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Description

Titre de l'invention : NOUVEL AGENT DE BIOCONTROLE ET
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SON UTILISATION POUR LA LUTTE CONTRE DES

MALADIES FONGIQUES DE PLANTES
DOMAINE DE L’INVENTION

La présente invention concerne un nouvel agent de biocontrdle et son utilisation pour

la lutte contre des maladies fongiques de plantes.

ART ANTERIEUR

La fonte de semis (¢galement appelée pourriture des racines) est une maladie des
plantes causée notamment par 1’agent pathogene Pythium spp. (champignon). L’un des
principaux symptdmes visibles est un pourrissement des jeunes pousses en cours de
germination. En agissant sur I’émergence de la plante, cette maladie complexe permet
ainsi I’installation d’autres champignons phytopathogenes comme Phytophthora spp.
ou Rhizoctonia spp., eux-mémes responsables de la fonte de semis. La fonte du semis,
laquelle touche entre autres, la culture de la tomate (famille des Solanacées), de la
pomme de terre (famille des Solanacées), de la betterave (famille des Amaranthacées)
et du soja (famille des Fabacées), constitue de ce fait un probleme agronomique majeur
a la fois en serre de culture et en plein champ, avec des conséquences économiques
élevées.

Le genre Pythium spp. est représenté par plus de 130 especes parmi lesquelles
peuvent étre citées : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P. aquatile, P. de-
baryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P. inflatum, P. intermedium, P.
irregulare, P. marinum, P. maritimum, P. middletoni, P. monospermum, P. myriotylum
, P. ostracodes, P. pulchrum, P. salinum, P. thallassium et P. ultimum. Le genre Rhi-
zoctonia spp., également responsable du rhizoctone brun, est quant a lui représenté par
plus d’une vingtaine d’especes parmi lesquelles peuvent étre citées : R. alpine, R.
anomala, R. callae, R. dichotoma, R. ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini,
R. fumigata, R. lanuginosa, R. leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii,
R. oryzae-sativae, R. pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R.
solani, R. stahlii, R. tuliparum et R. versicolor.

Ces deux genres (Pythium et Rhizctonia) ont des habitats tres variés (environnements
terrestres ou aquatiques, sols cultivés ou jacheres, efc.) et ont une forte diversité
d’hotes. C’est pourquoi ils sont mondialement connus pour €tre des pathogenes géné-
ralistes qui peuvent causer des dégéts étendus et dévastateurs des systémes racinaires et
sont connus pour €tre extrémement difficile a controler et a éradiquer.

Méme si des fongicides ont montré des résultats positifs pour contrdler la fonte de
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semis causée par Pythium spp. et/ou Rhizoctonia spp., la phytotoxicité de ces produits
et les éventuels résidus sont de réels problemes induisant un impact environnemental et
des risques pour la sant€é humaine. L’apparition de résistance a ces molécules est
également un probléme.

Dans un souci de respect de I’environnement, il a alors été développé des moyens de
lutte biologique naturelle a 1’aide de microorganismes. Cette derniere, également
appelée lutte microbiologique directe, consiste a introduire des antagonistes microbiens
spécifiques dans le sol ou sur le matériel végétal. Ces antagonistes, également appelés
agents de lutte biologique ou BCA (Biological Control Agent), peuvent interférer avec
la croissance et/ou la survie des agents pathogenes permettant ainsi de les controler.
Pour ce faire, les agents de lutte biologique ou BCA peuvent contrdler les pathogeénes

cibles grace a un ou plusieurs modes d’action :

la compétition, laquelle peut avoir lieu entre le BCA et I’agent pathogeéne pour
I’oxygene, pour I’espace, ou encore pour les nutriments ;

- I’antibiose, laquelle correspond aux interactions impliquant au moins un
composé diffusible de faible masse moléculaire ou un antibiotique produit par
un microorganisme qui inhibe la croissance d’un autre microorganisme;

- le parasitisme et la production d’enzymes hydrolytiques et/ou de métabolites
antibiotiques au détriment d’un autre organisme hote ; et/ou

- I'induction de résistance chez la plante hote (« élicitation ») a I’image des
bactéries de la rhizosphere, connues sous le nom de PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria), lesquelles sont capables d’induire chez la plante
une résistance systémique induite (ISR, Induced Systemic Resistance) qui
permet d’accroitre la résistance aux pathogenes grace a un phénomene de po-
tentialisation (ou priming), qui correspond a un €tat de veille permettant une
réponse immunitaire plus rapide et plus intense de la plante.

