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Introduction 

Comme la plupart des pays en voie de développement, l’Algérie n’échappe pas au 

phénomène  de la croissance démographique qui n’est pas suivie par une augmentation de la 

production agricole alimentaire (Chebbi et Lachaal, 2004). Du point de vue nutritionnel, 

l’organisme humain a besoin d’un apport minimum journalier par les protéines, mais la 

situation des pays en développement nécessite l’élargissement de la base alimentaire de 

l’humanité et la lutte contre les carences protéiques par l’extension des cultures de 

légumineuses qui sont cultivées pour leur graine et tiennent une place importante dans 

l’alimentation humaine et animal; de plus, elle constituent une source de protéine végétale 

particulièrement peu couteuse (Pitureau Mirand, 2003  et Joyeux, 2015). En effet le système 

de la production «J’achère-blé» est devenue une nécessité stratégique afin de garantir la 

sécurité alimentaire d’après Latati (2015). 

Les légumineuses (haricot, pois, soja, lentilles et pois chiche) sont l’une des cultures les 

plus importantes en raison non seulement de leur qualité nutritionnelle due à sa richesse en 

acides aminés lysine et thréonine qui sont en très basse teneur dans les céréales, mais pour 

leurs divers avantages agro-environnementaux, socio-écologique et économique (Russel et 

al., 1989 et  Lazreg-Ben Friha, 2008). 

D’après Russel et al (1989) et Bohlool et al (1992), l’avantage des légumineuses à 

graines est leur capacité de se développer dans les sols avec des niveaux bas de l’azote 

disponible. Dans l’agriculture, il y a une incapacité d’acheter l’engrais d’azote et dans les 

régions éloignées les équipements de transport sont restreins. Les études de la persévérance 

exigent que des solutions de rechange aux engrais azotés doivent être recherchées. La fixation 

biologique de l’azote (FBN), un processus microbiologique qui transforme l’azote 

atmosphérique en forme consommable par la plante, offre cette alternative. 

Des nouvelles initiatives internationales de recherche ont été réalisées afin d’augmenter 

le rendement des légumineuses à graine en développant de meilleures plantes et améliorer la 

fixation de l’azote biologique (Russel et al., 1989). 

En régions méditerranéenne, la culture des légumineuses est souvent exposée à des 

contraintes variables de sols. Parmi les quelles, la salinité et la déficience en Phosphore (P) 

sont des facteurs majeurs limitant sa production, surtout quand la croissance des plantes est 

dépendante de la fixation symbiotique de l’azote (FSN) (Faguire, 2012). 
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L’aridité et la sécheresse sont une menace pour le Nord-Africain y compris l’Algérie, 

qui provoque la diminution de la biomasse végétale (Vallejo et al., 1999 ; Mouhouche, 2001). 

Grâce à  leur capacité de former une symbiose avec des plantes de la famille des 

légumineuses, les Rhizobiums occupent une place très importante dans la protection de 

l’environnement et l’amélioration de la fertilité des sols (Selami, 2015). 

La symbiose Rhizobium-légumineuse est un processus indispensable non seulement à la 

plante pour acquérir l’azote sous forme réduite, mais aussi aux Rhizobia afin d’obtenir les 

nutriments nécessaires pour leur développement. 

Notre travail a pour objectifs : 

 L’isolement ; la purification et la caractérisation des bactéries nodulants 

Phaseolus vulgaris L. 

 La révélation  de  la biodiversité des isolats du point de vue morphologique, 

physiologique et biochimique. 

Ainsi, notre travail s’articule autour de 2 parties :  

La première partie présentera une synthèse des données bibliographiques,  un premier 

chapitre rapporte l’importance des légumineuses y compris les haricots et le  deuxième 

chapitre fera le point sur les Rhizobia et leur capacité de fixer l’azote. 

La deuxième partie, présentera  les outils méthodologiques utilisés et nous présenterons 

des résultats obtenus au cours de cette expérimentation et leur discussions.  

 



   

 
 

Synthèse bibliographique 
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         1.1. Généralités 

       Les Légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant à la famille 

botanique des Fabacées (Cheriet, 2016), qui représente la plus grande famille de plantes 

supérieurs en nombres d’espèces après Orchidacée et les Astéracée (Cronk et al., 2006) avec 

environ 964 genres et plus de 24 000 espèces [1]. 

Les légumineuses appartiennent à l'ordre Fables, famille Leguminosae ou Fabaceae. 

Elle  présente une grande diversité (Fig.1).La plupart des légumineuses cultivées 

appartiennent à la sous famille Papilionoideae et plus précisément aux tribus Phaceola,  et des 

Trifiola. 

La classification es botaniste basé sur la forme es fleurs des légumineuses définie trois 

sous-familles: les Mimosoideae, les Caesalpinoideae et les Papilionoideae (Fig.2) 

(Terefework et al., 2000 ; Selami, 2015) 

Les légumineuses à graines restent toujours une part importante de l’alimentation 

particulièrement dans les pays en développement où elles sont la principale source de 

protéines pour l’homme (Broughton, 2003). On peut citer par exemple : le haricot (Phaseolus 

vulgaris), le soja (Glycine max), le pois (Pisum sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), la 

fève (Vicia faba), le niébé (Vigna unguiculata), la lentille (Lens esculenta) (Selami, 2015). 

Dans le monde végétal, les légumineuses ont la capacité de mettre en place une 

symbiose avec certaines bactéries naturellement existantes dans le sol (Schneider et Huyghe, 

2015).Elles ayant acquis la capacité à noduler au cours de l’évolution, et sont regrouper dans 

un clade monophylétique, le clade fixateur d’azote (NFC), symbiotique (Soltis et al, 1995 et  

Soltis et al., 1999). 
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F. 

Figure 2. Phylogénie des  Fabacea (Young et al, 2003) 

Figure 1. Fleurs formé par la sous famille Léguminosea (Howeison et Dilworth, 2016)                   

a) Caesalpinoideae          b) Mimosoideae     c)Papilionoideae 
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1.2. Importance des légumineuses 

1.2.1. Importance économique 

 La majorité des Légumineuses d’intérêt économique appartient aux Papilionoideae 

(Terefework et al., 2000) . Nous savons maintenant que la culture des légumineuses ne 

nécessite pas d’apport d’engrais azoté d’origine industrielle, ce qui est d’un avantage 

considérable en termes d’économie, le transport et l’épandage des engrais azotés sont, en 

effet, très coûteux (Baba Arbi, 2016). 

La culture des légumineuses réduise le cout économique de l’usage intensif des intrants 

chimique dans l’agriculture (Russell et al., 1989). 

Les légumineuses sont une source essentielle et bon marché des protéines végétales 

pour la population du monde entier (FAO, 2016). 

1.2.2. Importance agronomique 

Les légumineuses améliorent les pratiques agricoles et contribuent au maintient de la 

fertilité des sols. En effet, les légumineuses accumulent des concentrations importantes 

d’azote dans leurs tissus. Une partie de cet azote est réincorporée au sol via la décomposition 

des tissus ce qui permet de rétablir la fertilité des sols après des cultures plus exigeantes tel 

que les céréales (Ghalem, 2000). 

Ainsi, la majeure partie des Légumineuses (88% des espèces étudiées ; Faria et al., 

1989) interagit avec des Rhizobia pour former des nodules fixateurs d’azote (Hirsch et al., 

2001) et comprend donc des candidats potentiels pour l'agriculture en tant qu'engrais vert 

azoté ou pour l'enrichissement des sols (Selami,2017). 

Du point de vue agricole, des systèmes de cultures intercalaires incluant des 

légumineuses favorisent la fertilité des sols, améliorent les rendements et contribuent à un 

système alimentaire plus durable (FAO, 2016). 

