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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 89 (3/4), 145-153 (1979)

Evaluation de micro-organismes antagonistes
de Phomopsis sclerotioides au laboratoire

par E. van der Hoeven, J.M. Mitali et D. Gindrat

Station federale de recherches agronomiques de Changins,
1260 Nyon

L'evaluation de l'efficacite d'agents microbiologiques de lutte contre les
champignons phytopathogenes se heurte ä un certain nombre de difficultes Hees ä la
grande dependance de l'activite des microorganismes ä l'egard du milieu. Un autre
Probleme, qui devrait etre resolu pendant la phase initiale de l'experimentation,
est celui du choix des micro-organismes candidats aux etapes ulterieures.

La methode classique de selection est l'isolement d'un certain nombre de bac-
teries et champignons dans des situations oü un antagonisme naturel vis-ä-vis de

l'agent pathogene est soup?onne, puis l'examen en boites de Petri des facultes anti-
biotiques ou mycoparasites de ces souches ä l'egard de l'agent pathogene. L'efficacite

des antagonistes mis ainsi en evidence est alors evaluee, generalement dans des

experiences de serre, en presence de l'agent pathogene inocule ä la plante-höte.
L'absence de la plante-höte lors de la selection des antagonistes permet une

grande simplification des manipulations et l'examen d'un grand nombre de souches.
En revanche, les micro-organismes retenus sont, en fait, antagonistes de l'agent
pathogene place dans une situation essentiellement saprophyte. Afin de prevenir
certaines disillusions lors d'essais ulterieurs dans lesquels les antagonistes sont
confrontes ä l'agent pathogene en tant que tel, il serait peut-etre preferable d'examiner
les antagonistes potentiels en presence de l'agent pathogene et de la plante-höte des
les tout premiers tests.

L'etude des possibilites de lutte biologique contre Phomopsis sclerotioides van Kest.,
l'agent de la pourriture noire des racines du concombre, par Gliocladium roseum
Bainier, et leurs limites (Moody et Gindrat, 1977; Gindrat, 1979) nous a amenes ä

envisager l'utilisation, eventuellement simultanee, d'autres micro-organismes antagonistes.
Dans ce travail, nous presentons une methode de selection en 2 etapes de micro-

organismes antagonistes de P. sclerotioides dans les conditions du laboratoire, mais en

presence de la plante-höte. La preference a ete donnee, dans les methodes d'isolements,
aux champignons.
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Materiel et methodes

1. Souche de P.sclerotioides.
Elle a ete isolee ä Geneve, en 1975, d'une racine de concombre.

2. Isolement des micro-organismes pour revaluation de l'antagonisme.
a. Isolement a partir des racines de concombre. Des racines de plantes apparemment

saines qui se sont developpees en sol infeste par P. sclerotioides sont abondamment lavees
sous le robinet. De petits fragments sont superficiellement desinfectes par NaCIO 1% pendant
2 minutes, rinces dans l'eau sterile, et places sur de l'agar glucose a la pomme de terre
(Potato Dextrose Agar, Difco, PDA) contenant 50 ppm d'aureomycine. Apres quelques
jours d'incubation au laboratoire, les colonies issues des fragments de racines sont transferees
en milieux frais adequats.

b. Isolement ä partir du mycelium de P. sclerotioides. Du mycelium de P. sclerotioides est
enfoui dans le sol (Moody et Gindrat, 1977). Apres 3 jours, il est retire, lave, et laisse dans une
boite de Petri contenant un peu d'eau sterile au laboratoire. Dans une seconde methode, des
granules de perlite impregnes de solution nutritive de Czapek-Dox (Difco) et colonises par
P. sclerotioides sont enfouis dans le sol. Apres 5 — 10 jours d'incubation au laboratoire, les
granules sont retires du sol, desinfectes superficiellement avec NaCIO 0,5% pendant 2 minutes,
laves ä l'eau sterile, seches a l'air pendant une nuit sur du papier filtre sterile, et places dans
des boites de Petri contenant du PDA enrichi de 50 ppm d'aureomycine. L'incubation est
realisee au laboratoire. Apres une semaine, les micro-organismes presents ä la surface du
mycelium et ceux qui se sont developpes ä partir des granules de perlite sont transferres en
milieux frais adequats.

c. Isolement a partir de contaminations de cultures de P. sclerotioides. Des colonies
contaminant accidentellement des cultures de P. sclerotioides et apparemment antagonistes
(inhibitrices, mycoparasites) sont transferees en milieux frais adequats.