Le genre Trichoderma comprenant diverses especes de champignons susceptibles
d’étre des agents de biocontrdle, leur mode d’action a fait I’objet de nombreux travaux.
Depuis, le genre Trichoderma est connu pour son activité de biocontrole vis-a-vis des
agents pathogenes telluriques (vivants dans le sol) mais avec une faible compétitivité
au niveau de la rhizosphere des plantes (zone sol-racine).

BREF APERCU

Dans ce contexte de lutte contre des maladies fongiques, telles que la fonte de semis
et/ou le rhizoctone brun, un premier but de 1’invention consiste donc a la mise a dis-
position d’une souche efficace et son utilisation comme un agent de lutte biologique
(ou agent de biocontrdle). Un second but de I’invention est de fournir des compositions
phytosanitaires pour la prévention et/ou le traitement de maladies fongiques de

végétaux. Un troisicme but de I’invention est €également de fournir des compositions
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phytosanitaires d’enrobage ou, en association avec une semence de plante, la souche de
I’invention est utilisée comme un agent d’accélération de la germination de ladite
semence. Un autre but de I’invention est la mise a disposition des procédés permettant
de fabriquer lesdites compositions et de mettre en ceuvre la prévention et/ou le
traitement de maladies fongiques de végétaux, et I’accélération de la germination.
DESCRIPTION DETAILLEE

Selon un premier aspect de 1’invention, celle-ci a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants. De maniere surprenante, cette souche de 7Tri-
choderma atroviride TAL-17 développée par les inventeurs possede d’excellentes
propriétés stimulatrices de croissance, des propriétés antagonistes utiles en agriculture
ainsi qu’une grande stabilit€ en matiere de viabilité. De fait, elle constitue un agent de
biocontrole idéal pour lutter efficacement contre des maladies fongiques de plantes
telles que la fonte de semis et/ou le thizoctone brun.

Par « souche isolée », on entend la culture d’un microorganisme unique qui a été
isolée a partir de différents microorganismes présents sur et/ou dans les tissus d’un
fragment de feuille de blé cultivé en champs.

Par « un de ses mutants », on entend des souches mutantes obtenues par mutations ou
manipulations génétiques d’une souche de référence, laquelle dans le contexte de
I’invention est la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03
juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333. Ces mutants conservent
toutefois les mémes propriétés physiologiques que la souche de référence voire
peuvent présenter des propriétés physiologiques améliorées (e.g. amélioration des
capacités de biocontrole). Aussi, un des objets de 1’invention concerne une souche
isolée de Trichoderma atroviride, ladite souche isolée étant une souche mutante de la
souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la
CNCM sous le numéro CNCM 1-5333.

Par ailleurs et aux fins de I’Invention, il est entendu que les expressions « la souche
de I'invention », « la souche isolée de I’invention », « la souche isolée de Trichoderma
atroviride de I’invention », « la souche isolée TAL-17 et/ou un de ses mutants », « la
souche de I’invention et/ou un de ses mutants » et « la souche isolée de Trichoderma
atroviride de I’invention et/ou un de ses mutants » sont interchangeables et désignent
toutes la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a
la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants. De plus, par « la
souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 [...] et/ou un de ses mutants », on
entend que I’invention concerne soit la souche isolée TAL-17, soit un de ses mutants,

soit la souche TAL-17 en combinaison avec un de ses mutants. L.’ensemble de ces
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souches (i.e. TAL-17 et ses mutants), peuvent par ailleurs €tre facilement identifi€es

via la méthode dite de Polymerase Chain Reaction en temps réel (QPCR). Les in-

venteurs ont en effet développé des outils spécifiques de celles-ci a savoir, une sonde
TagMan® GS285741-P1 et un couple d’amorces nucléotidiques associé GS285741-F1
et GS285741-R1 (c¢f. Tableau 1), lesquelles permettent d’amplifier une séquence

spécifique aux

souches de I’invention (cf. Tableau 2).

[Tableaux1]
Nom Séquence SEQID Tm
NO: O
GS285741-F1 |CGA-ATG-CCA-GAC-GAA-TCA-ATC 1 473
GS285741-R1 |AAC-GAG-ACT-TGA-CAG-TAG-CG 2 60,0
GS285741-P1 |[FAM-ACG-GCG-TAT-ATT-GTT-GAC-AAA- |3
CAA-GAT-GC-MGB
Tableau 1 : Amorces nucléotidiques (F1 et R1) et Sonde TagMan® (P1)
FAM : 6-carboxyfluorescéine, MGB : minor groove binder
[Tableaux2]
Nom Séquence SEQID
NO:

Delll 28574
1 Ins
(251-264)

