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Résumé - Cette étude in vitro montre une activité antagoniste de Rhizobium leguminosa- 
rum, Trichoderma harzianum ADS, Trichoderma harzianum Bg et Rhizopus stolonifer à 
l’encontre de Fusarium oxysporum f. sp. lentis. Ces antagonistes manifestent des actions 
inhibitrices et des modes d’actions différents vis à vis de ce pathogène. Ainsi, si les pro
priétés inhibitrices de R. leguminosarum et des T. harzianum sont liées à la sécrétion de 
substances antibiotiques ce n’est pas le cas pour R. stolonifer qui semble agir par compéti
tion nutritive liée à une occupation rapide du milieu. Les substances inhibitrices de R. legu
minosarum sont de nature protéique et ont une action létale sur les conidies de Fusarium 
oxysporum. Cependant, celles de T. harzianum ne sont pas de nature protéique et compren
nent des gaz à action fongistatique et probablement d’autres substances qui seraient à 
l’origine de la faible action fongicide sur les conidies. L’action inhibitrice des quatre anta
gonistes est non spécifique car elle peut être exercée sur d’autres champignons tels que 
Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Verticillium albo-atrum et Absidia glauca. D’ores et 
déjà l’utilisation de ces antagonistes peut être entrevue dans le cadre d’une lutte biologique 
préventive contre plusieurs maladies dans la mesure ou leur innocuité à l’égard de l’hôte 
aura été prouvée.

Antagonisme / in vitro / Fusarium oxysporum f. sp. lentis / filtrat s / gaz / Rhizobium legu
minosarum / Trichoderma harzianum / Rhizopus stolonifer

Summary - This investigation shows the in vitro antagonist action of Rhizobium legumino
sarum, Trichoderma harzianum ADS, Trichoderma harzianum Bg and Rhizopus stolonifer 
towards Fusarium oxysporum f. sp. lentis. The antagonists inhibition on mycelial growth and 
the mode of action are different. The antagonistic properties of R. leguminosarum and the 
T. harzianum strains against F. oxysporum are related to the excrétion of antibiotic sub
stances. The antimicrobial activity of R. leguminosarum is of protein nature and has fungi- 
cidal action on conidia of F. oxysporum. However, the active products of the T. harzianum 
strains are not of protein nature and hâve a lower fungicidal action. A fungistatic action 
that is considered to be by volatile métabolites is also observed. Our study show that the 
mechanism by which R. stolonifer inhibits the mycelial growth of F. oxysporum is not anti
biosis but probably is compétition for nutrients that is related to the rapid spread in cul
ture medium. The four antagonists hâve not a spécifie action because they can inhibit
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mycelial growth of other fungi such as Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Verticillium 
albo-atrum and Absidia glauca. These results suggest that these antagonists may be effi
cients for controlling different diseases caused by soit borne plant pathogens.

Antagonism / in vitro! Fusarium oxysporum f. sp. lentis / filtrate / gas / Rhizobium legu- 
minosarum / Trichoderma harzianum / Rhizopus stolonifer

INTRODUCTION

Les fusarioses vasculaires causées par des formes spéciales de Fusarium 
oxysporum affectent des espèces de plantes appartenant à toutes les familles bota
niques à l’exception des graminées (Alabouvette et al, 1998). La lentille est l’une 
des espèces pour laquelle Fusarium oxysporum f. sp. lentis constitue une menace 
dans plusieurs parties du monde (Kamboj et al, 1990). Quelques microorganismes 
antagonistes sont proposés pour lutter contre ce pathogène tels que Trichoderma 
viride Pers, Streptomyces sp (Mehrotra & Claudius, 1972), Trichoderma harzianum 
et Arachniotus sp (Âslam, 1989), Pseudomonas sp (Erskine et al, 1990) et Bacillus 
sp, Trichoderma sp, Pénicillium oxalicum (Alhassan, 1998).