3. Premiere etape de la selection. Les micro-organismes obtenus dans les conditions
decrites ci-dessus sont soumis a deux tests paralleles.

a. Confrontation avec P. sclerotioides en milieu gelose. Deux methodes sont utilisees. Dans
la premiere, P. sclerotioides et l'organisme ä examiner sont ensemences a 4—5 cm de distance
l'un de l'autre, sur du PDA. L'apparition de zones d'inhibition, ou l'envahissement d'une
colonie par l'autre sont notees au fur et a mesure de leur developpement. Dans la seconde
methode, le micro-organisme a examiner est ensemence sur une colonie de P. sclerotioides
en milieu PDA ägee d'une semaine. Les observations portent sur le developpement du micro-
organisme sur le thalle de P. sclerotioides. Pour chacune des 2 methodes, 3 boites ont ete
preparees pour chaque micro-organisme a tester. Elles ont ete placees ä 25° C, et les observations
se sont poursuivies 3 semaines des l'ensemencement.

b. Confrontation avec P. sclerotioides en presence de la plante-hote. La methode de Kilpatrick
et al. (1954), legerement modifiee, est utilisee. Le diametre des tubes de 180 mm est de 15 mm,
et la solution de Knop (3 ml par tube) remplace l'eau distillee. Les semences de concombre
sont desinfectees superficiellement par NaCIO 1% pendant une minute, rincees a l'eau sterile,
puis placees a 30° C et a 1'obscurite pendant 24 h afin d'accelerer la germination. Les tubes sont
ensuite transferres dans une enceinte climatisee offrant une temperature diurne maximale de
25° C et nocturne minimale de 15° C, et une humidite relative de l'air de 90% (jour) et 65% (nuit).
La lumiere est d'une intensite maximale de 20.000 lux et la photoperiode est de 14 h.
L'ensemencement de l'antagoniste est realise apres 7 jours: le micro-organisme est depose ä cöte du
fragment de colonie de P. sclerotioides. Les plantules-temoins ne resoivent que I'inoculum du
parasite. Une serie de tubes n'est pas inoculee. L'evolution de l'attaque est suivie pendant
3 semaines. L'indice de pourriture des racines etabli par Moody et Gindrat (1977) est utilise.
Huit tubes ont ete prepares pour chaque type d'inoculation.

4. Seconde etape de la selection. Les micro-organismes qui se sont montres antagonistes de
P. sclerotioides en presence de la plante-hote lors de l'etape precedente sont a nouveau evalues
dans une serie de tests en tubes. Toutefois, vingt tubes sont prepares pour chaque test et pour
chaque type d'inoculation.
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Resultats

1. Isolement des micro-organismes.
Trente-neuf souches de bacteries et de champignons ont ete obtenues:

a) A partir de racines de concombres: Acremonium spp. (2 souches), Chaetomium sp.,
Fusarium solani (Mart.) Sacc. [souche FS 1], Fusarium sp., Gliocladium virens Miller,
Giddens et Foster, Mortierella sp. [souche m 146], Ostracoderma sp., Penicillium sp.,
Trichoderma viride Pers. ex Gray aggr. Rifai, Trichoderma sp.

b. A partir du mycelium de P. sclerotioides: bacteries (6 souches), Acremoniella atra
Sacc. [souche O 31 ], Acremonium cf. roseo-griseum (Saksena) Gams, Chaetomium sp.,
Chrysosporium spp. (2 souches), Fusarium solani [souche A 39], Fusarium spp.
(4 souches), Gliocladium roseum Bainier [souche 1], Mortierella sp. [souche A 66],
Mucor sp., Periconia sp., Pythium oligandrum Drechsler, Scopulariopsis sp.

c. A partir de contaminations de cultures de P. sclerotioides: Chaetomium spp.
(2 souches), Gilmaniella humicola Barron.

d. Autres provenances: Acremoniella atra [souche A 53], de semence de ble;
Gliocladium nigro-virescens van Beyma et G. roseum [souche JA 2], isoles du sol par
G. Jager (Haren, Pays-Bas).