GCAATAACTGCTCGTATTACTCCAGAAAAAGGGG
CAAGTCTATCAACAGCCGCCGCTGCCAAGAATAC
GGGCTGGTCCTAGTTCAAATTGTTCATCGTCGCTT
GGTGCTGCGTAGTCTTGAGCTAAATGTTTAGCCAA
TTCTCAAACGCTTGGCAGATAAATTTTATTATTTA
CCCTAGAATATGGTCATTGGCGAATGCCAGACGA
ATCAATCTGGATGATGCCTTCAACAGATGGCCATG
CATCTTGTTTGTCAACAATATACGCCGTTGATGGG

GCGCTACTGTCAAGTCTCGTTTTGATACTCTAGTT
TCTCTCTCGTGATATATCAGCCGCCACCTTATGTA
AAACAGCCTGCATCAATTCTCCAAATTGACATTGT
TGTATAAAGAGGAAGGCGCTCATAGATGCTATAC
ATCATGATTAACAAAGGTTATTTACTACAATTCTT
CTTGTTATGCTCGCAATTCTCTACTTCTGATGGAA
TGTCCACGTGCGTAGCTTGTGTAGTACT

4
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Tableau 2 : Séquence cible des oligonucléotides et de la sonde TagMan® chez la
souche TAL-17 et/ou ses mutants

Selon ce méme aspect, I’invention a €également pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus et/ou un de ses mutants
sous forme de spores, lesdites spores étant produites par fermentation en milieu solide
ou liquide et pouvant étre sous forme purifiée ou dans la matrice de production, ladite
matrice de production étant solide ou liquide.

Par « sous forme de spores », on entend sous forme de conidiospores ou chla-
mydospore, (plus particulierement conidiospores) assurant la fonction de multi-
plication asexuée chez le champignon.

Par « fermentation en milieu solide (FMS) », on entend tout procédé permettant le
développement du micro-organisme a la surface et/ou a I’intérieur d’une matrice de
production poreuse solide et humidifiée, en absence d’eau libre.

Par « fermentation liquide », on entend tout procédé permettant le développement du
micro-organisme a 1’aide d’une matrice de production avec présence d’eau libre.

Par « matrice de production », on entend tout substrat naturel et/ou synthétique, qui
permet le développement du micro-organisme et induit la production de biomasse, et/
ou d’enzymes, et/ou de métabolites primaires et/ou secondaires. Des exemples de
familles d’enzyme ou d’enzyme produites par le champignon sont des protéases, des
chitinases et la béra-1,3-glucanase.

Par « spores [...] sous forme purifiées », on entend les spores concentrées suite a
I’élimination de la majeure partie du reste de la matrice apres production n’ayant pas
servi a la formation des spores, avec 1’aide d’un procédé de tamisage par exemple.

Par « spores [...] dans la matrice de production », on entend les spores restées dans la
matrice de production a I’issue du procédé de fabrication, sans étape de purification.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique.

Par « agent de lutte biologique », on entend qu’une souche de Trichoderma
atroviride selon I’invention peut interférer avec la croissance et/ou la survie des agents
pathogenes permettant ainsi de les controler et ce, via I’un ou plusieurs des modes
d’action décrits précédemment (e.g.via le développement de sa biomasse et/ou sa
production d’enzymes et/ou de métabolites secondaires). Par exemple, un des moyens
de mettre en évidence qu’une souche de Trichoderma atroviride selon I’invention est
un agent de lutte biologique est la réalisation d’un test Dual culture sur milieu de
culture en boite de Pétri. Plus précisément par « test Dual culture », on entend un test
sur boite de Pétri en laboratoire sur milieu de culture, ot la souche du microorganisme,

agent de lutte biologique, et la souche du pathogeéne sont mises en culture sur la méme
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boite afin d’observer I’effet d’une souche sur une autre au cours du temps et vice versa.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de ’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent anti-
fongique de végétaux.

Par « agent antifongique de végétaux », on entend qu’une souche de Trichoderma
atroviride selon I’invention est capable de lutter contre les champignons phytopa-
thogenes. Par exemple, un des moyens de mettre en évidence qu’une souche de Tri-
choderma atroviride selon ’invention est un agent antifongique de végétaux est la réa-
lisation d’un test Dual culture.

