure 2). 

IV-2-2- Préinfection 

Le processus de nodulation commence par un échange de signaux entre la 

plante hôte et la bactérie. En condition de carence en ions d’ammonium (NH4
+
), les 

plantes produisent des flavonoïdes (molécules signales) au niveau de leurs racines 

(Patriarca et al., 2004). Ce signal, une fois perçu par le Rhizobium, induit l’expression 

de gènes nod codants pour les enzymes de synthèse de facteurs Nod (lipochitino-

oligosaccharides ou LCO) (Dénarié, 2000). Ceux-ci sont des signaux de nodulation 
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ciblant le programme organogénétique de la plante (Patriarca et al., 2004). Les 

rhizobiums diffèrent dans la structure de leurs facteurs de nodulation constituent un 

deuxième niveau de contrôle de la spécificité d’hôte (Moschetii  et al., 2005). 

 

IV-2-3-L’infection 

Les bactéries migrent vers l’extrémité des poils absorbants, s’y fixent et 

libèrent à leur tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui 

assouplissent la paroi cellulaire (Dupuy et Nougier, 2005). 

Au cours de l’infection, la pénétration de la bactérie est facilitée par la 

courbure du poil racinaire et par conséquent la bactérie est entourée par la paroi 

végétale dans une zone confinée. La croissance des nodosités se poursuit dans les 

régions infectées de l'écorce et du péricycle, jusqu'à ce que ces deux masses de 

cellules fusionnent et forment la nodosité (Rasanen, 2002).  

 

IV-2-4- Développement du nodule 

Dans le poil absorbant, des vésicules golgiennes convergent vers le point de 

contact, forment un cordon amorphe (Dupuy et Nougier, 2005). Ce cordon relie les 

cellules épidermiques aux cellules corticales. De là, l'organogenèse se poursuivra 

jusqu'à l'obtention d'un nodule (Bélanger, 1998). Arrivé dans la zone corticale, le 

cordon se ramifie et envahit la presque totalité de la racine. La zone corticale réagit 

par l’augmentation de taille mais aussi par la multiplication cellulaire activée par la 

libération de cytokinines bactériennes ; un méristème se forme ou différencie une 

excroissance appelée nodule (Dupuy et Nougier, 2005).  

La dernière étape de la formation du nodule consiste en un relâchement des 

rhizobiums à partir des cordons d'infection à l'intérieur des cellules corticales suivie 

de la division et la différenciation des rhizobiums en cellules fixatrices d'azote 

reconnues sous le nom de bactéroïdes (Machrafi, 2001). 
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 Figure 2 : Développement des nodules sur les racines dans un cas de 

symbiose entre Rhizobium et une plante (Perry et al., 2004). 

 



 

 

Chapitre 2 
 

Matériel et méthodes 
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I- Isolement des bactéries nodulant le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L) 

Notre étude porte essentiellement sur la région de Bin El Ouiden Daira de Tamalous, 

Wilaya de Skikda (21) (latitude 36°48’ 15’’N et longitude 6°34’ 2E)(Carte 1). 

 

 

Carte 1 : Localisation géographique des zones de prélèvement 

I-1-Collecte des nodules  

La collecte est réalisée selon la technique préconisée par Vincent (1970) et Beck et 

al.,(1993).Il s’agit de :  

- Creuser environ 15 cm autour de la plante dans le sol pour extraire la plante et son                       

appareil racinaire sans l’abimer. 
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 - Se débarrasser de la terre manuellement au niveau des racines sans endommager les 

nodules. 

- Récupérer la plante et la mettre dans un sachet en plastique. 

- Répéter l’opération sur plusieurs pieds pour avoir le maximum de nodules. 

I-2- Conservation des nodules  

 

          Les nodules formés sont  rincés à l’eau puis séchés à l’aide d’un papier 

absorbant ensuite ils sont détachés de la racine. 