Ce travail constitue une première étape dans la mise au point d’une 
méthode de lutte biologique contre la fusariose vasculaire de la lentille au Maroc. 
Il consiste à isoler in vitro après un criblage des microorganismes qui montrent 
une activité antagoniste à l’encontre de F. oxysporum f. sp. lentis puis d’explorer 
leur mode d’action, de caractériser les substances inhibitrices lorsque celles-ci sont 
secrétées dans le milieu de culture, et enfin de tester la spécificité de l’activité inhi
bitrice en confrontant les antagonistes à un ensemble de champignons saprophy
tiques et/ou pathogènes.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel biologique

- Le pathogène : L’agent pathogène Fusarium oxysporum f. sp. lentis est 
isolé de l’épicotyle d’une plante flétrie de lentille, dans la région de Marchouche 
connue pour la culture de cette plante. Il est cloné et le clone le plus pathogène 
sur une variété locale, sensible de lentille (L 24 de Lens culinaris) est retenu pour 
l’expérimentation.

- Les antagonistes : A l’issue d’un criblage préliminaire trois antagonis
tes fongiques et un antagoniste bactérien ont retenu notre attention en raison de 
leur activité antagoniste élevée : Trichoderma harzianum ADS, Trichoderma har
zianum Bg, Rhizopus stolonifer et Rhizobium leguminosarum, isolés de sols résis
tants à la fusariose vasculaire de la lentille.

Les antagonistes fongiques sont cultivés sur milieu potato dextrose agar 
(PDA, Difco) à 25 °C et l’antagoniste bactérien sur milieu YEM (K2HPQ4, 0,5g ; 
Mg SQ4 7 H20, 0,2g ; NaCl, 0,1g ; Mannitol, 10g ; Extrait de levure, Ig ; Agar, 20g 
pour un litre'd’eau distillée) à 30 °C.



- Les champignons retenus pour l’étude de l’effet antagoniste : Absidia 
glauca a été fourni par un laboratoire d'orsay ; Alternaria alternata et Botrytis cine- 
rea sont des pathogènes du raisin (Benkhemmar et al, 1992) et Verticillium albo- 
atrum est un pathogène de la tomate variété Marmande (Lahlou, 1983).
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Mise en évidence de l’antagonisme

- Confrontation directe : L’activité antagoniste est évaluée par l’inhibi
tion de la croissance radiale selon la méthode décrite par Omoifo & Ikotun (1987) 
pour les champignons et Michael & Nelson (1972) pour les bactéries. Quatre boi
tes de Pétri, contenant chacune 25 ml de milieu de culture, sont ensemencées avec 
quatre expiants de F. oxysporum f. sp. lentis déposés à quatre points équidistants. 
Ensuite, soit un expiant de l’antagoniste fongique est déposé au centre de la boite, 
soit 100 pl d’une préculture de l’antagoniste bactérien est ensemencé en deux 
stries perpendiculaires. Après sept jour de culture, l'inhibition de la croissance 
radiale du thalle de F. oxysporum f. sp. lentis est évaluée par la formule suivante :

x 100
r2

r, et r9 représentent le rayon du thalle le plus proche et le plus du loin du centre 
de la boite de Pétri, respectivement.

Antibiose
Filtrat de culture

- Préparation : Après culture de l’antagoniste fongique pendant une 
semaine sur milieu PG (pomme de terre 200 g/l et glucose 20 g/l) et du Rhizobium 
sur milieu YEM (trois jours), deux centrifugations de 30 mn chacune à 8 000 tours/mn 
sont effectuées, le pH du surnagent recueilli est ajusté à 7,9. Le filtrat ainsi obtenu 
est stérilisé à travers le filtre millipore 0,22 pm.

- Effet inhibiteur, traitement thermique et enzymatique : Le filtrat de 
culture est introduit dans un erlen en mélange avec du milieu Czapeck (Na NQ3, 
2 g ; K2 HPQ4, 1 g ; K cl, 0,5 g ; Mg SQ4 7 H2Q, 0,5 g ; Fe SQ4 7 H^O, 0,01 g ; 
Saccharose 20 g pour un litre d’eau distillée, pH7,9) en quantité suffisante pour 
atteindre 100 ml et obtenir les concentrations suivantes (V / V) : 0, 0,1, 0,2, 0,25, 
0,5, 5, 8 et 20 %.