Il convient notamment de noter que parmi les champignons phytopathogénes contre
lesquels une souche de Trichoderma atroviride selon I'invention a un véritable effet in-
hibiteur on retrouve divers champignons telluriques responsables de la fonte des semis
comme les champignons des genres Pythium (e.g. P. ultimum), Rhizoctonia (e.g. R.
solani), Alternaria (e.g. A. dauci notamment chez la carotte), Fusarium (e.g. F.
culmorum notamment chez les céréales et F. oxysporum notamment chez la tomate) et
Phoma (e.g. P. exigua notamment chez la pomme de terre). Selon un autre mode de
réalisation, ’invention a donc pour objet la souche isolée de Trichoderma atroviride de
I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux choisi parmi les champignons des genres Pythium, Rhi-
zoctonia, Alternaria, Fusarium et Phoma.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux :

— du genre Pythium spp., ledit champignon pathogeéne appartenant notamment a
une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P.
aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P.
inflatum, P. intermedium, P. irregulare, P. marinum, P. maritimum, P.
middletoni, P. monospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.
salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier ledit champignon pathogene étant P. ultimum ;

et/ou
— du genre Rhizoctonia spp., ledit champignon pathogene appartenant

notamment a une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R.
dichotoma, R. ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini, R. fumigata, R.

lanuginosa, R. leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii, R.
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oryzae-sativae, R. pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R.
silvestris, R. solani, R. stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier ledit champignon pathogene étant R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux du genre Pythium spp.,

ledit champignon pathogene appartenant notamment a une espece choisie parmi : P.
acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P. aquatile, P. debaryanum, P. elongatum
, P. gracile, P. imperfectum, P. inflatum, P. intermedium, P. irregulare, P. marinum, P.
maritimum, P. middletoni, P. monospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P.
pulchrum, P. salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier ledit champignon pathogene étant P. ultimum.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux du genre Rhizoctonia spp.,

ledit champignon pathogene appartenant notamment a une espece choisie parmi : R.
alpine, R. anomala, R. callae, R. dichotoma, R. ferruginea, R. floccosa, R. fragariae,
R. fraxini, R. fumigata, R. lanuginosa, R. leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R.
muneratii, R. oryzae-sativae, R. pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R.
silvestris, R. solani, R. stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier ledit champignon pathogene étant R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux :

— du genre Pythium spp., ledit champignon pathogene étant P. ultimum ; et/ou
- du genre Rhizoctonia spp., ledit champignon pathogene étant R. solani.

Avantageusement, I’invention a pour objet la souche isolée de Trichoderma
atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux du genre Pythium spp., ledit champignon pathogene étant P.

ultimum.
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Avantageusement, I’invention a également pour objet la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de I’invention telle que décrite ci-dessus en tant qu’agent de lutte
biologique,

en particulier en tant qu’agent antifongique de végétaux dirigé contre un champignon
pathogene pour végétaux du genre Rhizoctonia spp., ledit champignon pathogeéne étant
R. solani.

Selon un deuxieme aspect de 1’invention, celle-ci a pour objet I’ utilisation d’une
souche isolée de Trichoderma atroviride dans la prévention et/ou le traitement
d’infection chez un végétal provoquée par un champignon pathogene choisi parmi les
champignons des genres Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium et Phoma,

ladite souche isolée de Trichoderma atroviride étant la souche TAL-17 déposée le 03
juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants.

En particulier, I’invention a pour objet 1’ utilisation d’une souche isolée de Tri-
choderma atroviride dans la prévention et/ou le traitement d’infection chez un végétal
provoquée par un champignon pathogene du genre Pythium spp. et/ou du genre Rhi-
zoctonia spp.,

ladite souche isolée de Trichoderma atroviride étant la souche TAL-17 déposée le 03
juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention (i.e. la
souche TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333
et/ou un de ses mutants), dans laquelle ledit champignon pathogene appartient a :

- une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P.
aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P.
inflatum, P. intermedium, P. irregulare, P. marinum, P. maritimum, P.
middletoni, P. monospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.
salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier appartient a I’espece P. ultimum ;

et/ou
- une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R. dichotoma, R.

ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini, R. fumigata, R. lanuginosa, R.
leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R.
pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R.
stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier appartient a I’espece R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,

dans laquelle ledit champignon pathogene appartient au genre Pythium spp. et a une
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espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P. aquatile, P.
debaryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P. inflatum, P. intermedium, P.
irregulare, P. marinum, P. maritimum, P. middletoni, P. monospermum, P. myriotylum
, P. ostracodes, P. pulchrum, P. salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier ledit champignon pathogene est P. ultimum.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,

dans laquelle ledit champignon pathogene appartient au genre rhizoctonia spp. et a
une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R. dichotoma, R.
ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini, R. fumigata, R. lanuginosa, R. legu-
minicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R. pini-insignis,
R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R. stahlii, R. tuliparum et R.
versicolor,

et en particulier ledit champignon pathogene est R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention, dans
laquelle ledit champignon pathogene est P. ultimum et/ou R. solani.