 

Pour une utilisation immédiate, les nodules frais sont conservés au réfrigérateur à 4°C 

jusqu’à 48 heures. Pour une langue période de conservation, nous avons utilisé un 

dessiccateur spécial : le chlorure de calcium (CaCl2) qui permet une longue 

conservation allant de 6 à 12 mois (Vincent, 1970) (Figure 3). 

Sur chaque flacon, on doit mentionner le nom de la plante, le lieu et la date de 

prélèvement 

(Vincent, 1970). 

 

Figure 3 : Conservation des nodules 

 

I-3-Stérilisation des nodules 

 

Si les nodules sont conservés dans un agent dessicatif, ils sont auparavant mis dans 

l’eaudistillée au réfrigérateur toute une nuit.  

Sous la hotte à flux laminaire les nodules préparés sont immergés dans l’éthanol à 

95% pendant 5 à 10 secondes puis transférés dans une Hypochlorite de Soduim 3% 
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pendant 3 minutes, ensuite sont rincés 10 fois à l’eau distillée stérile (Vincent J.M., 

1970). 

 

I-4- Isolement des bactéries  

                                                                                obtention 

Nodules stériles Ecrasement des  nodules                         Jus nodilaire  

                                            dans une  boitte  de pétri  

 

 

                                                                                              Essemenssement dans des  

boittes 

                                                                                           de pétri contenant 

YMA+R.C 

 

 

 

 

       Les nodules stériles sont écrasés individuellement dans une goutte d’eau distillée 

stérile dans une boite de Pétri stérile, ensuite ils sont écrasés avec une pince stérilisée 

par immersion dans l’éthanol et flambage au bec Bunsen (Vincent, 1970). 

 

Le jus nodulaire est ensemencé à l’aide d’une anse de platine flambée au bec Bunsen, 

sur boite de pétri contenant les milieux Yeast-Mannitol- Agar (YMA)+ rouge Congo 

et GPA L’ensemencement est réalisé selon la technique des quatre cadrans de manière 

à avoir des colonies isolées (Figure 4) puis les boites sont incubées à 28°C pendant 

24 à 72 heures. 
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  Figure 4 : Ensemencement par la technique des cadrans 

 

II- Caractères culturaux  

 

II-1- Principaux milieux de culture utilisés  

 

Plusieurs milieux sont utilisés pour cette première étape de la partie expérimentale, 

dont la composition est exprimée en gramme par litre d’eau distillée. (Annex1).  

 

           Les milieux de culture doivent contenir les sources d’énergie nécessaire à la 

croissance des bactéries ; pour cela nous avons préparé les milieux spécifiques 

suivants: 

- Milieu liquide :  YMB (Yeast Mannitol Broth)  

- Milieu solide : YMA (Yeast Mannitol Agar)  

  YMA + RC (Yeast Mannitol Agar + Rouge Congo) 

 YMA + BTB (Yeast Mannitol Agar + Bromothymol Blue) 
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GPA + BCP (Glucose Peptone Agar +Bromocrésol Pourpre) 

L’autoclavage des milieux se fait à 120°C pendant 20 minutes. 

 

II-2- Purification des isolats  

 

             Les colonies ayant peu ou pas absorbés le rouge Congo et reconnaissables par 

leur aspect translucide, sont isolées et purifiées par des repiquages successifs sur 

milieu YMA jusqu’à l’obtention des isolats purs. 

 

II -3- Examen microscopique  

 

II-3-1 Coloration de Gram  

 

         La coloration de Gram permet de différencier les bactéries d’après leur affinité 

pour les   colorants. A à cet effet nous avons examiné les souches isolées par la 

technique classique (Annex2). 

 

II-4- Conservation des souches 

Avant de conserver les souches, elles sont ensemencées dans des tubes contenant 

9mlde bouillon YMB dans le but d’enrichir la culture pendant 24h avec agitation à 

30
o
C. 

 

Les isolats purs sont conservés à 4°C dans des tubes inclinés contenant le milieu 

YMA+ CaCO3 (2%) (Annex1) comme agent neutralisant de l’acidité. 