2. Premiere etape de la selection.

Les trente-neuf micro-organismes obtenus ont ete soumis aux tests de confrontation
en boites de Petri et en tubes ä essais, la plante-höte etant incluse dans les experiences
en tubes. Les resultats sont presentes dans le Tableau 1.

Des 39 micro-organismes examines, 21 ont presente une activite mycostatique
nette contreP. sclerotioides en boites de Petri, et 11 se sont bien developpes sur les
colonies de l'agent pathogene. Fusarium solani a ete legerement inhibiteur et enva-
hisseur. Quatre especes, Gilmaniella humicola, Mortierella sp. [souche m 146],
Mucor sp. et Scopulariopsis sp. n'ont exerce aucun effet detectable sur P. sclerotioides.

Dans le test en tubes ä essais, les champignons suivants ont ete nettement anta-
gonistes de l'activite pathogene de P. sclerotioides (indice de pourriture des racines
egal ou inferieur ä 3,0): Acremoniella atra [souche 0 31], Acremonium cf. roseo-
griseum, Acremonium sp. [souche A 24], Fusarium solani [souche A 39], Gliocladium
nigro-virescens, G.roseum, Ostracoderma sp., Pythium oligandrum et Trichoderma
viride. A l'exception d'Acremonium sp., ces 9 especes se sont montrees aussi
capables, ä des degres divers, d'envahir les colonies de P. sclerotioides en boites
de Petri.

3. Seconde etape de la selection.
A l'exception d'Acremonium sp. (souche A 24) et d'Ostracoderma sp., dont

les cultures ont rapidement degenere, les micro-organismes antagonistes deP. sclerotioides

en presence de concombre ont ete reexamines dans les memes conditions,
le nombre des repetitions ayant ete toutefois augmente de 8 ä 20. La Figure 1

presente les resultats d'experiences caracteristiques.
La diminution de l'indice de pourriture sur les racines a ete confirmee pour les

9 micro-organismes, les meilleurs etant Pythium oligandrum (indice de 1,00 apres
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Tableau 1:

Evaluation de Tactivite antagoniste d'une serie de micro-organismes ä l'egard de Phomopsis
sclerotioides. Resultats des tests en bottes de Petri et en tubes ä essais.

Tests en boites de Petri Tests en tubes

Micro-organismes Inhibition de Croissance sur Indice de maladie
P. sclerotioides P. sclerotioides sur racines
1) 2) 3)

Bacteries (4 souches) + — 4 x 5,0 ± 0,0
Bacteries (2 souches) + + — 2 x 5,0 ± 0,0
Acremoniella atra (souche O 31) — ++ 1,2 ± 0,4
Acremoniella atra (souche A 53) — 3,3 ± 0,5
Acremonium cf. roseo-griseum — (+) 3,0 ± 0,8
Acremonium sp. (souche N 191) + — 4,6 ± 0,5
Acremonium sp. (souche A 24) + — 2,5 ± 0,9
Chaetomium spp. (4 souches) + — 4,6 ± 0,7

+ — 3,0 ± 1,3
+ — 5,0 ± 0,0
+ — 3,7 ± 1,0

Chrysosporium spp. (2 souches) +
+

— 5,0 ± 0,0
4,5 ± 0,5

Fusarium solani (souche FS 1) (+) (+) 5,0 ± 0,0
Fusarium solani (souche A 39) (+) (+) 2,0 ± 0,0
Fusarium spp. (5 souches) + — 5x5,0+ 0,0
Gilmaniella humicola — 4,1 ± 0,6
Gliocladium nigro-virescens _ + 2,3 ± 0,5
Gliocladium roseum (souche 1) — + 1,5 ± 0,5
Gliocladium roseum (souche JA 2) — + 2,0 ± 0,0
Gliocladium virens — + 4,1 ± 0,6
Mortierella sp. (souche m 146) — — 4,2 ± 0,4
Mortierella sp. (souche A 66) — + 3,7 ± 0,9
Mucor sp. — _ 4,3 ± 0,7
Ostracoderma sp. — + 2,0 ± 1,0
Penicillium sp. + — 3,8 ± 1,1
Periconia sp. + — 5,0 ± 0,0
Pythium oligandrum (+) + + 1,0 ± 0,0
Scopulariopsis sp. — 3,7 ± 0,9
Trichoderma viride — + 2,7 ± 1,1
Trichoderma sp. - + 3,7 ± 1,0

1) L'extension mycelienne de P. sclerotioides est inhibee a distance par la colonie de l'antagoniste.