1.3. Genre Phaseolus 

1.3.1. Généralités et Classification 

        Le genre Phaseolus est grand, incluant approximativement 80 cultivés et espèces 

sauvages, mais  la Phaseolus vulgaris est la seule espèce de Phaseolus à avoir atteint une 

répartition mondiale. Le haricot commun et les haricots du genre Phaseolus, sont originaires 

d’Amérique centrale et d’Amérique du Sud. Le haricot commun a été domestiqué 
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indépendamment en Amérique centrale (Mexique et Guatemala) et dans les Andes 

d’Amérique du Sud (principalement le Pérou) pendant plus de 5000 ans et ensuite transporté 

vers d’autres continents (Bernal et Graham, 2001).  

 Le genre Phaseolus se classe dans la sous-tribu des Phaseolinae, tribu des Phaseoleae, 

famille des Fabaceae et ordre des Fabales. Au sein des Phaseolinae, les deux genres 

Phaseolus et Vigna sont les plus importants et contiennent à eux seuls le plus grand nombre 

d’espèces cultivées comme légumineuses vivrières. La section Phaseolus du genre Phaseolus 

est la plus importante et regroupe notamment les cinq espèces cultivées : P. acutifolius A. 

Gray., P. coccineus L., P. lunatus L., P. polyanthus Greenm. et le haricot commun P. vulgaris 

L. Ce sont des plantes diploïdes de nombre chromosomique2n (Silué, 2009). 

Chez le haricot, on distingue deux classes commerciales majeures, les haricots verts et 

les haricots secs. ). La majeure partie de la production et de la consommation du haricot, à 

l’échelle mondiale, est représentée par les haricots secs (FAO, 2009). Selon  Faguire (2012), 

la production mondiale en haricot sec en 2007 était estimée à 19,29 millions de tonnes. 

1.3.2. Espèce Phaseolus vulgaris L. 

 L’haricot de Phaseolus vulgaris est une plante annuelle  herbacée. Elle est 

généralement à racine pivotante mais qui forme après des racines secondaires longues de 10 à 

15 cm se développant sur toute la racine principale (Ndèye,2002)sur lequel se forme des 

nodules après 15 à 20 jours des semis des graines ( Saoudi, 2017)(Fig.3a).Les feuilles sont 

trifoliées, habituellement ovales (Kroll, 2000) .Les fleurs sont regroupées en grappes. Chaque 

grappe porte quatre à dix fleurs. Leurs couleurs sont variables suivant les variétés, à savoir 

blanche, crème, mauve ou rose (Fig.3b). 

Selon Guinard (1998), la position systématique du P.vulgaris est la suivant ;  

-Régne : végétal  

-Embranchement : Spermaphytes  

-Sous Embranchement : Angiospermes  

- Classe : Dicotyédone  

-Ordre :Fabales  

-Famille : Fabacées  

-Genre :Phaseolus  
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-Espèce: Phaseolus vulgaris  

 

 

 

 

 

1.3.3. Nutrition azotée chez le haricot 

Comme pour la plupart des légumineuses, la nutrition azotée du haricot est assurée soit 

par assimilation des nitrates du sol soit par fixation biologique d'azote atmosphérique (Franco 

et al., 1979 ; Faguire, 2015 ). Le haricot a été décrit par plusieurs auteurs comme étant une 

légumineuse à faible capacité de fixation d'azote, comparée à d'autres espèces de 

légumineuses comme le le soja des sols de la culture mais aussi, à la compétitivité des 

souches de Rhizobium indigènes ineffectifs. 

 

 

Figure 3. (a) Nodules des racines de l'haricot commun (photo 

originale Kamau, 2014) (b) Fleur de la Phaseolus vulgaris L. 

b 

a 



 

 
 

 

 

Chapitre 2. 

Les bactéries nodulants les 

légumineuses « Rhizobia » 
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      2.1. Définition 

 Les BNL sont des bactéries de sol qui participent comme symbiontes des légumineuses 

aux processus biologique de la fixation de l’azote (FBN) (Lebbida, 2009 ; Zakhia et al., 

2004). Ce dernier est effectué par des bactéries, généralement connues sous le nom de 

Rhizobia, ce terme décrit le phénotype (causant des nodules de racine) selon Sebihi (2008). 

2.2. Caractères généraux 

2.2.1. Caractères symbiotiques 

 L'infectivité d'un Rhizobium s'exprime par sa spécificité à travers sa capacité de noduler 

une ou plusieurs légumineuses hôtes (Cheriet, 2016). 

Le caractère d’effectivité ou d’efficience est défini par la capacité de ces Rhizobia à 

réduire l’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante, à l’intérieur des nodules, 

qui se traduit par la couleur rouge ou rose de ces dernières (présence de l’enzyme de fixation 

d’azote) (Sadowsky et al., 1983 ; Somasegaran et Hoben 1985 ; Prin et al., 1993).  

2.2.2. Caractères morphologique des Rhizobia 

 Les Rhizobia sont des bactéries Gram‐négative (Sato et al.,2005) , strictement aérobies 

dont l’oxygène est l’accepteur final des électron d’une longueur de 1,2 à 3,0 μm et une largeur 

de 0,5 à 0,9 μm, non sporulant (Jordan, 1984). 

Ces bactéries sont mobiles par un seul flagelle polaire ou deux à six flagelles péritriches 

(Jordan, 1984 ; Somasegaran et Hoben, 1994). 

2.2.3. Caractères culturaux  

Les milieux au mannitol et à l’extrait de levure sont les milieux les plus utilisés pour la 

culture des Rhizobia . Ce sont les sources qui sont fournies par les éléments organiques et 

inorganiques (Allen et Allen, 1950). Le taux de croissance optimum de la majorité de 

Rhizobia se produit entre 25 et 30 °C. Les Rhizobia préfèrent la neutralité, leur pH optimum 

est de 6.8 - 7.0 (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Beck et al., 1993). 

2.2.4. Caractères biochimique 

 Les Rhizobia produisent de grandes quantités d’éléments extracellulaires (EPS) et 

également les lipopolysaccharides constitutives de la membrane externe (Jordan 1984) 

chimioorganotrophes sont capables d’utiliser une large gamme de hydrates de carbone, 



Chapitre 2.                                    Les bactéries nodulants les légumineuses « Rhizobia » 

9 
 

neutrophiles (pH entre 6 et 7) et mésophiles (température optimale de croissance est entre 25 

et 30°C) (Sadowsky et al., 1983 et Somasegaran et Hoben.,1985). 

2.3. Classification 

La classification des BNL s’enrichit chaque année de plusieurs espèces, au fur et à 

mesure de l’exploitation de la diversité des bactéries symbiotiques associées aux 

légumineuses selon Sebihi (2008). 

Selon la classification actuelle (Tab.1), des bactéries appartenant à différents genres et 

classe taxonomiques sont connues : les genres Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 

Ochrobactrum, Allorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, 

Blastobacter, Devosia (classe des alpha-protéobactéries), Bulkholdera et Ralstonia (classe des 

beta-protéobactéries), ainsi que certaines gamma-protéobactérie. 

 
Tableau 1. Classification récente des Rhizobia (Benada et Fikri Ben-Brahim, 2014) 
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* Espèces sans capacité de nodulation décrite incluses dans les genres Rhizobial. 

2.4. Nodulation 

L'établissement de la symbiose entre une Légumineuse et son Rhizobium spécifique se 

manifeste par une séquence des événements qui débutent par l’infection bactérienne et qui se 

terminent par la formation d’un nodule (Selami, 2015 et Baba Arbi, 2016). Les étapes de ce  

processus sont les suivantes : 

2.4.1. Pré-infection 

L’interaction  entre les deux partenaires débute par un dialogue moléculaire spécifique  

(Long, 1996 et Cheriet, 2016). 