Le traitement thermique consiste à autoclaver le filtrat à 120 °C pendant 
20 mn. Le traitement enzymatique est effectué en ajoutant la trypsine ou la pep
sine au filtrat à une concentration de 2 mg / ml et en laissant agir pendant deux 
heures à 37 °C. Le pH du filtrat est ajusté à 8 pour la trypsine et à 3 pour la 
pepsine.

Le filtrat traité ou non est incorporé au milieu Czapeck à 0,5 %. Le 
témoin est constitué par le milieu Czapeck sans filtrat. Dans chaque cas quatre 
erlens sont utilisés et chacun est inoculé par un expiant de F oxysporum f. sp. 
lentis. Après sept jour d’incubation à l’obscurité à 25 °C le mycélium est recueilli 
après filtration sur papier Wattman n° 1 et séché à l’étuve à 80 °C pendant trois à 
quatre heures. L’inhibition de la croissance pondérale estimée représente la quan
tité du mycélium inhibée en présence du filtrat traité ou non par rapport à celle 
recueillie en absence du filtrat.

Le dosage des protéines synthétisées et diffusées dans le milieu de cul
ture est réalisée en utilisant la méthode de Bradford (1976).
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Substances volatiles
Le système en boite de Pétri permet d’exposer F. oxysporum f. sp. lentis 

aux substances volatiles produites par T. harzianum. Un expiant de quatre mm 
de diamètre d’une préculture de Trichoderma (sept jours) est placé dans une 
boite de Pétri contenant le PDA. Après quatre jours de croissance, le couvercle 
est remplacé par le fond d’une boite de Pétri dans laquelle a été placée un 
implant d’une préculture du champignon testé. Les deux parties ainsi réunies 
sont entourées par du parafilm de façon à former une enceinte étanche. Les boi
tes témoins ne sont pas confrontées au Trichoderma. Les effets des substances 
volatiles sont évalués après estimation de la croissance mycélienne en présence 
et en absence de Trichoderma. Dix confrontations pour chaque cas sont effec
tuées.

Mise en évidence des propriétés fongicides ou fongistatiques

La méthode suivie est inspirée de Henni (1987). Elle consiste à tuer la 
culture de l’antagoniste par 0,5 ml de chloroforme pur, de placer une feuille de 
cellophane sur cette culture après évaporation complète du chloroforme et d’y 
étaler 100 conidies de F. oxysporum. Dans les boites témoins le même nombre de 
conidies est étalé sur milieu gélosé mais sans l’antagoniste. La cellophane est 
ensuite transférée sur un nouveau milieu après 48 h d’incubation à 25 °C. En cas 
de germination Faction des substances inhibitrices est supposée fongistatique dans 
le cas contraire elle est fongicide.

Chacune des expériences précitées est répétée au moins trois fois. Tous 
les résultats expérimentaux sont comparés par l’analyse des variances au seuil de 
probabilité 5 %, en utilisant le test de student.

RÉSULTATS

Confrontation directe

Antagonistes-Fusarium

Les quatre antagonistes ont un effet inhibiteur élevé sur la croissance 
mycélienne de F. oxysporum (Fig. 1) mais L’activité inhibitrice la plus forte qui est 
de l’ordre de 65 % et 73 % est observée pour T. Harzianum AD S et R. legumino- 
sarum respectivement.

