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Induction, par Trichoderma harzianum, de la résistance des
plantes de lentille contre Fusarium oxysporum f. sp. lentis
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Induction, par Trichoderma harzianum, de la résistance des plantes de lentille contre Fusarium
oxysporum f. sp. lentis

La souche antagoniste Trichoderma harzianum T-ADS protege totalement les plantes de lentille contre I'agent
pathogene Fusarium oxysporum f. sp. lentis MR84. Le filtrat de culture de Trichoderma harzianum T-ADS est
également capable de protéger les plantes a un niveau élevé. Malgré son inoculation séparée de I'agent
pathogene, Trichoderma harzianum protege encore les plantes tandis que son filtrat de culture ne les protege
plus. Ces résultats suggerent que ’antagoniste T-ADS protege les plantes méme en absence de son interaction
directe avec le pathogeéne, sans doute par induction de la résistance des plantes. Les métabolites secrétés dans
le filtrat de culture de cet antagoniste ne sont pas responsables de cette induction mais agissent directement sur
le pathogeéne.
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Induction, by Trichoderma harzianum, of resistance in lentil to Fusarium oxysporum f. sp. lentis

The antagonistic strain Trichoderma harzianum T-ADS protected totally lentil plants against infection by the
pathogen Fusarium oxysporum f. sp. lentis MR84. Culture filtrate of this antagonistic fungus was able to protect
the plants at a high level. Even ifit was inoculated separately of the pathogen, Trichoderma harzianum protected
the plants while culture filtrate did not protect them. These results suggest that the strain T-ADS protect the
plants without its interaction with pathogen, due probably to the induction of plant resistance. Metabolites
excreted in culture filtrate were not responsible of this induction but acted directly on the pathogen.
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INTRODUCTION

Les especes de Trichoderma ont recu une attention
considérable en tant qu’agents de lutte biologique
contre un certain nombre de pathogeénes
telluriques (Chet & Baker, 1981; Harman et al.,
1996). Les recherches effectuées sur les
mécanismes de la lutte contre les populations
pathogeénes existant dans la rhizosphere
conduisent a proposer que I’activité antagoniste de
Trichoderma spp. réside dans la production
d'enzymes extracellulaires (Elad & Kapat, 1999;
Haran et al., 1996; Stefanova et al., 1999) et/ou de
substances antibiotiques (Ghizalberti & Rowland,
1993). Cette production est associée & une possible
compétition pour les nutriments de la rhizosphere
(Sivan & Chet,1993). La plupart des recherches
sont focalisées sur les interactions microbiennes.
Néanmoins, certaines études portant sur des
modeles d’études différents ont mis en évidence
une induction de la résistance chez les plantes
inoculées par Trichoderma harzianum (De Meyer
& Hofte, 1998; Howell et al., 2000, Zimand & Elad,
1996).

Chez les micro-organismes, les déterminants
induisant la résistance des plantes peuvent étre
des métabolites secrétés comme l’acide salicylique
(De Meyer et al.,1998). Ils peuvent également
provenir de la paroi du micro-organisme. C'est le
cas des lipopolysaccharides (Reitz et al., 2000), des
N-acétylchitooligosaccharides (Yamagushi et al.,
2000) ou des glycoprotéines (Lepoivre & Semal,
1989). Cependant, des oligosaccharides
inducteurs peuvent également provenir de la paroi
des cellules végétales elles-mémes: des actions
enzymatiques bactériennes ou fongiques sont
capables de libérer des oligogalacturonides
endogenes des parois de ’hdte, lesquels induisent
des réactions de défense des plantes (Lepoivre &
Semal, 1989).

L’objectif de cette étude est de déterminer si
Pantagoniste Trichoderma harzianum T-ADS ou
ses métabolites, secrétés dans le filtrat de culture,
sont capables d’induire la résistance des plantes
de lentille contre le pathogeéne Fusarium
oxysporum f. sp. lentis MR 84. A cet égard, on
comparera les effets de Trichoderma harzianum
et du filtrat de culture de cet antagoniste dans la
protection des plantes dans deux situations
différentes: co-inoculation de la racine, & un méme
endroit, avec le pathogéne et inoculation
séparément a un endroit différent de la racine.