Ce dialogue moléculaire débute par l'exsudation via les racines des Légumineuses de 

composés phénoliques, principalement des flavonoïdes  qui ont des effets attracteurs sur 

certains microorganismes du sol et  sont capables d'activer la transcription des gènes Nod 

chez les Rhizobia (Selami, 2015) 

Des facteurs de surface comme les lipopolysaccharides (LPS) et les exopolysaccharides 

(EPS) chez la bactérie et la lectine et autres adhésines chez la plante sont inclus dans la 

reconnaissance et l’attachement des bactéries aux poil adsorbants des  racine de  la plante 

(Long 1996 et Cohen et al., 2001). 
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        2.4.2. Infection  

La pénétration de la bactérie est facilitée par la courbure du  poil racinaire qui se 

recourbe de façon caractéristique et comprise les bactéries engagées dans la couche 

mucilagineuse de la surface de la paroi et un filament d'infection se développe (Hirsch et al., 

2001).  

Le cordon (filament) d’infection poursuit sa progression en se ramifiant et déverse les 

bactéries dans les cellules du méristème nodulaire (Franche et al. 2009).  

2.4.3. Développement du nodule (Organogénèse de nodule) 

Le cordon d’infection continue à pénétrer à travers les couches cellulaires dans la zone 

méristématique active jusqu’aux cellules les plus internes. L’apparition continue de bactéries 

dans les cellules s’accompagne de l’augmentation de la dimension de l’ébauche nodulaire 

(Beringer et al., 1979). Dans les cellules de ces nodosités, les bactéries se différencient en 

bactéroïdes, capables de réduire l’azote atmosphérique N2 en une forme assimilable par la 

plante-hôte. Le type de nodule dépend de la plante hôte et non de son symbionte. 

Généralement  les Légumineuses tempérées (pois, luzerne, trèfle…) forment des nodules 

indéterminés, alors que les Légumineuses tropicales (soja, haricot…) forment habituellement 

des nodules détermines (Hirsch, 1992). 

2.5. Fixation symbiotique de l’azote atmosphérique 

La transformation de l'azote moléculaire en azote combiné est appelée fixation d'azote ; 

elle peut se faire selon des voies biologiques ou chimiques (Chafi et al., 2009). 

 La fixation biologique de l’azote est un processus métabolique exclusivement réalisé 

par les organismes procaryotes soit par  des fixateurs libres ou des fixateurs symbiotiques tels 

que des bactéries appelées communément Rhizobia ou BNL «Bactéries Nodulant les 

Légumineuses» (Moulin, 2002), qui s’associent à la majorité des plantes de la famille des 

Légumineuses. Et représente le système symbiotique le plus efficaces en termes de fixation 

azotée (Graham et Vance, 2003). 

La réduction de l’azote est très exigeante en énergie : il faut 16 molécules d’ATP 

(donneur d’énergie dans les cellules) pour réduire une molécule d’azote. C’est pourquoi les 

systèmes fixateurs d’azote les plus efficaces sont des symbioses associant des bactéries 

fixatrices à des organismes photosynthétiques capables de transformer l’énergie lumineuse en 

énergie chimique (Dénarié, 2000). 
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Figure 4. Schéma représentatif des différentes étapes de la nodulation 

(Ferguson et al., 2010) 
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3.1. Echantillonnage du sol 

Onze échantillons de sols sont prélevés de diverses zones géographiques de 

l’Algérie (Tab.2 ; Fig.5). 

Tous les prélèvements sont effectués dans l'horizon 0 - 20 cm. Ces sols diffèrent 

en fonction de leur nature et de leur couleur, mais aussi de la culture précédente ou de 

la flore prédominante dans la localité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 5. Localisation géographique des sites de 

prélèvement [2] 
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Tableau 2. Présentation des régions d'étude 

Code de 

l’échantillon 

de sol 

Code de la 

wilaya 

Non des sites Coordonnées géographiques 

[3] 

ES1 44 Ain Defla, 

Algérie 

Latitude: 36.2652, Longitude: 1.9703 

36° 15′ 55″ Nord, 1° 58′ 13″ Est 

 

ES2 21 Skikda, Algérie Latitude: 36.8667, Longitude: 6.9 

36° 52′ 0″ Nord, 6° 54′ 0″ Est 

 

ES3 05 Batna 

(N’Gaous), 

Algérie 

Latitude: 35.5618, Longitude: 5.61092 

35° 33′ 42″ Nord, 5° 36′ 39″ Est 

 

ES4 31 Oran, Algérie Latitude: 35.7028, Longitude: -0.649256 

35° 42′ 10″ Nord, 0° 38′ 57″ Ouest 

 

ES5 26 Médéa, Algérie Latitude: 36.2675, Longitude: 2.7501 

36° 16′ 3″ Nord, 2° 45′ 0″ Est 

 

ES6 29 Mascara, 

Algérie 

Latitude: 35.3833, Longitude: 0.15 

35° 22′ 60″ Nord, 0° 9′ 0″ Est 

ES7 47 Ghardaia, 

Algérie 

Latitude: 32.4833, Longitude: 3.68333 

32° 28′ 60″ Nord, 3° 40′ 60″ Est 

 

ES9 34 Bordj 

bouarréridj, 

Algérie 

Latitude: 36.0667, Longitude: 4.76667 

36° 4′ 0″ Nord, 4° 46′ 0″ Est 

 

ES10 01 Adrar, Algérie Latitude: 27.8667, Longitude: -0.283333 

27° 52′ 0″ Nord, 0° 16′ 60″ Ouest 

 

ES11 48 Relizane, 

Algérie 

Latitude: 35.7333, Longitude: 0.55 

35° 43′ 60″ Nord, 0° 33′ 0″ Est 

 

ES12 07 Biskra(El 

Hadjeb), Algérie 

Latitude: 34.7904, Longitude: 5.59683 

34° 47′ 25″ Nord, 5° 35′ 49″ Est 

 

 

3.2. Matériel végétal 

3.2.1. Le haricot (Phaseolus vulgaris L.) 

La collection de graines de l’ haricot  conservée au laboratoire de microbiologie 

contient des variétés très utilisées en Algérie. Ces variétés sont fournies par une 

société privée spécialisée dans la vente des semences. 
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3.2.2. Stérilisation des graines 

 La surface des graines de la plante Phaseolus vulgaris L.  est stérilisée par 

immersion durant 5 min dans de l’hypochlorite de calcium (CaCl2O2) à 5,25%. Les 

graines sont rincées avec de l’eau distillée stérile. Au dernier rinçage, les graines sont 

laissées gonfler pendant 3 heures, afin d’éliminer celles en mauvais état. Les 

semences qui flottent ont été écartées, seules jugées saines sont mises à germer dans 

des boites de Pétri. 

3.2.3. Mise en germination des graines 

 La germination des graines a été réalisée dans des boites de Pétri en verre 

stérile contenant du papier filtre humidifié avec de l’eau distillée stérile. Les boites 

sont enveloppées avec du papier aluminium et incubées à 25°C à l’obscurité jusqu'à 

apparition des radicelles 

3.2.4. Culture en pots  

Après germination des graines et apparition des radicelles, les graines sont 

transférées  dans   des pots en plastique de 300 ml renfermant 250 g de sol de chaque 

région étudiée et sont mises en culture pendant 4 à 5 semaines.  

Les pots sont placés sur des dispositifs de culture à une ambiance maintenue 

entre 20 et 25°C sous un éclairage additionnel de 10.000 lux réglé à une photopériode 

de 16 heures de jour et de 8 heures de nuit. 

Les pertes en eau résultant de l’évaporation et de l’évapotranspiration sont 

déterminées toutes les 48 heures par pesée des pots et compensées par l’addition 

d’une quantité équivalente d’eau. Ces tests ont été réalisés à raison de 3 répétitions 

par échantillon de sol dans des pots supportant chacun 3 plants. 

3.3. Collecte des nodules  

La collecte des nodules est réalisée à partir des racines de la plante  mise en 

culture dans chaque échantillon de sol. Les racines et les nodules sont rincés à l’eau 

courante puis sont mis à conservation (Fig.6). 
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Figure 6.Rincage des racines et nodules (Photo D.P. Beck, 1993)  

 

3.4. Conservation des nodules  

La méthode utilisée pour une longue période de stockage est celle décrite par 

Somasegaran et Hoben (1994) et Vincent (1970).Qui consiste à remplir des flacons 

stériles au quart de leurs volumes  par un déshydratant tel que CaCl2 recouvert d’une 

couche de coton sur lequel déposés les nodules (Fig.7). 