2) Developpement de l'antagoniste ensemence sur une colonie de P. sclerotioides.
Dans les deux cas: — absence de zone d'inhibition, ou absence de croissance

(+) interaction peu nette
+ inhibition ou croissance nettes
-H- inhibition ou croissance tres grandes.

3) Indices de 1,0 (plantules saines) ä 5,0 (plantules mortes), selon Moody et Gindrat (1977),
apres 21 jours, ± la deviation standard. Huit tubes par micro-organisme. Huit tubes non
inocules (indice obtenu 1,0 ± 0,0) et huit tubes inocules par P. sclerotioides seul (indice
obtenu 5,0 ± 0,0) ont ete prepares comme temoins.
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Figure 1:

Effets de l'inoculation simultanee d'antagonistes sur l'attaque de plantuies de concombres
par Phomopsis sclerotioides en tubes ä essais.

A Antagonistes: TV Trichoderma viride; FS Fusarium solani (souche A 39);
GR' Gliocladium roseum (souche 1); AA' Acremoniella atra (souche O 31).
Temoin (P. sclerotioides seul) T. Plus petites differences significatives (P 0,05):
0,23 a 9 jours; 0,47 ä 14 jours; 0,48 ä 21 jours.

B Antagonistes: ARG Acremonium cf. roseo-griseum; AA" Acremoniella atra (souche
A 53); GNV Gliocladium nigro-virescens; GR" Gliocladium roseum (souche JA 2);
PO Pythium oligandrum. Temoin (P. sclerotioides seul) T. Plus petites differences
significatives (P 0,05): 0,36 a 9 jours; 0,53 a 14 jours; 0,56 ä 21 jours.

Indices de maladie de 1,0 (plantuies saines) a 5,0 (plantuies mortes), selon Moody et Gindrat
(1977).

14 jours, et de 1,02 apres 21 jours) et Acremoniella atra [souche 0 31] (indice de
1,17 apres 21 jours). Le moins bon a ete Acremonium cf. roseo-griseum (indice de
3,62 apres 21 jours). Fusarium solani [souche A 39], les 2 especes de Gliocladium,
A.atra [souche A 53] et Trichoderma viride ont montre une efficacite intermediaire.

Discussion

Dans cette etude, 39 souches de micro-organismes ont ete isolees de situations
oü l'existence d'un antagonisme microbien ä Fegard de Phomopsis sclerotioides
etait presumee. Quatre souches seulement (Gilmaniella humicola, Mortierella sp.
[souche m 146], Mucor sp. et Scopulariopsis sp.) n'ont exerce aucune activite
antagoniste decelable dans nos tests de laboratoire. Cela signifie que 90% des micro-
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organismes obtenus possedent un potentiel antagoniste ä l'egard du champignon
utilise comme organisme test. Cette proportion elevee est probablement la
consequence du choix des substrats ä partir desquels les micro-organismes ont ete isoles.

Les souches qui ont manifeste une activite inhibitrice de P. sclerotioides sur agar,
mais pas de mycoparasitisme (les 6 bacteries, et des especes d'Acremonium, Chae-

tomium, Chrysosporium, Fusarium, Penicillium et Periconia), n'ont eu que peu ou
pas d'effet sur l'agent pathogene en presence de concombre, avec des indices de

maladie generalement superieurs ä 3,0. La souche A 24 d'Acremonium a ete

l'exception, en reduisant l'indice de maladie sur les racines ä 2,5.
Les organismes dont il semble juste de penser qu'ils ont des tendances myco-

parasites, en raison de leur aptitude ä se developper de maniere nettement visible
sur les colonies de P. sclerotioides, ont generalement realise de bonnes performances
en tubes ä essais: 7 souches sur 11 ont abaisse l'indice de maladie ä un niveau in-
ferieur ä 3,0. Dans le cadre de ce travail, il existe une relation entre l'activite
apparemment mycoparasite et le pouvoir antagoniste en presence de la plante-höte.
Toutefois, eile ne doit pas etre generalisee ä d'autres situations triangulares höte-
parasite-antagoniste et, surtout, au cas oil un quatrieme facteur, la microflore du
sol, absente de nos experiences, serait introduit.