Les souches sont incubées à 30ºC pendant 3 jours. 

 

III- Caractérisation phénotypiques des isolats 

 

III-1-Tests biochimique (recherche de certains enzymes) 

 

III-1-1- Réduction des nitrates 

 

Les bactéries sont mises en culture sur bouillon Tryptone-Yeast (TY) 

(Annexe1)contenant 0,1% de KNO3 (p /v) et incubés à 28°C pendant 4 jours ; après 
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incubation à chaque tube onajoute les réactifs nitrate I (Acide sulfanilique (3℅) dans 

l’acide acétique (5M)) et nitrate II 

(naphtylamine dans l’acide acetique). Une réaction positive se traduit par une 

coloration rose ou rouge du milieu. Si le milieu reste incolore, on ajoute un peu de 

poudre de zinc. Si le milieu devient donc rose ou rouge, il indique l’absence du nitrate 

réductase (NR-), si le milieu reste toujours incolore, il indique la présence d’un nitrate 

réductase. 

 

III-1-2-Hydrolyse de l’urée 

 

Pour mettre en évidence la présence d’une uréase. Les souches sont cultivées sur 

milieu YMA (annexe 1), contenant 2% d’uree (p/v) et 0.012 g/l de rouge de phénol 

comme indicateur de pH. Le milieu solide sans urée est autoclavé à 120°C pendant 20 

minutes puis refroidi jusqu'à environ 45°C. La solution d’urée est stérilisée par 

filtration(0,45 μm) et ajoutée au milieu en phase liquide sous la hotte à flux laminaire 

puis incubé à 28°C pendant 48 heures. 

  

III-1-3-Activité cellulosique 

 

Les souches sont mises en culture pendant 5 jours sur le milieu YMA contenant 

0,25% de CMC. Après incubation à 28°C .Les colonies issues de ce milieu sont 

rincees de licatement à l’eau courante. Les boites sont remplies d’une solution de 

rouge Congo (1mg/ml) et incubées 30 min dans l’étuve à 28°C. La solution colorante 

est remplacées par une solution de NaCl 1M, et les boites sont laissées à une 

température ambiante pendant 30 minutes puis vidées de cette solution. 

Si les colonies apparaissent sur fond rouge, avec un halo jaune orange, on note la 

présence de l’enzyme endoglucanase chez les souches. 

 



 

 

Chapitre 3 
 

Résultats et discussion 
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  La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme étape 

primordiale pour l’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées. Elle 

constitue chez les rhizobiums, la base de la description formelle. Par ailleurs, elle a été 

beaucoup exploitée chez les bactéries endophytes associatives pour la séparation des espèces 

(Baldani et Baldani, 2005). 

 

      Sur le nombre total des nodules récoltés à partir des racines de Trigonella foenum-

graecum L, nous avons tenu compte de 8 isolats : N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8.  

 

I-Caractères morphologiques et culturaux 

I-1-Croissance sur YMA+ RC 

 La croissance des souches sur milieu YMA gélosé additionné de rouge Congo, 

suggère que les souches sont pures car elles n’ont pas absorbé le colorant (figure 5).Ce critère 

a été observé depuis longtemps chez la majorité des rhizobia (Jordan, 1984 ; Vincent, 1970).  

 

Nos isolats après 24 à 48 heurs, donne des colonies lisses, visqueuses qui absorbent 

peu ou pas le rouge de Congo avec une surface lisse et bombée.  

 

 

 

Figure 5 : Croissance sur milieu YMA+ RC 
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I-2-Croissance sur YMA 

Au bout de 24 à 48 heures, les colonies des isolats N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 

sur le milieu YMA ont une croissance très importante, une surface bombée et lisse. Elles sont 

visqueuses et brillantes, avec une texture homogène (Figure 6). 

 

Le genre Rhizobium est caractérisé par des colonies qui sont généralement visibles en 

48 heures elles ont une croissance rapide. Les colonies sont blanches ou beiges, circulaires, 

convexes, semi-translucides ou opaques, élevées et mucilagineuses (Howieson et al. ,2016). 