La dessiccation est réalisée dans des flacons étiquetés en indiquant le nom de la 

plante hôte, la date et le lieu de prélèvement, la date et le lieu de conservation. Il est 

recommandé de placer dans un seul tube les nodosités issues d’une même plante. 

 

 

Figure 7. Conservation des nodules selon Vincent (1970) 
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3.5. Caractères culturaux 

3.5.1. 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 

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

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

et  les  solutions  qui  sont dont la composition est la suivante :  

 Milieux Liquides : YMB (Yeast Mannitol Broth)  

 Milieux solides : YMA (Yeast Mannitol Agar)  

 YMA+RC (Yeast Mannitol Agar+ Rouge Congo)  

 YMA+BTB (yeast Mannitol Agar + Bleu de Bromothymol 

 L’autoclavage  des  milieux  se  fait  à  120°C  pendant  20mn  et  le  pH  des  

milieux  est  ajusté  à 6,8. 

3.5.2. Isolement des souches à partir des nodules 

3.5.2.1. Stérilisation et réhydratation des nodules 

Les nodules sont immergés 5 à 10 secondes dans l’éthanol absolu, ensuite sont 

rincés 10 fois à l’eau distillée stérile.  Au dernier rinçage, les nodules sont laissées 

gonfler pendant 30 minutes  (Vincent, 1970) (Fig.8). 
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Figure 8. Réhydratation des nodules (Photo originale) 

3.5.2.2. Ecrasement des nodules 

La méthode d’isolement des bactéries est celle décrite par Vincent (1970) .Les 

nodules stériles  sont immergées par l’eau distillée stérile, puis sont écrasées par 

matériel stérile jusqu’à l’obtention d’un jus trouble. 

3.5.2.3. Ensemencement du broyat nodulaire 

Une goutte du broyat obtenu est étalée à l’aide d’une anse de platine flambé à 

l’avance sur milieu YMA+RC (voir annexe 1) en boites de Pétri (Vincent, 1970).Cela 

se fait sous la hotte microbiologique. Les boites ensemencées sont incubées à 28°C 

pendant. 

3.5.2.4. Vérification de la pureté des souches 

Des repiquages successifs sur milieu YMA sans rouge de Congo (voir annexe 1) 

ont été pratiqués, l’opération est renouvelée jusqu’à l’obtention de colonies isolées, 

sont incubées à 28°C. 

Une fois purifiées, les souches isolées sont conservées à -20°C en milieu TY 

liquide additionné de 40% de glycérol pour le souchier maître et à 4°C en tubes à 

essai sur milieu TY solide incliné pour la sous collection de travail. 

 

 



Chapitre3.                                                                                       Matériel et méthodes 

20 
 

 

3.5.3 Caractérisation morphologique des isolats 

3.5.3.1. Aspect macroscopique des colonies 

  La morphologie des colonies est déterminée sur milieu YMA, après quelques 

jours d’incubation à 28°C. Ce test vise à étudier les caractères suivants : l’aspect, la 

forme, la couleur, la taille, la viscosité. 

3.5.3.2. Aspect microscopique des colonies 

 Afin d’exclure les contaminants gram positif, une coloration de gram est été 

réalisée afin de voir si les cellules sont colorées en rose (gram négative). 

3.5.4. vitesse de croissance 

 Sur le milieu YMA+BTB (voir annexe 1) nos isolats sont ensemencés. 

L’aptitude à modifier le pH en 24h distingue les bactéries à croissance rapide de celles 

à croissance lente dont l’acidification du milieu est tardive. 

3.6. Identification biochimique 

3.6.1. Caractérisation enzymatique 

3.6.1.1. Test catalase 

 Ce test consiste à mettre les bactéries en contact de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). La dégradation de ce dernier en eau et dioxygène visible par la formation des 

bulles démontre la présence de la catalase. 

3.6.1.2. Test oxydase 

Le test oxydase est un test de détection de l’enzyme cytochrome oxydase chez 

les bactéries gram négative qui produisent cette enzyme. 

A l’aide d’une pince stérile on place  les disques oxydases conservés dans des 

flacons sur des boites pétries stériles ; et par l’utilisation d’une pipette pasteur stérile,  

nous faisons le prélèvement d’une colonie bien isolé. On n’utilise pas une anse de 

métal cela peut provoquer des réactions faussement positives. 

Frotter doucement la colonie isolée sur le disque et observer l’apparition d’une 

coloration rose ou violette dans un délai de 30 secondes.  
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3.6.1.3. Recherche de la citrate perméase 

On ensemence en strie centrale sur le milieu Citrate de Simmons chaque isolat, 

et après incubation à 28°C  pendant 72 h, on remarque un virage de couleur du milieu 

en bleue si la bactérie possède une citrate perméase et utilise le citrate comme une 

seule source de carbone ; Sinon pas de changement de couleur. 

3.6.1.4. Hydrolyse de l’urée 

L’activité uréase des souches a été testée, les résultats sont évalués après 

incubation dans le milieu urée indole à 28°C pendant 24 h. Une coloration rouge 

(pouvant aller jusqu’au rose fuchsia) indique l’hydrolyse de l’urée (alcalinisation du 

milieu) alors que la couleur orange indique une réaction négative.  

3.6.1.5. Production d’Indole 

 L’addition de 2 à 3 gouttes du réactif de Kovacs au milieu Urée Indole et une 

agitation légère permette à la formation d’un anneau rouge en présence d’Indole. 

3.6.2. Résistance aux antibiotiques 

C’est un test qui permet de mesurer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. 

Il consiste en l’ensemencement des cultures diluées sur le milieu Muller-Hinton (voir 

annexe 1). Ensuite l’application des disques chargés d'antibiotiques à la surface du 

milieu. Après 5 jours d’incubation à 28°C, les diamètres des zones d'inhibition sont 

mesurés autour de certains disques. La lecture des résultats consiste à mesurer, à 

l’aide d’un pied à coulisse, le diamètre des zones d’inhibition pour chaque 

antibiotique. 

3.7. Etude physiologique 

3.7.1. Tolérance à la salinité (NaCl) 

 Les souches ont été évaluées pour leur tolérance à la salinité par la 

détermination de la croissance sur milieu YMA additionné de NaCl à des 

concentrations : 0.6M, 0.8M, 1M, 1.5M. (Incubation à 28°C, lecture après 2 ou 3 

jours). 



Chapitre3.                                                                                       Matériel et méthodes 

22 
 

3.7.2. Effet du PH 

Les isolats sont cultivés sur le milieu YMA ajusté à différents PH : 4, 5, 9 et 

11.Deux répétitions sont réalisées pour chaque PH. 

L’évaluation de la croissance est effectuée par l’observation à l’œil nue après 

incubation à 28 °C pendant 2 ou 3 jours.  

3.7.3. Effet de la température 

Les souches sont mises en culture sur le milieu YMA et incubées à différentes 

températures : 5°C, 10°C, 15°C, 35°C, 40°C et 45°C. Deux répétitions sont effectuées 

pour chaque température. La croissance est observée après 72 h. 

3.8. Test nutritionnels 

3.8.1. Assimilation des sucres 

 L’utilisation des sucres comme source de carbone par les bactéries est effectuée 

dans des tubes à essai contenant le milieu YEM+ Pbc (voir annexe 1) sur lequel on 

ajoute des solutions des glucides préparées (voir annexe 1) .Les sucres utilisées sont 

les suivants : Glucose, Lactose, Fructose, Inositol, Galactose, Amidon, Saccharose, 

Mannitol. Les tubes sont incubés pendant 03 jours à 28°C. L’assimilation de sucres 

par des souches est évaluée par le virage du couleur de milieu vers le jaune. 
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4.1. Test de nodulation 

Le but de ce test est l’évaluation de l’existence des bactéries  capable de former des 

nodules sur les racines de la légumineuse Phaseolus vulgaris L. dans ces sols. Ainsi, 

l’isolement des BNL parmi les autres micro-organismes de sol. 