MATERIEL & METHODES
1.Isolement et identification de ’antagoniste

La souche Trichoderma harzianum T-ADS est
isolée, in vitro, apres avoir montré un antagonisme
élevé vis-a-vis de Fusarium oxysporumf. sp. lentis.
L’isolement est effectué a partir d’'un sol provenant
de la région Ain Dalia Sghira, située au Nord du
Maroc. L’identification de cette souche est réalisée
apres analyse des caracteres morphologiques et
moléculaires selon Samuels et al. (2002).

2. Préparation des inoculums et du filtrat de
culture

2.1. Inoculum de 'antagoniste T-ADS

Des explants de T-ADS sont déposés en boites de
Pétri contenant le milieu PGA (200 g. 1t de pomme
de terre + 20 g. I'* du glucose + 20 g. 1! d’agar). Au
bout de 15 jours, le mycélium est gratté et mélangé
avec de I’eau stérile. La suspension conidienne est
recueillie apres élimination du mycélium par
filtration a travers le papier Watman n°l. La
densité de la suspension est ajustée a 2. 107
conidies. ml™’ apres estimation de la densité
initiale a l'aide de la cellule de Thoma puis
dilution.

2.2. Inoculum du pathogene MR 84

Fusarium oxysporum f. sp. lentis MR 84 est
cultivée en étalant une suspension concentrée de
conidies, provenant d'une culture mere, a la
surface du milieu PGA. La suspension de conidies
est recueillie quatre jours aprés par lavage de la
culture avec de ’eau distillée stérile. Sa densité est
ajustée a 2. 10° conidies. ml™ par estimation de la
densité initiale a I'aide d’une cellule de Thoma puis
dilution.

2.3. Filtrat de culture de T-ADS

Un explant d’une préculture de T-ADS est inoculé
a 250 ml d’un milieu liquide & base de pomme de
terre (PG: 200 g. 11de pomme de terre + 20 g. 1 du
glucose). Au bout de 15 jours d’incubation a 25°C,
le surnageant est recueilli apres centrifugation a
8000 t. mn~ pendant 20 mn. On le passe a travers
un filtre millipore (0,22 um) pour éliminer toute
trace de conidies. Ce surnageant représente le
filtrat de culture de T-ADS.
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3. Conditions de culture de la lentille

La variété de lentille L 24 a été fournie par 'INRA
du Maroc. Elle est sensible a la souche MR 84 de
lagent pathogene. Apres stérilisation, grace a
I’hypochlorite de calcium a 5 % pendant 20
minutes, les graines sont mises 4 germer pendant
une semaine dans du papier filtre imbibé d’eau
stérile. Les plantules ayant des tailles identiques
sont choisies puis cultivées dans des pots
contenant chacun 500 g de sable stérile ou elles
sont arrosées tous les deux jours a l'aide de la
solution nutritive de Hoagland & Arnon (1950).
Les conditions de culture sont 25°C le jour et 18°C
la nuit avec une luminosité de 8000 lux et une
photopériode de 16 h.

4. Co-inoculations a un méme endroit de la
racine

Quand les plantes atteignent le stade quatre
feuilles (14 j), le pathogéne et 'antagoniste sont
inoculés dans le méme pot. Les inoculations sont
effectuées par arrosage du sable au niveau de la
rhizosphere des plantes. Ainsi, le sable est infesté
avec 10 ml du pathogeéne a 2.10%conidies. ml™ et 10
ml de ’antagoniste T-ADS a 2. 10 conidies. ml™ ou
10 ml du filtrat de culture de T-ADS. Les plantes
témoins n’ont recu que de l'eau stérile. D’autres
plantes témoins ne sont inoculées qu’avec
Pantagoniste T-ADS, le filtrat de culture de T-
ADS, l'agent pathogéne MR 84 seul et/ou le milieu
PG.

5. Inoculations a des endroits différents de la
racine

La culture des plantes est effectuée dans un
systéeme formé de deux pots I'un sur l'autre. La
plantule avec la moitié supérieure de la racine est
mise dans le pot supérieur. La moitié inférieure de
la racine, introduite a travers un petit trou, est
cultivée dans le pot inférieur. Au stade quatre
feuilles (14 j), 10 ml de P'agent pathogene a 2.10°
conidies. ml™ sont inoculés a la partie basale de la
racine tandis que 10 ml de ’antagoniste T-
ADS a 2. 107 conidies. ml™” ou 10 ml du filtrat de
culture de T-ADS sont inoculés a la partie apicale
de la racine.