Antagonistes-Champignons

La figure 2 montre la présence d’un antagonisme à l’encontre d’autres 
champignons que F. oxysporum mais dont l’intensité est plus ou moins élevée. A 
l’exception de la confrontation réalisée entre Rhizopus et Alternaria, toutes les 
autres confrontations effectuées entre les antagonistes et Absidia ou Alternaria 
manifestent des actions inhibitrices inférieures à celles exercées sur Fusarium. Les 
confrontations réalisées entre les antagonistes et Verticillium ou Botrytis révèlent 
des actions inhibitrices supérieures à celles exercées sur Fusarium sauf pour 
R. leguminosarum.
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100 -r

R. leguminosarum T. harzianum ADS T. harzianum BG R. stolonifer

Fig. 1. Action des antagonistes (R. stolonifer, T. harzianum ADS et B g, R. leguminosarum) sur la 
croissance radiale de F. oxysporum f. sp. lentis.
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 
5 % d’après le test de Student.

Antibiose
Filtrat de culture

Effet inhibiteur : L’action de différentes concentrations du filtrat de culture 
des antagonistes sur la croissance pondérale de F. oxysporum est reportée dans la 
figure 3. A partir de la concentration 0,1 % l’action inhibitrice du filtrat de T. har
zianum ADS et de R. leguminosarum augmente brutalement pour atteindre un 
maximum à 0,25 %. Le filtrat de T. harzianum Bg ne commence à montrer un effet 
inhibiteur qu’à partir de la concentration 0,25 %. L’inhibition de la croissance 
mycélienne à 0,5 % est faible et ne dépasse pas 30 %. Cependant le filtrat de 
culture de R. stolonifer est inefficace. Il est à noter que même avec des filtrats plus 
âgés (15 j) et des doses beaucoup plus fortes (5 %, 10 % et 20 %) l’action inhibi
trice de R. stolonifer ne s’est pas manifestée (résultats non présentés).

Sensibilité thermique et enzymatique : Il n’y’a pas d’effet du traitement 
thermique sauf pour R. leguminosarum dont l’activité inhibitrice est totalement 
détruite. Par ailleurs, le traitement enzymatique montre que (Fig. 4) la trypsine 
réduit de moitié l’activité inhibitrice du filtrat de R. leguminosarum et la pepsine 
la détruit totalement alors que ces deux protéases n’ont aucun effet sur l’action 
inhibitrice de T. harzianum ADS et T. harzianum Bg.
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Fig. 2. Spectre d’action des antagonistes (.R. stolonifer, T. harzianum ADS et B g, R. legumi
nosarum) sur Absidia glauca, Verticillium albo-atrum, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum 
(pour comparaison), et Botrytis cinerea.
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 
5 % d’après le test de Student.

Le dosage des protéines dans des filtrats, provenant des cultures des anta
gonistes dans des milieux composés (PG, YEM) et un milieu synthétique 
(Czapeck), a donné le même résultat (Tabl. I). Il indique l’absence de protéines 
dans le filtrat de culture des T. harzianum et la présence de très faible quantité 
dans celui de R. leguminosarum.

Action des substances volatiles
Trichoderma-Fusarium : La croissance de F. oxysporum exposé aux sub

stances volatiles de Trichoderma est ralentie par rapport au témoin non exposé 
(Fig. 5). L’aptitude inhibitrice des substances volatiles apparaît dés le premier jour. 
Cette aptitude ne varie pas au cours du temps et reste significativement aux alen-
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-o- T. hmmADS

-a- T. taira Bg

-x-R.stolonifer

Concentration du filtrat

Fig. 3. Influence de différentes concentrations du filtrat de culture des antagonistes (R. stolonifer, 
T. harzianum AD S et B g, R. leguminosarum) sur la croissance pondérale de F. oxysporum f. sp. 
lentis.
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de
5 % d’après le test de Student.
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Fig. 4. Sensibilité du filtrat de culture des antagonistes (T. harzianum ADS et B g, R. legwni- 
nosarum) au traitement enzymatique (trypsine, pepsine)
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 
5 % d’après le test de Student.

tours de 22 %. Il est à signaler qu’il est impossible d’estimer les effets des gaz dés 
le cinquième jour de confrontation car il y’a toujours un début d’envahissement 
de Trichoderma à travers la paroi des boites.