Tableau 3. Résultats du test de nodulation 

Code 

d’échantillon 

de sol 

Nodulation Nombre 

de pot(s) 

Nombre 

de 

nodule 

Remarques 

Couleur Forme Taille 

ES1 + 2/3 ++++ Bien rose Rond Moyenne 

ES2 + 1/3 + / En amas Petite 

ES3 + 1/3 Très 

limité 

(+) 

Légèrement 

rose 

Rond Moyenne 

ES4 + 2/3 ++ Blanchâtre Indéterminé Grand 

ES5 + 1/3 + / / Petite 

ES6 + 1/3 ++ Légèrement 

rose 

Rond Moyenne 

ES7 -      

ES9 -      

ES10 -      

ES11 -      

ES12 -      
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4.1.1. Absence ou apparition des nodules  

Selon les résultats du tableau 3, la nodulation est observée pour six échantillons de sol. 

L’absence de la nodulation  dans les six autre échantillons, ne permet pas de tirez la 

conclusion sur l’absence des BNL dans ces sols. 

Ceci, pourrait du à la spécificité de nodulation de ces bactéries pour la plante hôte. Aussi sa 

disponibilité qui peut changer en raison de l’histoire de l’utilisation des terres (Wedhastri, 

2013). 

4.1.2. Nombre de pots 

La nodulation à été négativement affecté dans trois examinés (ES2, ES3, ES5, ES6), et 

dans un sol seulement pour le reste. 

La symbiose était efficace dans les deux tiers de sols pour ES4 et ES1, et inefficace 

dans les deux tiers qui reste.  

4.1.3. Nombre des nodules 

Le nombre des nodules  diffère d’un échantillon à un autre. L’infectivité est facilement 

évaluer par le dénombrement des nodosités formées. Nous pouvons dire que les 

microorganismes qui résident dans les échantillons testés  du sol de Ain Defla (ES1) sont les 

plus infectives. Par contre,  la très faible infectivité est observé dans les sols de N’Gaous 

(ES3) (Dommergue,1983). 

4.1.4. Couleur des nodules 

A partir des observations, il faut signaler que les nodules ont pris une couleur rose due à 

la présence de la Léghmoglobine  qui signifie l’infection de la Phv.L par des BNL fixatrice 

d’azote c'est-à-dire qui sont efficace d’après Dommergue (1983). L’échantillon ES1 est le 

plus efficace. Les échantillons infectives mais non effective. 

Les nodules blancs sont des jeunes nodules ou des nodules qui vont devenir actif ou 

inactif. 

*Quelque soit la plante hôte, la présence d’un nombre moyen ou plus de moyen des 

nodules dont la plupart sont de couleur rosâtre, on peut supposer que la fixation d’azote par 

les bactéries se comporte bien.  
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4.1.5. Forme des nodules  

 Chez les légumineuses deux types de nodules peuvent être distingué. 

 Les plantes du genre Phaseolus ont généralement une forme de nodule déterminé, 

c'est-à-dire peut prendre la forme sphérique ou ronde comme il était observé avec ES1, ES3, 

ES6. 

4.2. Caractérisation phénotypique des rhizobiums                                                        

 Des études ont été réalises par les microbiologistes pour évaluer la diversité des 

rhizobiums .Une caractérisation phénotypique se base sur les critères morphologiques de la 

bactérie d’une part et de la colonie bactérienne d’une autre part ; les critères biochimiques 

(présence de différents enzymes) et la résistance aux antibiotiques ; ainsi que les critères  

physiologique tel que la croissance à des températures différentes (Graham et al., 1991). 

4.2.1. Caractérisation morphologique des isolats et des bactéries 

4.2.1.1. Aspect morphologique des isolats sur les milieux YMA, YMA+RC 

   Selon Vincent (1970),  le critère phénotypique le plus important dans la 

caractérisation des Rhizobiums est la croissance dans le milieu YMA. 

Tableau 4. Test de confirmation pour les isolats 

Isolats bactériens Croissance 

sur 

YMA+RC 

Absorption de 

RC 

Durée de 

croissance 

Phv2 ++ +/- 24 h 

Phv4 ++ - 7 j 

Phv9 ++ - 24 h 

Phv10 ++ ++ 24 h 

Phv11 ++ - 24 h 

Phv20 + - 7 j 

Croissance : ++ : Bonne croissance, + : croissance faible, - : pas de croissance 

Absorption : ++ : Absorption forte, + : +/- : Absorption très faible, - : pas d’absorption 
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La croissance sur milieu YMA  ainsi que YMA+RC est détectable après quelques temps 

d’incubation à l'obscurité à 28°C. 

Cinq  isolats  bactériens obtenus n’absorbent pas le rouge de Congo ou l’absorbe 

faiblement, ceci est observé chez la plus part des Rhizobia (Jordan, 1984 et Vincent, 1970) ; et 

ont maintenu leur couleur blanche une fois développés dans YMA+RC (Fig1a).Tandis que, 

l’isolat Phv10 considéré comme un contaminant parce qu’il est fortement coloré et put être 

une espèce d’agrobactérie (Jordan, 1984). 

Les isolats présentent un aspect des colonies circulaire, de diamètre variable, lisse et 

brillant, translucide et opaque, de couleur blanchâtre à crème, avec une texture mucilagineuse, 

(Tab.5 ; Fig.9, b). Ces résultats ont été enregistrés par Rai et Sen (2015). 

Tableau 5. Caractérisation morphologique des isolats de Rhizobiums 
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 D.C : Durée de croiassance ; EPS : Exopolysaccharide 

 

Les colonies du Phv4, Phv20 ne sont visibles qu’après 7 jours, ceci indique que les 

bactéries ont un rythme de croissance lent. 

On peut diviser nos isolas on deux groupes, le premier à croissance rapide dont lequel 

les colonies sont blanches, circulaires, translucides. Le dernier à croissance lente, ce groupe 

inclus des bactéries aussi circulaire, opaque, dont le diamètre ne dépasse pas 1 mm après 

incubation prolongés, les colonies typiques sont abondantes et sont caractéristiques des 

Rhizobia. 

Après plusieurs repiquages, la pureté des isolats a été vérifiée par l’observation de leurs 

caractéristiques macroscopiques et microscopiques. 

4.2.1.2. Caractérisation microscopique 

L’examen microscopique des isolats après coloration de Gram montre qu’ils sont de 

couleur rose indiquant un Gram négative (Tab.6) en forme de coccobacilles ; elle présente 

donc les caractéristiques morphologiques des souches de Rhizobia comme décrit par 

Vincent(1970) et Jordan(1984). Cet examen confirme leur pureté de la culture. 

Tableau 6. Résultats de la caractérisation microscopiques des bactéries isolées 

Isolat Observation microscopique 

Forme Couleur Résultat de CG 

Phv2 Coccobacille Rose -ve 

Phv4 Coccobacille Rose -ve 

Phv9 Coccobacille Rose -ve 

Phv11 Coccobacille Rose -ve 

Phv20 Coccobacille Rose -ve 

CG : Coloration de gram ; -ve : négative 

4.2.1.3. Détermination des rapidités de croissance 

A l’exception des souches Phv20 et Phv4 qui provoque l’alcalinisation du milieu YMA 

au BTB, c’est la souche à croissance lente d’après Jordan(1985), la plupart des isolats 

provoque son acidification c’est à dire changement de la coloration vers le jaune, cette 
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propriété nous permet de les considérées en tant que des bactéries à croissance rapide (Tab.7 ; 

Fig.10). 