Les meilleurs antagonistes, eprouves de maniere plus approfondie dans la seconde

etape de la selection (Figure 1) ont ete:

— Pythium oligandrum, dont l'efficacite en tubes ä essais a ete quasi complete.
Deacon (1976) et Vesely (1978) ont dejä mis en evidence son antagonisme, de

forme mycoparasitaire, ä l'egard de plusieurs champignons du sol. II est un habitant
commun de la rhizosphere, et son utilisation contre les Pythium provoquant la fonte
des semis de la betterave est possible, tout au moins en conditions experimentales
(Vesely, 1978).

— Acremoniella atra, un champignon souvent associe aux semences (Groves et

Skolko, 1946), plus rarement decele dans le sol (Barron, 1968), et se developpant
vigoureusement en culture lorsqu'il est en presence d'autres moisissures (Malone
et Muskett, 1964). Ce dernier caractere suggere des aptitude mycoparasites, hypo-
these renforcee par nos observations. La souche O 3 1, en effet, a ete isolee du

mycelium de P. sclerotioides et s'est montree capable d'envahir des colonies de ce

champignon sur milieu gelose.

Lorsque des isolements ont ete realises ä partir de racines saines de plantules
inoculees par P. sclerotioides stA. atra en tubes ä essais, les deux champignons ont
toujours ete reisoles ensemble, ce qui est rarement le cas avec d'autres antagonistes
tels que Gliocladium roseum qui elimine completement l'agent pathogene. II semble
done que P. sclerotioides est neutralise, et non tue, par A. atra.

— Gliocladium roseum, un mycoparasite bien connu (Barnett et Lilly, 1962).
Des travaux assez recents ont souligne ses proprietes d'agent possible de lutte bio-
logique (Walker et Maude, 1975; Gindrat et al., 1977).

— Gliocladium nigro-virescens, qui n'avait pas encore ete signale comme
antagoniste. Nos resultats montrent qu'il a des aptitudes assez proches de celles de
G. roseum. D'ailleurs, Raper et Thorn (1949) placent G. nigro-virescens tres pres de

G.deliquescens Sopp, une espece mycoparasite (Hashioka et Fukita, 1969).
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— Trichoderma viride, peut-etre le plus connu des champignons antagonistes.
Nos resultats n'en font pas un candidat de premier rang (Figure 1), mais ils ne con-
cernent qu'une souche.

— Fusarium solani. Des souches non pathogenes de F.solani ont ete citees comme
antagonistes de souches pathogenes de Fusarium spp. sur concombres (van Koot,
1944). Rouxel (1978) considere les Fusarium non pathogenes comme agents impor-
tants de la resistance naturelle du sol ä l'agent de la fusariose du melon. F. solani,
commun dans la rhizosphere et sur le rhizoplan du concombre, constitue ainsi un
candidat interessant pour la lutte contre P. sclerotioides.

— Acremonium cf. roseo-griseum, qui appartient ä un genre riche en souches

antagonistes (Hashioka et Fukita, 1969; Domsch et Gams, 1972).

Les travaux decrits ici sont destines ä la selection d'antagonistes pour des essais

de serre, en terre contaminee par P. sclerotioides. Sur la base des experiences illustrees
dans la Figure 1, les micro-organismes qui meritent cet examen sont P. oligandrum,
A.atra [souche 0 31], G.roseum, G.nigro-virescens et F. solani. Ces antagonistes ont
assure une excellente protection des plantules (indices de maladie inferieurs ä 2,5
apres 21 jours). A.atra [souche A 53] et T. viride devraient etre reexamines en tubes
ä essais (indices proches de 3,0), et A. roseo-griseum (indice de 3,0 apres 14 jours dejä)
elimine.