Trichoderma-champignons : Les effets des substances volatiles émises par 
T. harzianum ADS et T. harzianum Bg sont beaucoup plus marqués sur les autres 
souches fongiques que sur Fusarium (Fig. 6). En effet, chez B. cinerea le pourcen
tage d'inhibition atteint 93 %.

Les souches fongiques exposées aux gaz puis remises en croissance hors 
des gaz retrouvent une vitesse de croissance normale.

Action fongicide ou fongistatique
Le tableau II indique que la germination des conidies de F. oxysporum 

est légèrement affectée par les substances secrétées par T. harzianum ADS et 
T. harzianum Bg mais manifestent quand même une faible action fongicide. 
Inversement, les substances émises par R. leguminosarum ont une activité fongi
cide importante puisque la majorité des conidies sont tuées.
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Tab. 1. Dosage des protéines dans les filtrats de culture des antagonistes selon les milieux de 
culture.

Souches
PG

Quantité de protéines (pg/ml) 
YEM Czapeck

R. leguminosarum - 16 ± 4 (a) 14 ±2 (a)
T. harzianum ADS 0 - 0
T. harzianum Bg 0 - 0

- : non testé.
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 % d’après 
le test de Student.

Témoin

T.hanumADS

Temps de culture (j)

Fig. 5. Cinétique de la croissance de F. oxysporum f. sp. lentis sous l’effet ou non des substances 
volatiles de T. harzianum ADS
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 
5 % d’après le test de Student.
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Tab. 2. Effet des substances secrétées par les antagonistes sur la germination des conidies de 
F. oxysporum.

Souches Germination des conidies avant 
transfert de la cellophane (%)

Germination des conidies 
avant transfert de la cellophane (%)

Témoin 100 ± 5 (a) 100 ± 5 (a)
R. leguminosarum 0(b) 30 + 4 (b’)
T. harzianum ADS 69 ± 3 (c) 69 + 3 (c)
T. harzianum Bg 75 + 4 (c) 75 + 4 (c)

* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 % d’après 
le test de Student.

Q T. hanianumADS 

MT.harzianumBg

F. oxysporum A. glauca A. alternata V. albo-atrum B. cinerea

Fig. 6. Action des substances volatiles de T. harzictnum AD S et Bg sur la croissance radiale 
d'Absidia glauca, Verticillium albo-atrum, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, et Botrytis 
cinerea.
* Les moyennes suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 
5 % d’après le test de Student.
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DISCUSSION

A l’issue de ce travail il paraît que les souches isolées pour leur antago
nisme élevé à l’encontre de F. oxyspomm f. sp. lentis ne montrent pas des activi
tés inhibitrices et des modes d’action similaires. T. harzianum ADS, T. harzianum 
Bg et R. leguminosarum libèrent des substances qui ont des propriétés antibio
tiques par contre Rhizopus stolonifer n’en libère pas et semble agir par compéti
tion nutritive liée à une occupation rapide du milieu de culture.

Les expériences de caractérisation semblent indiquer que les substances 
inhibitrices de R. leguminosarum sont de nature protéique, elles sont secrétées en 
très faibles quantités (ordre des pg/ml) et ont une action fongicide sur les conidies 
de F. oxyspomm. Ces substances pourraient être des antibiotiques. Si certaines 
études ont montré que Rhizobium secrète des substances à activité antibacté
rienne (Roslyckey, 1967 ; Schwinghamer, 1970 ;Triplett & Barta, 1987 ; Wilson et al,
1998) , ce travail et également d’autres travaux (Drapeau et al, 1973 ; El aîssami,
1999) ont mis en évidence qu’ il est capable de secréter des substances ayant une 
activité antifongique qu’il serait intéressant d’identifier. R. leguminosarum est un 
agent symbiotique fixateur d’azote, son utilisation entant qu’agent de lutte biolo
gique contre la fusariose de la lentille est une approche très intéressante. 
D’ailleurs, certaines espèces de Rhizobium se sont montrées capables de protéger 
les plantes contre certaines maladies comme la pourriture racinaire (Chou & 
Schmitthenner, 1974 & Tu, 1978) et le charbon (Chakraborty &Purkayastha, 1984) 
de Soja ainsi que la verticilliose de la luzerne (El aîssami, 1999). De même la com
binaison de R. leguminosarum avec T. harzianum permettent de réduire la gravité 
de la fonte de semis et la pourriture racinaire de la lentille (Yehia et al, 1994).