Tableau 7. Résultat du test au bleu de bromothymol 

Isolat    Test de BTB 

Couleur du milieu Résultat 

Phv2 Jaune Acidification 

Phv4 Bleue Alcalinisation 

Phv9 Jaune Acidification 

Phv11 Jaune Acidification 

Phv20 Bleue Alcalinisation 

 

Tous ces résultats approuvent l'observation faite par de divers travailleurs (Saoudi , 

2017 ; Rai et Sen, 2015 et Nirmala Kumari et al .,2016). 

 

 

 

 

   

 
 

 

 

 

 

                                                         
 

 
 

Figure 9. Aspect des isolats sur: 

a) YMA+RC; b) YMA 

 

a 

b 
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4.3. Caractérisation biochimique 

4.3.1. Recherche d’enzymes spécifiques 

 Les résultats du (Tab.10) révèlent que toutes les souches sont catalase et oxydase 

positif sauf la souche Phv9. 

La présence de la catalase et d’une oxydase est l’une des caractéristiques principale des 

souches de Rhizobium (Vincent, 1981). 

A l’exception de la souche Phv4, toutes les souches possèdent un citrate perméase 

permettent d’utiliser le citrate comme une seule source de carbone. Cette l’exception est 

observé aussi avec (Nirmala Kumari et al.,  2017).  

L’activité enzymatique uréase est retrouvée dans la majorité des souches (Nirmala 

Kumari et al.,  2017) tandis qu’elle est absente chez la souche Phv4.  

La mise en évidence de la capacité des Rhizobia à hydrolyser l’urée a été initialement 

décrite par Jarvis et al. (1977). 

Pour connaître la capacité des isolats à produire l’indole acide acétique (IAA), Il devrait 

être au milieu contenant la L-tryptophane comme précurseur de synthèse (le milieu UI). La 

   

Figure 10. Isolat sur milieu YMB+BTB  

(a) à croissance rapide (b) à croissance lente 

b 

 

a 
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révélation de ce dernier est observée après l’ajout du réactif de réactif de Kovacs  qui réagit 

avec l'indole par formation d’un composé rouge. 

La synthèse de cette phytohormone est observée chez l’isolat Phv9 seulement, ce qui 

indique sa capacité de le produire à partir de tryptophane par la voie de l’indole -3-acétamide 

(Spaepen, 2007).Cette dernière était l’une des voie utilisé par certaines espèce de Rhizobium 

et de Bradyrhizobium (Rhizobium spp) qui était distinguer par son potentiel à entre en 

symbiose avec la Phaseolus vulgaris  Küçük et Cevheri (2016). Ce résultat était observé par 

Chinnannan Karthik et al, 2016. 

Des isolats obtenus à partir de la Phaseolus vulgaris L par des chercheurs (Nurmala 

Kumari et al., 2017) montre qu’ils sont indole négatifs ; Ceci est cohérent avec les résultats 

que nous avons obtenus qui signifie l’absence de ces des deux enzymes le tryptophane-2- 

monooxygénase (IaaM) et la indole-3-acétamide hydrolase (IaaH) dans nos souches (Cheriet, 

2006). 

La capacité de la synthétise IAA a été détectée dans beaucoup de bactéries 

rhizosphériques parmi les quelles certaines Rhizobium et Bradhyrhizobium. Il est possible que 

les échantillons soit capable de produire l’indole par une autre voie. 

Tableau8. Résultats du test biochimiques 

Test 

biochimique Isolats 

Phv2 Phv4 Phv9 Phv11 Phv20 

Catalase + + - + + 

Oxydase + + - + + 

Citrate 

perméase 

+ - + + - 

Uréase + - + + + 

Indole - - + - - 

+ : Résultat positive ;- : Résultat négative 

 

 



Chapitre 4.                                                                                               Résultats et discussions 

 
 

 
Figure 11. Résultats de test d’oxydase 

Figure 12. Résultats de test de catalase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Résultats de test de citrate 

 

Oxydase : + Oxydase : - 

Catalase :- Catalase : + 

Citrate : - Citrate : + 
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4.3.2. Résistance aux antibiotiques  

Nous avons recherché l’antibiorésistance chez les souches étudiées vis-à-vis de six 

antibiotiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11. 

Tableau 9. Résultats de test de la résistance aux antibiotiques 

Isolat Antibiotiques 

DCX CTX AX MUP C CL 

Phv2 R SI R R SI R 

Phv4 S R R R R R 

Phv9 R R SI R R R 

Phv11 R R R R R S 

Phv20 R SI SI R SI S 

R : Résistante ; S : Sensible ; SI : Sensibilité intermédiaire. 

 

Figure 14. Résultats de l’antibiogramme 

Une variabilité de la résistance des souches vis-à-vis aux antibiotiques testes à été 

observée. Nos souches se sont révélées résistante à la Mupirocine. 

Certaines souches sont résistantes à l’Amoxicilline (Phv2 ; Phv4.Phv11), à la Céfalixine 

(Phv9) et à aux Céfotaxime et au Chloromphénicol (Phv11). Et au Céfotaxime, Amoxicilline 

et Chloramphénicol  pour les isolats à croissance lente (Phv4, Phv20). 
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La sensibilité intermédiaire était détectée avec Phv9 à l’Amoxicilline et Phv2 au 

Chloromphénicol. Ainsi une sensibilité à la Dicloxacilline (Phv9), à la Céphalexine (Phv11, 

Phv20).  

La résistance des souches pour 06 antibiotiques, dépasse les 60%, ce qui est très 

remarquable avec la Mupirocine . 

R : Résistant ;S :Sensible ;I : Sensibilité intermédiaire 

Figure 15. Effet des différents antibiotiques sur la croissance des isolats 

Ces isolats pourraient avoir développé une résistance aux antibiotiques à cause de la 

coexistence avec les organismes produisant des antibiotiques ou plasmides portuaires, qui 

portent des gènes pour la résistance des antibiotiques (Diriba, 2007). 

4.4. Caractérisation physiologique 

4.4.1. Effet du chlorure de sodium 

La croissance de toutes les espèces Rhizobial à été affecté par l’effort de sel, mais elle 

montre une variation significative dans la capacité de tolérance au sel (Dong et al., 2017). 

Les résultats obtenus, rapportés dans le tableau 10 montre que la croissance des isolats  

est optimale pour toutes les concentrations d’NaCl  testées (0.3, 0.4, 0.6 M). 

La souche Phv4 reste tolérante aux concentrations d’NaCl allant jusqu'à 1 M. 

Les résultats d’Abdelmoumen (1999) indiquent que l’espèce USDA2671 isolé de 

l’haricot commun, peut se développer au dessous de 0.8 M de NaCl, mais est empêchée par 
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traitement avec 1 M de NaCl c’est la même chose pour l’espèce Phv2 qui a été complètement 

empêchée par 1 M et 1.5 M. 

Généralement, les espèces de Bradyrhizobia sont considérées en tant que espèces 

sensible au sel comparé aux autres espèces Rhizobial (Elsheikh, 1998). Ce résultat ne reflète 

que l'échantillon Phv20. Et contredit complètement le résultat de l'échantillon Phv4. 

Parmi les espèces de Bradyrhizobia isolés des nodules de la Phaseolus vulgaris L, Phv4 

es plus tolérante au sel. Tandis que l’espèce Phv2 est la plus sensible par rapport aux autres. 

croissance rapide et celle à croissance lente même celle observé par Hatimi et al (2001).  

La tolérance à la salinité est plus spécifique à l’espèce (Amarger et al .,1997). 

L’accumulation des composés osmoprotective dans les Rhizobia est considérée une 

stratégie efficace d’adaptation pour l’effort salé en protégeant les cellules contre la 

dessication. (Reina-Bueno et al, 2012). 

Tableau 10. Résultats de croissance sur différente concentration de NaCl 

Isolat Concentration d’NaCl (M) Gamme 

d’NaCl 

(M) 

0.3 M 0.4 M 0.6 M 0.8 M 1 M 1.5 M 

Phv2 ++ ++ + + - - 0.3-0.8 

Phv4 ++ ++ +++ +++ +++ + 0.3-1.5 

Phv9 ++ ++ +++ ++ ++ + 0.3-1.5 

Phv11 ++ ++ +++ ++ ++ + 0.3-1.5 

Phv20 ++ ++ ++ ++ ++ + 0.3-1.5 

+++ : Très bonne croissance         ++ : croissance moyenne          + : faible croissance 

4.4.2. Effet du PH 

D’après les résultats enregistrés (Tab.13), on remarque que tous les isolats poussent 

dans une gamme de pH entre 4 et 9. 