Pour tous les traitements, l'incidence de la
fusariose est estimée, tous les 15 jours, par le
pourcentage des plantes mortes. Sa gravité est
évaluée, au 60°™° jour apres inoculation, par le
poids sec des plantes.

6. Recherche delasouche MR 84 de Fusarium
oxysporumf.sp. lentis et de ’antagoniste T-
ADS, dans le sable

Pour vérifier I'absence d’'une interaction entre
I’antagoniste T-ADS et la souche MR 84 de
Fusarium oxysporum f. sp. lentis ou entre celui-ci
etlefiltrat de culture, le pathogéne et ’antagoniste
sont recherchés tous les 15 jours dans la
rhizosphére des plantes qui se trouvent dans les
pots ou ils n’ont pas été inoculés comme les pots
inférieurs dans le cas du pathogéne et les pots
supérieurs dans le cas de ’antagoniste.

Une série de dilution au 1/10°™° est réalisée a
partir d’'une suspension de solution meére
contenant 1 g de sable, prélevé a partir de la
rhizospheére des plantes, dans 9 ml d’eau stérile.
Un ml de la suspension diluée est étalé a la surface
du milieu Komada (1975) pour rechercher
Fusarium et ala surface dumilieu PDA additionné
de streptomycine (0,1 g. 1 pour rechercher
Trichoderma.

La lecture des résultats est effectuée apres une
semaine d’incubation a 25 °C, a I'obscurité.

7. Analyses statistiques

Les expériences wutilisant les différents
traitements sont répétées deux fois, avec 30
plantes pour chaque traitement. Les analyses
statistiques sont effectuées a l'aide de statistica
software (1997). Les résultats expérimentaux sont
comparés par analyse de variance suivie du test de
Newman-Keul.

RESULTATS

1. Inoculations a un méme endroit de la
racine

L’inoculation des plantes de lentille avec I'agent
pathogeéne MR 84 seul provoque un flétrissement
des plantes puis leur mort. La mortalité des
plantes augmente avecle temps de culture (Figure
1). Au 60°™ jour apres inoculation, la totalité des
plantes sont mortes. La co-inoculation de
Trichoderma T-ADS au niveau du méme site
d’infection que l'agent pathogéne assure une
protection totale des plantes durant les deux mois
qui suivent l'inoculation, car toutes les plantes
restent saines comme les plantes témoins. Le
filtrat de culture de Trichoderma T-ADS est
également capable de protéger les plantes de
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lentille contre leur attaque par le pathogene MR
84. Malgré une augmentation de la mortalité des
plantes a partir de 30 jours apres inoculation, les
pourcentages de mortalité restent similaires a
celui des plantes témoins.

Pourcentage des plantes mortes

80
Temps apres inoculation (jours)

—O— T-ADS+MR 84
-l VR84 -@— Filtrat+MR 84

Figure 1. Evolution du pourcentage de plantes
mortes dans le cas des co-inoculations
de P’agent pathogene MR 84 et de
Trichoderma harzianum T-ADS ou de
son filtrat de culture, a un méme
endroit du systéme racinaire

*Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (Newman-Keul)

1~ Témoin

Ces résultats sont confirmés par les mesures des
poids secs moyens des plantes (Figure 2). Ainsi, le
poids des plantes inoculées avec le pathogéne seul
est faible. Ce poids est amélioré avec les autres
traitements. Il est similaire aux poids des plantes
témoins lorsque celles-ci sont traitées avec
Trichoderma T-ADS. Le poids des plantes traitées
avec le filtrat de culture est supérieur aux poids
des plantes inoculées avec le pathogéne seul, mais
reste inférieur au poids des plantes témoins.

L’inoculation des plantes avec le pathogéne et le
milieu de culture PG (contrdle) ne les protege pas.
En effet, toutes les plantes sont mortes au 60°™°
jour apresinoculation et ont le méme poids sec que
les plantes inoculées avec le pathogéne seul
(résultats non présentés).

Toutefois, les inoculations de Trichoderma T-ADS
ou du filtrat de culture ou du milieu PG, sans le
pathogeéne (controles), n’'ont aucun effet néfaste
sur les plantes, car celles-ci restent toutes saines
et présentent le méme poids sec que les plantes
témoins (résultats non présentés).