Les substances inhibitrices de T. harzianum ne sont pas de nature pro
téique. Elles inhibent la croissance mycélienne et ont une faible action fongicide 
sur les conidies de F. oxyspomm. Des activités antifongiques ont été démontré par 
les substances émises par certains antagonistes appartenant au genre Trichoderma 
affectant la croissance de Drechslera teres (Mostapha et al, 1992) et la germination 
des microsclérotes de Verticillium dahliae (Henni, 1987).

Les substances inhibitrices de T. harzianum comprennent des substan
ces volatiles ; leur effet est fongistatique car les souches fongiques reprennent 
leur croissance normale dès qu’elles ne sont plus exposées à ces gaz. Les sub
stances volatiles produites par Trichoderma peuvent être aussi bien fongicides 
que fongistatiques (Bilai, 1956 & khasanov, 1962). En effet les alkyles pyrones 
ont un effet fongicide (Claydon et al, 1987) tandis que l’acétaldéhyde possède 
une action fongistatique (Dennis & Webster, 1971) comme celle observée dans 
cette étude.

On peut cependant supposer que les substances volatiles émises par nos 
souches de Trichoderma auraient une action préliminaire ayant pour effet d’affai
blir le pathogène cible préparant la mise en œuvre d’autres mécanismes. En effet 
ces souches poussent rapidement et sont capables d’envahir le milieu après qua
tre jours de culture, elles ont une vitesse de croissance supérieure à celle de 
F. oxyspomm. A côté de cette occupation rapide du milieu qui est en relation avec 
la compétition nutritive ces souches libèrent des pigments jaunes qui sont soup- 
sonnés être des antibiotiques. En effet, T. harzianum s’est montré capable de pro
duire un certain nombre d’antibiotique telsque : la trichodermine (Khasanov, 
1962), la suzukaciline, l’alamethicine, la dermadine, la pénicilline, la trichothicine 
et les trichorzianines (Vial, 1989).



232 H. Essalmani & H. Lahlou

Le phénomène d’antagonisme observé vis à vis de F. oxysporum est 
caractérisé par un mode d’action non spécifique vu les effets inhibiteurs des anta
gonistes sur d’autres champignons parmi lesquels ceux qui sont pathogènes sur les 
plantes de la vigne et de la tomate. Disposer d’un spectre d’action large contre les 
pathogènes est parmi les critères fondamentaux qui caractérisent l’antagoniste 
idéal (Baker & Cook, 1982). En effet, grâce à son spectre large d’antagonisme 
T. harzianum s’est révélé efficace dans la lutte biologique contre des agents phy- 
topathogènes comme Botrytis cinerea agent de la pourriture grise de la vigne 
(O’neill et al. 1996 & Harman et al. 1996) et de la tomate (Eden et al, 1996), 
Rhizoctonia solani responsable des fontes de semis (Hadar et al. 1979 & Cliquet 
& Scheffer, 1996) et Chondrosterum purpureum agent de plomb des arbres frui
tiers (Grosclaude, 1979 & Ricard, 1983).

A la lumière de ces investigations réalisées in vitro il s’avère que T. har
zianum, Rhizopus stolonifer et R. leguminosarum pourraient être des agents de 
contrôle biologique efficaces capable de réduire la sévérité de la fusariose de la 
lentille, la pourriture grise de la vigne et la verticilliose de la tomate, dans la 
mesure ou leur innocuité à l’égard de l’hôte aura été prouvée.
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