 

Selon Upchurch et Elkan (1977), Bekki (1992), Zahran et al., (1994), la viscosité des 

colonies est due à une production massive d’exopolysaccharides qui peuvent avoir un rôle 

dans la tolérance des souches à la salinité. 

 

 

 

 

Figure 6 : Croissance sur milieu YMA 
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I-3- Croissance sur GPA+BCP 

        Le développement des bactéries se fait sans acidification du milieu après 24 heures 

(figure 7). 

 

Figure 7 : Croissance sur  milieu  GPA 

 

 

I-4-Test au Bleu de Bromothymol (Vitesse de croissance) 

Le Bleu de Bromothymol est un indicateur coloré qui permet de mettre en évidence 

une réaction acide ou basique. On observe un virage de couleur du vert vers le jaune pour les 

isolats N3, N8 après 24heureset 48 heures pour N1, N2, N4, N5, N6, N7 (figure 8). 

 

Les souches à croissance rapide sont considérées comme des bactéries acidifiantes 

(virage de la couleur du BTB vers le jaune), contrairement aux souches à croissance lente qui 

sont considérées comme des bactéries alcalinisantes qui donnent un virage de couleur au bleu  

(Jordan, 1984, Beck et al, 1993, Pagano, 2008). 

 

Une réaction acide se traduit par le changement de la coloration du BTB vers le jaune. 

Par contre une réaction alcaline se traduit par le renforcement de la coloration bleu (El Hilali., 

2006). 

Le changement de pH sur le milieu (avec indicateur bleu de bromthymol) causé par le 

métabolisme rhizobial. Les souches ont acidifié le milieu, en le tournant du jaune (Howieson 

et al. ,2016). 
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 Figure 8: Résultat du test au bleu de bromothymol  

 

I-5-Coloration de Gram  

L’observation microscopique montre des cellules de forme petite bacille à Gram 

négatif (figure 9).Ces caractéres morphologiques observés sont en accord avec ceux décrits 

pour des rhizobiums (Vincent, 1970 ; Dommergues et Mangenot, 1970 ; Jordan, 1984 ; De 

Lajudietal., 1994 ; Rome et al., 1996).  

 

 

 

Figure 9: Coloration de Gram observées sous microscope (G×100) 
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II-Tests biochimiques (Recherche des enzymes spécifiques) 

II-1- Réduction des nitrates 

 

  Les souches N2, N5, N6, N7 réduisent les nitrates en donnant une couleur rouge après 

l’addition de 2 à 3 gouttes des réactifs Ιet Πde la nitrate réductase, sauf la souche N3 qui a 

donné une réaction négative, mais après l’addition de la poudre de zinc, il y a une apparition 

d’une couleur rougeâtre et les autres N1, N4, N8 restants incolores (Figure 10). 

L’addition des réactifs 1 et 2 du nitrate réductase a montré un virage de la couleur du 

milieu au rouge, ce qui indique que le nitrate a été réduit en nitrite.  

Si le milieu est toujours inchangé, et pour vérifier la présence de nitrate dans le milieu ou non, 

on ajoute une pincée de poudre de zinc, après quelques minutes : une apparition d’une teinte 

rouge signifiant la présence des ions nitrate dans le milieu et donc c’est un résultat négatif ou 

bien l’absence de la coloration rouge signifie que la dénitrification a eu lieu et de l'ammoniac 

ou de l'azote moléculaire ont été formé et donc l’absence des ions nitrates dans le milieu, ce 

qui indique un résultat positif. 

Les nitrates sont la source préférentielle d’azote pour la plupart des microorganismes 

et de leurs plantes hôtes (El-Hilali, 2006). 

 La réduction des nitrates ou des nitrites constitue l’un des caractères taxonomiques 

importants (Joffin et al, 2006). 