Même  lorsque l’optimum de pH pour la croissance des rhizobiums est entre 6 et 7 

(Jordan, 1984), quelques espèces peuvent survivre  à un  Ph égale ou inférieur à 5 
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(Iruthayathas et al, 1985), parmi ces espèces on a rapporté R.tropici, Bradyrhizobium sp 

(Brokwell et al., 1995 ;Ademer et al., 2012). 

Ils ont toujours une tolérance identique à l’alcalinité, mais ils se comportent 

différemment à l’acidité (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Beck et al., 1993). 

D’après Brokwell et al., (1991), les Brayrhizobium sont plus tolérante à l’acidité que les 

Rhizobium.  

 Tableau 11. Représentation des résultats de l'effet du PH sur les souches bactériennes 

Isolat pH Gamme de PH 

4 5 9 11 

Phv2 + ++++ + - 4-9 

Phv4 ++ ++++ + - 4-9 

Phv9 + ++ + - 4-9 

Phv11 + ++ + - 4-9 

Phv20 ++ +++ + - 4-9 

++++: Très bonne croissance, +++: Bonne croissance, ++ : Croissance moyenne, +: Faible 

croissance,- : Absence de croissance 

4.4.3. Effet de la température  

 Les résultats montrent que la plupart des isolats sont capables de croitre variablement à 

des températures différentes allant de 5°C jusqu’à 40°C (Tab.14). 

La température optimale de croissance pour la plupart de Rhizobia est le °C 25-30 

d’après Zhang et al., (1995), alors en peut considérer que nos isolats sont tolérants à la 

température. 

Graham (1992) a rapporté que les Rhizobia sont des bactéries mésophiles qui peuvent se 

développer à des températures se situant entre 10°C et 37°C et que la température optimale de 

croissance de la plupart des souches est 28°C. 
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Un certain Rhizobia d'isolement dans des environnements avec les températures 

extrêmes en Afrique a montré un pour cent élevé de survie à 40°C (Karanja NK et  Wood M., 

1988). 

Tableau 12. Représentation de l'effet de la température sur les isolats bactériens 

Isolat Température 

5 10 15 35 40 45 Gamme de 

température 

Phv2 + + + ++++ + - 5-40 

Phv4 + + + ++++ + - 5-40 

Phv9 + + + ++++ ++ - 5-40 

Phv11 - + + ++++ ++ - 10-40 

Phv20 - - + ++++ - - 15-35 

++++: Très bonne croissance, ++: Bonne croissance, +: Faible croissance,- : Absence de croissance 

4.5. Test nutritionnelle  

4.5.1. Utilisation des sucres comme source de carbone 

 D’après les résultats obtenues pour ce test (Tab.10), les souches présentent peut de 

variabilité sur leurs profils de dégradation des sucres. 

Les résultats de cette étude montrent que les isolats sont capables d’utiliser une grande 

variété des hydrates de carbone comme source de carbone, ce qui est confirmé par Vincent 

(1970), Jordan (1984) et  Somasegaran et Hoben (1994). 

La majorité des souches sont capables de dégrader le mannitol, glucose, galactose, 

fructose, saccharose, xylose. 

 Wei et al (2008) ont rapporté que certaines souches nodulant Astragalus, Lespedeza et 

Hedysarum ne peuvent utiliser le Lactose comme seule source de carbone. Les mêmes 

résultats sont trouvés par  Nirmala Kumari et al,. (2017). 
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Tableau 13. Résultats d'assimilation des sucres 

Isolat Sucre 

Glu Gal Lac Fru Sac Xyl Ino Ami Man 

Phv2 + + - + + + - - + 

Phv4 + + - + + + - - + 

Phv9 + + - + + + - - + 

Phv11 + + - + + + - - + 

Phv20 - + - + + + - - + 

Glu : Glucose, Gal : Galactose, Lac: Lactose, Sac : Saccharose, Xyl : Xylose, Ino: Inositol, 

Ami: Amidon, Man: Mannitol ; +: Utilisation de sucre; -:Pas d’utilisation. 
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Conclusion 

Dans cette étude, nous avons procédé à une caractérisation des bactéries 

nodulantes la légumineuse  Phaseolus vulgaris L. cultivé dans des sols provenant des 

différentes régions algériennes. : Médéa, Skikda, Ain Defla, N’Gaous, Mascara, 

Ghadaia, Oran, El hadjeb, Bordj Bou Ariridj, Adrar, Rhilizane. Les prestations 

symbiotiques ont montré toute une hétérogénéité dans la taille, la forme et la couleur 

des nodules ainsi induits. 

Notre étude nous a permis de disposer d'une collection de 6 souches isolées de 

nodules racinaires des plantes. Selon les techniques usuelles propres aux Rhizobia 

selon Vincent (1970) ; Somasegaran et Hoben (1994) et Jordan  (1984).L’ensemble 

des résultats obtenus concernant l’étude morphologique et culturale, ainsi que 

l’examen microscopique, ont montré que l’ensemble des isolats présentent des 

caractères comparables au genre Rhizobium et de Bradyrhizobium. 

En effet l’aspect, la couleur et  la forme des colonies sur le milieu YMA, 

YMA+ rouge Congo et la croissance rapide sur YMA+BTB peuvent nous orienter 

vers le genre Rhizobium et Bradyrhizobium (Vincent, 1970 et Jordan, 1984). Ces 

mêmes souches possèdent les enzymes nécessaires pour infecter la plante et induire le 

processus de nodulation.  

L’étude de variation du pH montre la capacité des souches à pousser sur une 

gamme de pH variant de 4 à 9. La  plupart des souches isolées sont capables de croître 

à une température allant de 4°C jusqu’à 40°C. Comme elles tolèrent les basses et les 

hautes températures,  l’analyse des souches vis-à-vis aux antibiotiques montre une 

sensibilité différente d’une souche à une autre vers tous les antibiotique testés. 

Les tests nutritionnels montrent la capacité des souches examinées d’utiliser une 

large gamme des carbohydrates comme source de carbone. 

 Les légumes secs revêtent une importance stratégique pour l’alimentation 

surtout humaine, l’Algérie souffre toujours d’une production agricole insuffisante, 

raison pour laquelle, l’Algérie devrait promouvoir les recherches visant le 

développement et l’amélioration du rendement agricole des légumineuses. 

Les travaux présentés dans cette étude s’inscrivent dans le cadre de 

l’amélioration du rendement agricole du Phaseolus en Algérie par le biais d’une 
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fixation biologique de l’azote atmosphérique tout en établissant une symbiose 

Rhizobium-légumineuse qui présente un intérêt économique et agronomique 

considérable. 
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Annexe1.Solutions et milieu de cultures utilisées  

A) Composition du milieu YMB 

                                       Mannitol........................................ ....10g 

                                        K2HPO4...........................................0.5g 

                                        MgSO47H2O.............................. ....0.2g 

                                        Extrait de levure.......................... ....0.4g 

                                        NaCl...... ....................................... ..0.1g 

                                        Eau distillée ………………..…1000 ml 

Ajuster le pH à 6.8 avant autoclavage à 120 °C pendant 20 minutes. 

B)  Composition du milieu YMA 

                                       Mannitol..................................... ....10g 

                                       K2HPO4.........................................0.5g 

                                       MgSO47H2O............................ ....0.2g 

                                       Extrait de levure..................... …...0.4g 

                                       NaCl...... ..................................... ..0.1g 

                                       Agar…………………………….....18g 

                                       Eau distillée …………….……1000 ml 

Ajuster le pH à 6.8 avant autoclavage à 120 °C pendant 20 minutes. 