] Poids sec moyen (g)
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Figure 2. Gravité de la fusariose estimée, au
60°™° apres inoculation, par le poids sec
moyen des plantes. Co-inoculations de
I’agent pathogene MR 84 et de
Trichoderma harzianum T-ADS ou de
son filtrat de culture, 4 un méme
endroit du systéme racinaire

*Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (Newman-Keul)

2. Inoculations a des endroits différents de
la racine

Malgré l'inoculation de Trichoderma T-ADS
séparément del’agent pathogene, il semble que cet
antagoniste maintienne sa protection pour les
plantes (Figure 3). Ainsi, le pourcentage des
plantes mortes reste statistiquement comparable
a celui des plantes témoins, durant les deux mois
suivant les inoculations. Cependant, apres
inoculation du filtrat de culture de T-ADS
séparément du pathogene, la protection des
plantes est perdue. La mortalité des plantes
évolue de la méme manieére que celle des plantes
inoculées avec le pathogene seul.

La figure 4 montre que les plantes traitées avec le
pathogene etle filtrat de culture ont le méme poids
que les plantes inoculées avec le pathogene seul.
Les plantes traitées avec le pathogéne et
Pantagoniste T-ADS ont des poids similaires aux
plantes témoins.
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Figure 3.Evolution du pourcentage de plantes
mortes apres inoculations séparées de
l’agent pathogéene et de Trichoderma
harzianum T-ADS ou de son filtrat de
culture

*Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes (Newman-Keul)
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Figure 4.Gravité de la fusariose estimée, au 60°™°

apres inoculation, par le poids sec
moyen des plantes. L’agent pathogéene
MR 84 est inoculé séparément de
P’antagoniste T-ADS ou de son filtrat de
culture
*Les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Newman-Keul)

3. Recherche du pathogene MR 84 et de
Pantagoniste T-ADS dans le sable

On a vérifié, tout le long de ’expérience, ’absence
des interactions entre la souche pathogéne et
I’antagoniste T-ADS ou entre celle-ci et le filtrat de
culture de T-ADS. Les résultats des recherches de
la souche pathogéne MR 84 et de 'antagoniste
T-ADS montrent leur absence dansle sable prélevé
du pot ou chacune de ces souches n’a pas été
inoculée.

DISCUSSION & CONCLUSIONS

Récemment, le changement dans l’attitude du
public envers I'utilisation des pesticides chimiques
et des fumigants comme le bromide de méthyle
(Programme de ’environnement, 1995) a poussé
les chercheurs a trouver d’autres alternatives
comme l'utilisation des biopesticides non
polluants de I’environnement. Un intérét
particulier a été accordé a la capacité des micro-
organismes bénéfiques a induire la résistance des
plantes (Yedida et al., 1999). Au sein de ces micro-
organismes, les champignons saprophytes comme
Trichoderma harzianum n’ont recu qu'une faible
attention (Ghizalberti & Rowland, 1993).

Dans la présente étude, la capacité de la souche
Trichoderma harzianum T-ADS a induire la
résistance des plantes est évaluée par un systéme
formé de deux pots I'un sur I’autre. Dans un pot, il
y a inoculation du pathogéne MR 84. Dans I'autre
pot, est inoculé l'antagoniste ou son filtrat de
culture. Cette approche nous a permis de
visualiser les effets de 'antagoniste en absence de
son interaction avec le pathogéne. La méthode de
“split root”, telle qu’elle a été congue dans d’autres
travaux (trois pots), nécessite un systeme
racinaire bien développé comme chez les plantes
de pomme de terre et de tomate (Hasky-Gunther et
al., 1998, Olivan et al., 1995). Cette méthode est
difficile a réaliser chez la lentille vu son systeme
racinaire réduit.

Néanmoins, le systéeme adopté est adéquat. D’'une
part, on a vérifié au cours de la culture des plantes
que 'agent pathogene et 'antagoniste sont restés
dans les compartiments ou ils ont été inoculés.
D’autre part, les résultats de l'inoculation du
pathogéene MR 84 et du filtrat de culture, & un
méme endroit de la racine, difféerent des résultats
obtenus apres leur inoculation a des endroits
séparés de la racine. Ceci est en faveur de la

fiabilité du systeme.
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La protection conférée aux plantes par
Trichoderma T-ADS, en présence et en absence de
son interaction avec ’agent pathogeéne, est
similaire. En effet, I'incidence et la gravité de la
fusariose n’ont pas changé dans les deux cas. Il
apparait vraisemblable que la souche T-ADS
protege les plantes méme en n’agissant pas
directement sur le pathogene. Cette protection ne
peut étre due qu’a une induction de la résistance
des plantes.