 

Lucinskiet al, (2002) montre que la présence du nitrate inhibe l’activité de la 

nitrogénase dans les nodules des plantes légumineuses et que l’activité de la nitrate réductase 

a été observée dans plusieurs associations symbiotiques entre les légumineuses et les rhizobia 

dont 97% de cette enzyme sont localisées dans les bactéroïdes. 
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(a)                                                                    (b) 

 

Figure 10: (a) résultat négatif, (b) résultat positif 

 

II-2- Recherche de l’urèase 

 Ce test permet de mettre en évidence la capacité des rhizobia à hydrolyser l’urée grâce 

à l’uréase, en utilisant le Rouge de Phénol comme indicateur de pH. Après l’incubation des 

boites pendant 48 heures nous avons observé qu’il y a un virage de couleur vers le rose pour 

tous les isolats, c'est-à-dire alcalinisation du milieu (uréase+).Donc nos souches ont l’enzyme 

d’uréase (Figure 11).  

 

L’enzyme peut être «constitutive», c'est-à-dire présente dans la bactérie 

indépendamment de celle de l’urée : l’enzyme sera révélée rapidement (quelque minute à 

deux heures). Pour d’autres bactéries, la synthèse est induite par l’urée et la révélation peut 

donc demander plus de temps (Joffinet al, 2006). 

 

Le milieu contient de l’urée, et si la bactérie produit de l’uréase ceci va provoquer une 

alcalinisation du milieu. L’alcalinisation va faire virer l’indicateur coloré vers le rose 

(Bibirou, 2016).Ce qui indique l’alcalinisation du milieu par conséquent la dégradation de 

l’urée et la libération des ions d’ammonium (Guiraud, 1998), selon la réaction suit : 

 

CO (NH2)2                   + H2O ______________CO2+                 2NH3 

   Urée                                                                                      ammoniac 
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La capacité de l’hydrolyse de l’urée par les rhizobia à été mis en évidence par les travaux de 

Jarvis et al, (1977) en utilisant le rouge de phénol comme indicateur de pH. 

 

(a)                                                                                      (b) 

Figure  11 : (a) Test de l’Uréase positive, (b) la couleur initiale du milieu 

 

II-3- Activité cellulosique 

Pour nos isolats nous observons un halo jaune orange autour des colonies, ce qui met 

en évidence l’activité cellulolytique(Figure  12). 

Ce test permet de mettre en évidence la capacité des bactéries à décomposer la 

cellulose. L’apparition d’un halo jaune orangé autour des colonies indique la présence d’une 

endoglucanase (cellulase) (Lindeström et Lehtomaki, 1988). 

On peut dire que, l’activité des enzymes cellulolytiques dépend de l’origine de 

lasouche et de la composition des milieux de culture (Howieson et al.,2016). 
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Figure 12: Activité cellulosique chez les isolats 

José et al, (2001) confirment la présence de l’activité cellulolytique chez toutes les 

microsymbiontes appartenant au Rhizobium et Bradyrhizobium. 

 

Baumbergeret al. (2002) ont confirmé que l’activite de la cellulase est trouves chez 

plusieurs espèces rhizobiales : Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium 

japonicum, et les différentes souches du R. leguminosarum. 

 

D’autres auteurs ont montré que le Rhizobium produit l’enzyme cellulase qui dégrade 

les ponts glucidiques de la paroi cellulaire des cellules végétales et facilite aux rhizobium de 

pénétrer à travers les microfibres de la membrane cellulaire (Mateos et al.,1992). 
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conclusion 

L’association symbiotique fixatrice d’azote sont très diversifiées et les plus connues 

sont établies entre des bactéries du sol de type rhizobia et des plantes de la famille des 

légumineuses. 

Dans notre étude nous avons mis en évidence le contenu nodulaire de type de 

légumineuse de l’espèce Trigonella  foenum-graecumL. Prélevées à partir de région de Bin El 

Ouiden  Daira de Tamalouse, Wilaya Skikda.  