 

 

 

 



Annexes                                                                                                                                    

 
 

 

C) Composition du milieu YMA+RC (Vincent 1970) 

                                        Mannitol................................ ....10g 

                                        K2HPO4....................................0.5g 

                                        MgSO47H2O....................... ....0.2g 

                                        Extrait de levure................... ....0.4g 

                                        NaCl...... ................................ ..0.1g 

                                        Rouge de Congo 1%.................10ml 

                                        Eau distillée ………….……1000 ml 

Ajuster le pH à 6.8 avant autoclavage à 120 °C pendant 20 minutes. 

D) Composition du milieu TY (Tryptone Yeast Extract) 

                                            Tryptone........................................5g 

                                             Extrait de levure..........................0.4g  

                                             CaCl2 (H2O)……………………0.87 

                                             Eau distillée.............................1000ml 

F) Composition du milieu citrate de simmons   

                                                   Citrate de sodium………………………………… 1,0 g 

                                                   Bleu de bromothymol…………………………. 0,08 g 

                                                   Chlorure de sodium……………………………. 5,0 g 

                                                   Sulfate de magnésium………………………… 0,2 g 

                                                   Hydrogénophosphate de potassium…. 1,0 g 

                                          Dihydrogénophosphate d'ammonium… 1,0 g 

                                                    Agar-agar………………………………………………. 15,0 g 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bleu_de_bromothymol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_magn%C3%A9sium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A9nophosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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                                           PH………………………………….… 6,9 

G) Milieu urée indole (UI) 

 

L-Tryptophane………………………........... 3 g 

KH2PO4……………………………………………………. 1 g 

K2HPO4…………………………………………………….. 1 g 

NaCl……………………………………… 5 g 

Urée…………………………………………  20 g 

Alcool à 95………………………………….  0.01 ml 

Rouge de phénol à 1 pourcent……………...  0.025 g 

Eau distillé………………………………….   1 L 

                               ph=6.8+/-0.2 

 

H) Milieu Muller Hinton 
 

                              Infusion de viande de boeuf……...300 cm3. 

                              Peptone de caséine………………..…17,5g. 

                              Amidon du mais………………….......1,5g. 

                              Agar…………………………………… 7g. 

                              Eau distillée…………………..… ..100 ml. 

Ajuster le pH à 7,4 avant autoclavage à 120 °C pendant 15 minutes. 

I) YEM +Pbc 

                                  K2HPO4.............................................0.5g 

                                  MgSO47H2O.................................. ....0.2g 

                                  Extrait de levure.............................. ....0.4g 

                                  NaCl...... ........................................... ..0.1g 

                                  Eau distillée …………………..…1000 ml  

                                   Pourpre de bromocrésole…………….2% 
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Ph= 6.8 

J) Solution glucidique  

 

Glucide Concentration Mode de stérilisation 

Glucose 30% 
Tyndallisation 

Galactose 30% 
Tyndallisation 

Lactose 25% 
Tyndallisation  

Fructose 30% 
Tyndallisation 

Saccharose 30% 
Tyndallisation 

Xylose 30% 
Tyndallisation 

Inositol 20% Tyndallisation 

Amidon 5% 
115°C, 10 min. 

 

Mannitol 20% 110°C, 10 min. 
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Annexe02 
 

K) Diamètres des zones d’inhibition des antibiotiques 

 

Isolat Diamètres (cm) 

DCX CTX AX MUP C CL 

Phv2 - 2.5 1.4 0.75 1.95 - 

Phv4 2 0.85 0.85 0.85 0.85 - 

Phv9 - 2 1.95 0.85 2 1.15 

Phv11 0.85 - - 1.4 - 1.85 

Phv20 - 2.55 2.15 1.45 2.55 2.25 

- : pas de zone d’inhibition  
 

L) Les valeurs limites du comité de l’antibiogramme de la société française de 

Microbiologie (Bonnet et al., 2012) 

Antibiotique Sigle Charge du 

disque 

Diamètre critique (mm) 

S R 

Dicloxacilline DCX 1 μg >18 <17 

Céfotaxime CTX 30 μg >26 <23 

Amoxicilline AX 25 μg >23 <16 

Muporocine MUP 5  μg >19 - 

Chloromphénicole C 30 μg >23 <19 

Céfalixine CL 30 μg >18 <12 

 

 

 

  

 



                                                                                                                                   

 
 

 

لخصم  

 Phaseolus vulgarisالمعزولة من العقد الجذرية للبقولية  BNLهذا العمل يهدف الى دراسة التنوع البيولوجي المظهري لل 

L نبتة تشكلت فيها عقد جذرية . 11من اصل  6الزراعة وجدنا .بعد المزروعة في تربة متحصل عليها من مناطق محتلفة من الجزائر 

 منها تمتلك خصائص كل من جنس الريزوبيم وبراديرايزوبيوم. 5المتحصل عليها ، وجدت أن  6بعد الدراسة  المورفولوجية للعزلات ال 

الاندول.         تظهر نتائج  ةزلات سلبي. معظم العزتحتوي العزلات على إنزيمات الكاتلاز ، أوكسيديز ، يوريز ، و سيترات بارميا 

درجة مئوية ، ودرجة الحموضة ، كما هو الحال بالنسبة  04الاختبارات الفزيولوجية أن غالبية عزلاتنا يمكن أن تتحمل درجة حرارة تصل إلى 

 .M 1.5لمقاومة كلوريد الصوديوم ، يمكن أن تصل إلى 

أن العزلات تستخدم مجموعة واسعة من الكربوهيدرات وهي مقاومة للمضادات الحيوية  يظهر الاختبار التغذي ونتائج المضاد الحيوي

 .بشكل مختلف

 .BNL ; ةالمقاوم ; التحمل ; براديرايزوبيوم ; بيم.الريزو;  LPhaseolus vulgaris الكلمات المفتاحية: 

Résumé 

Cette étude  a pour objectif  la révélation de la biodiversité phénotypique des BNL isolées à partir des 

nodules racinaires de la légumineuse Phaseolus vulgaris L. cultivé dans différents sols de l’Algérie.  Après 

culture,  6 plante parmi 11 qui ont nodulé.  

Après une étude morphologique de ces  six isolats obtenus, il se trouve que seulement 5 isolats  qui  

possèdent des propriétés des deux genres : Rhizobium et Bradyrhizobium 
Les isolats possèdent une enzyme catalase, oxydase, uréase et une citrate perméase. La plupart des isolats 

sont indole négative. Les résultats des tests physiologiques montrent que la majorité de nos isolats peuvent 

tolérer une température allant  jusqu’à 40°C, et un pH  acide, quant à la résistance à l’NaCl, elle peut  aller   

jusqu’à 1.5 M. 

Le test nutritionnel et les résultats de l’antibiogramme montrent  que les isolats utilisent une large gamme 

des hydrates de carbone et résistent différemment aux antibiotiques. 

Mots clés : Phaseolus vulgaris L ; Rhizobium ; Bradyrhizobium ; Tolérance ; Résistance ; BNL. 

Abstract 

This study aims to reveal the phenotypic biodiversity of BNL isolated from the root nodules of 

the legume Phaseolus vulgaris L. grown in different soils of..After cultivation, 6 of 11 plants 

nodulated. 

After a cultural study, morphological six isolates obtained, they are found to possess properties of both 

genera Rhizobium and Bradyrhizobium. 

The isolates have a catalase enzyme, oxidase, urease and a citrate permease. Most isolates are indole 

negative. The results of the physiological tests show that the majority of our isolates can tolerate a temperature 

up to 40 ° C, and an acidic Ph, as for the resistance to NaCl; it can go up to 1.5 M. 

The nutritional test and the results of the antibiogram show that the isolates use a wide range of carbohydrates 

and are resistant to antibiotics differently. 

Key words: Phaseolus vulgaris L; Rhizobium; Bradyrhizobium; Tolerance ; Resistance; BNL 

 

 