Certains resultats presentes dans ce travail sont hautement positifs, en particulier
les performances de P. oligandrum et d'A.atra (Figure 1). Toutefois, le succes de ces

tests de laboratoire ne signifie pas a priori un succes semblable dans des experiences
en conditions plus proches de la realite culturale. Mais il est raisonnable de considerer
que des micro-organismes capables de proteger les racines de la plante-höte in vitro
ont des qualites potentielles pour exercer une meme activite antagoniste dans le sol.
C'est le cas de G.roseum (Gindrat et al., 1977). Cette hypothese meriterait une
verification experimentale dans le cas des autres antagonistes mentionnes plus haut.

Finalement, la methode de selection presentee dans cette etude pourrait etre ame-
lioree si, dans la seconde etape, de la terre etait utilisee k la place de papier filtre
imbibe de solution minerale. Cependant, le probleme souleve par l'inoculation de

l'agent pathogene et des antagonistes dans ce nouveau Substrat risquerait de rendre
les manipulations plus longues et delicates, ce qui n'est peut-etre pas souhaitable k ce

Stade de la selection des antagonistes.

Ce travail a ete en partie finance par le Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique
(subside No. 3.402.74). Les auteurs remercient egalement G. Jager (Haren, Pays-Bas) pour le don
de souches de Gliocladium, ainsi que G. Diriwächter et R. Pezet (Nyon), et A.R. Moody (Petersburg,

Virginia, USA) pour leurs precieuses suggestions dans ^elaboration du manuscrit.
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Resume

Trente-neuf souches de micro-organismes ont ete isolees de situations favorables
ä un antagonisme ä l'egard de Phomopsis sclerotioides, l'agent de la pourriture noire
des racines du concombre. Dans des tests sur milieu gelose en boites de Petri, 90%
des souches se sont montrees antagonistes de P. sclerotioides. Les micro-organismes
ä proprietes essentiellement mycostatiques ont generalement ete peu ou pas efficaces
pour la protection des plantules contre le parasite sur papier filtre impregne de
solution de Knop en tubes ä essais (ex.: bacteries, Chaetomium spp., Chrysosporium
spp., etc). En revanche, les antagonistes les plus efficaces ont presente des tendances
mycoparasites (Pythium oligandrum, Acremoniella atra, Gliocladium spp., Fusarium
solani) et constituent des candidats serieux k des experiences en terre.

Zusammenfassung

Prüfung von Pilzen mit antagonistischer Wirkung gegen Phomopsis sclerotioides.

Neununddreissig verschiedene Stämme von Mikroorganismen wurden unter
Voraussetzungen isoliert, die für einen Antagonismus gegen Phomopsis sclerotioides,
den Erreger der schwarzen Wurzelfäule der Gurke, günstig sind. In Tests auf Agar-
medien zeigten 90% der Stämme antagonistische Wirkung gegen P. sclerotioides.
Auf Knop-durchtränkten Filterpapieren in Kulturröhrchen waren die Mikroorganismen
mit wesentlichen mycostatischen Eigenschaften im allgemeinen wenig oder gar nicht
wirksam zum Schutze von Pflanzen gegen den Parasiten (Bakterien, Chaetomium spp.,
Chrysosporium spp. etc.). Demgegenüber zeigten die wirksamsten Antagonisten aber
mycoparasitische Tendenzen und sind deshalb aussichtsreiche Anwärter für
Erdexperimente (Pythium oligandrum, Acremoniella atra, Gliocladium spp., Fusarium
solani).

Summary

Evaluation of microorganisms antagonistic to Phomopsis sclerotioides by
laboratory methods.

Thirty-nine bacterial and fungal isolates were obtained in situations favourable
to a microbial antagonism toward Phomopsis sclerotioides, the causal agent of the
black root rot of cucumber. Ninty percent of the isolates were antagonistic to
P. sclerotioides on agar in Petri dishes. Mycostatic antagonists (e.g. bacteria,
Chaetomium spp., Chrysosporium spp.) were poor, or not efficient at all, for
protecting cucumber seedlings from the pathogen on blotting paper moistened
with the Knop solution in test tubes. The efficient root protectors (Pythium
oligandrum, Acremoniella atra, Gliocladium spp., Fusarium solani), however, had
a mycoparasitic growth pattern and should be tested in soil experiments.
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