L’aspect morphologique des 8 isolats sur les différents milieux de culture montre 

qu’ils ont  une croissance rapide sur le milieu YMA additionné de bleu de bromothymol, une 

faible absorption de rouge de Congo. 

L’examen microscopique des cellules bactériennes des isolats donne des bactéries de 

forme bacillaire à Gram négatif.   

Les études phénotypiques, notamment la morphologie des colonies sur YMA, GPA, la 

vitesse de croissance, et la présence des enzymes spécifique au processus de nodulation, nous 

font supposes que les isolats correspondent à une description du genre Rhizobium. 

Les tests biochimiques ont évalué la présence d’une activité enzymatique chez les 

isolats. 
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Annexe1 

 

 

 

                           Milieux de culture et solutions utilisés 

 

        Composition de milieu YMB (Yeast Mannitol Broth) en g/l (Vincent, 1970) 

 

Mannitol                                         10.00 

K2HPO40.50 

MgSO47H2O  0.20 

NaCl0.10 

Extrait de levure 0.50 

Eau distillée1000ml 

PH 6.8 

  Autoclavage 120°C pendant 20 minutes 

Composition de milieu YMA 

 

 

YMB                                              1000ml 

Agar                                               18g 

PH                                                  6,8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes 

 

Composition de milieu YMA + Rouge Congo en g/l 

 

YMB 1000ml 

Solution stock de rouge Congo 10ml 

Agar 18g 

pH                                                  6.8 

 

 

Après ajustement de pH on ajoute 10ml de rouge Congo (0.25g rouge Congo dans 

100mld’eau distillée), puis on ajoute l’agar. 



 

 

 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes 

 

Composition de milieu YMA + Bleu de Bromothymol en g/l 

 

YMB 1000ml 

Solution stock de bleu de bromothymol5ml 

Agar                              15g 

pH6.8 

Après ajustement de pH on ajoute 10ml de bleu de bromothymol (0.5g BTB dans 

100mld’éthanol), puis on ajoute l’agar. 

Autoclavage 120°C pendant 20minutes 

 

Composition de milieu GPA (Glucose Peptone Agar) + Pourpre de Bromocrésol(g/l)                      

(Vincent, 1970). 

 

Glucose 10 

Peptone5 

Solution stock de pourpre de bromocrésol10ml 

Agar 18 

pH6.8 

 

Ajouter du pourpre de bromocrésol (1g BCP dans 100ml d’éthanol), après stérilisation 

etrefroidissement du milieu. 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes 

 

Composition de milieu TY 

 

Tryptone  5g 

Extrait de levure                    3g 

CaCl2 H2O                               0,87g 

Agar                                            18g 

pH6,8 

Autoclavage 120°C pendant 20 minutes 

 



 

 

 

Annexe 2 

 

          La Coloration de Gram  

 

- préparer un frottis sur une lame, 

- recouvrir la lame par le violet de gentiane et laisser agir pendant 1 minute, 

- verser sur la lame la solution iodée (lugol) et laisser agir pendant 30 secondes, 

- décolorer la lame par l’éthanol95° + Acétone en laissant tomber goutte à goutte. 

- rincer bien avec l’eau.  

- recouvrir la lame par la fuschine et laisser agir pendant 1 minute 

- rincer à l’eau distillée. 

- observer au microscope optique (Gx100). 
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Résumé 
 

 

Ce travail a été réalisé sur huit souches bactériennes isolées à partir des nodules racinaires de la 

légumineuse Trigonella foenum-graecum L. ont fait l’objet d’une caractérisation phénotypique à travers 

l’étude des caractères culturaux et biochimiques. 

 

La caractérisation des souches porte sur une étude morphologique qui nous a permis d’avoir des 

colonies homogène, une surface bombée, des bacilles à Gram négatif, suivie d’une caractérisation 

phénotypique qui inclue des tests biochimiques. 

 Les tests biochimiques effectués sont : réduction des nitrates, hydrolyse de l’urée, activité 

cellulosique qui ont évalue la présence d’une activité enzymatique chez les isolats. 
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