Une bonne protection des plantes contre le
pathogene est également observée apres leur
traitement avec le filtrat de culture de
Iantagoniste T-ADS. Cette protection n’est pas
due aux substances se trouvant dans le milieu PG
puisque celui-ci ne confere aucune protection aux
plantes. L’effet protecteur du filtrat est bien di aux
substances secrétées par 'antagoniste lui-méme.
Mais, cet effet n’est possible que si le filtrat se
trouve en interaction directe avecle pathogene, car
en absence de cette interaction I'effet protecteur du
filtrat disparait. En effet, 'incidence et la gravité
de la maladie sont similaires a celles qui sont
obtenues apres inoculation du pathogene seul. 11
semble que les métabolites secrétés dans le filtrat
n’induisent pas de réactions de défense des
plantes, mais agissent directement sur le
pathogene.

Dans des expériences réalisées in vitro, le filtrat de
culture de T-ADS inhibe la croissance mycélienne
avec un pourcentage de 70% (Essalamni & Lahlou,
2002). Les métabolites secrétés par cette souche
peuvent étre des substances volatiles et/ou des
antibiotiques. En effet, la souche T-ADS secrete
des gaz ayant une activité antagoniste et des
pigments jaunes qui sont soupgonnées étre des
antibiotiques. Parmi les substances secrétées par
T. harzianum et qui ont une activité inhibitrice il
y a des substances volatiles de types alkyles
pyrones (Claydon et al., 1987), acétaldehyde
(Dennis & Webster, 1971) et des antibiotiques
comme la trichodermine (Khasanov, 1962), la
suzukaciline, ’alaméthicine, la dermadine, la
pénicilline, la trichoticine et la trichorzianine
(Vial, 1989).

L’induction de la résistance des plantes par
Trichoderma T-ADS ne se fait pas par des
métabolites secrétés in vitro , mais peut-étre que
I'induction est réalisée par d’autres substances qui
ne sont secrétées qu'en présence de la plante (in
vivo) ou par des structures localisées au niveau de
la paroi des cellules. En effet, Il est possible qu’il y

ait sécrétion de substances extracellulaires
probablement des enzymes qui peuvent dégrader
la paroi des plantes et seraient a l'origine de la
libération des oligosaccharides pouvant étre des
éliciteurs endogenes de la résistance des plantes.
Cette hypothese pourrait étre plausible car dans
d’autres travaux, l'observation en microscopie
éléctronique de coupes tres fines de racines
traitées avec Trichoderma harzianum a mis en
évidence la pénétration de cet antagoniste a
I'intérieur des racines tout en restant confiné dans
I’épiderme etle cortex externe (Yedidaet al., 1999).

Ces résultats suggerent qu’au moins de faibles
quantités d'enzymes hydrolytiques comme la
cellulase sont produites par le champignon. La
dégradation de la paroi de la plante par ces
enzymes peut donner des fragments éliciteurs de
la résistance des plantes.

Si la paroi de 'antagoniste T-ADS possede des
éliciteurs responsables de l'induction de la
résistance des plantes, cela suggere
I’établissement d’une certaine interaction entre le
champignon et la plante, impliquant une
reconnaissance moléculaire entre les deux
partenaires. Ainsi, Il a été mis en évidence que des
lectines des plantes du blé s’attachent
spécifiquement au sommet et au septum de
Trichoderma viride (Mirelman et al., 1975).

Dans la présente étude il semble que Trichoderma
harzianum T-ADS protege les plantes de lentille
contre le pathogéne Fusarium oxysporum MR 84
en agissant par antibiose et par induction de la
résistance des plantes. En absence de I'antibiose,
ce dernier mécanisme est capable d’assurer une
bonne protection des plantes. Pour confirmer la
présence d'un ou de plusieurs éliciteurs chez la
souche antagoniste T-ADS, il convient de
poursuivre cette étude par la purification des
molécules inductrices de la résistance des plantes
et I’évaluation de leur capacité élicitrice.
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