Avantageusement, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de
la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle ledit
champignon pathogene est P. ultimum. Avantageusement, ’invention a également pour
objet I"utilisation telle que décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma
atroviride de I’invention, dans laquelle ledit champignon pathogene est R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,

dans laquelle ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cu-
curbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valé-
rianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,

dans laquelle ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

en particulier ledit végétal étant Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum

(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).
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Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,
dans laquelle ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).
Avantageusement, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de
la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle ledit végétal
est Beta vulgaris (betterave). Avantageusement, I’invention a également pour objet
I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride
de I'invention, dans laquelle ledit végétal est Solanum lycopersicum (tomate). Avanta-
geusement, I’'invention a également pour objet 1’ utilisation telle que décrite ci-dessus
de la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle ledit
végétal est Solanum tuberosum (pomme de terre). Avantageusement, I’invention a
également pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de la souche isolée de Tri-
choderma atroviride de ’invention, dans laquelle ledit végétal est Glycine max (soja).
Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention, dans
laquelle ledit champignon pathogene est P. ultimum et/ou R. solani
et ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate),
Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).
Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,
dans laquelle ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Beta
vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de
terre) et/ou Glycine max (soja).
Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention,
dans laquelle ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Beta
vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de
terre) et/ou Glycine max (soja).
Avantageusement, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de
la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle :
- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou
- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou
- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est et/ou Glycine
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max (soja) ; ou

ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou

ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou

ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Glycine max

(soja).

Selon un troisieme aspect, I’invention a pour objet I’ utilisation d’une composition

phytosanitaire dans la prévention et/ou le traitement chez un végétal d’infection

provoquée par un champignon pathogéne choisi parmi les champignons des genres

Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium et Phoma, ladite composition phyto-

sanitaire comprenant :

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que
principe actif ; ou

les métabolites émis lors de la production la souche isolée de Trichoderma
atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que principe actif ; ou

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de sa production en tant que principe actif ; ou

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en as-
sociation avec au moins un autre agent de lutte biologique en tant que principe
actif ; ou

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de la production de la souche en association avec au moins

un autre agent de lutte biologique en tant que principe actif.

En particulier, I’invention a pour objet I’ utilisation d’une composition phytosanitaire

dans la prévention et/ou le traitement chez un végétal d’infection provoquée par un

champignon pathogene du genre Pythium spp. et/ou du genre Rhizoctonia spp., ladite

composition phytosanitaire comprenant :

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que

principe actif ; ou
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- les métabolites émis lors de la production la souche isolée de Trichoderma
atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de sa production en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en as-
sociation avec au moins un autre agent de lutte biologique en tant que principe
actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de la production de la souche en association avec au moins
un autre agent de lutte biologique en tant que principe actif.

Par « métabolites émis lors de la production de la souche » ou « ses métabolites émis
lors de sa production », on entend toute molécule produite par la souche de I’invention
et/ou un de ses mutants au cours de son développement. Par exemple et de maniere non
limitative, de tels métabolites peuvent étre des enzymes produites par le champignon
telles que des protéases, des chitinases et la béra-1,3-glucanase.

Par « agent de lutte biologique », on entend un microorganisme pouvant interférer
avec la croissance et/ou la survie des agents pathogenes permettant ainsi de les
controler. La souche de I'invention TAL-17 (déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM
sous le numéro CNCM 1-5333) en est un exemple, mais au sens de I’invention il s’agit
ici de combiner la souche de I’invention et/ou un de ses mutants a au moins un autre
agent de lutte biologique, lequel est donc différent de la souche de I’invention et/ou un
de ses mutants.

Par « au moins un autre agent de lutte biologique », on entend que la composition
phytosanitaire de 1’invention peut contenir 2 agents de lutte biologique (celui de
I’invention et un autre), tout comme elle peut en contenir 3, 4 ou 5 (celui de I’invention
et 2, 3 ou 4 autres).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la composition phytosanitaire susmentionnée, ladite composition
phytosanitaire se présentant a la base (a I’achat) sous la forme d’une composition
solide ou liquide concentrée. Une telle composition solide ou liquide concentrée peut
étre, par exemple, obtenue grice a une formulation particulicre des spores de la souche
isolée de Trichoderma atroviride de I’invention et/ou un de ses mutants produites par
fermentation en milieu solide ou liquide, lesdites spores pouvant étre sous forme

purifiée ou dans la matrice de production, ladite matrice de production étant solide ou
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liquide.

Par « composition [...] concentrée », on entend une composition dans laquelle la
concentration du principe actif (i.e. 1a souche de I’invention et/ou un de ses mutants,
lesquels peuvent Etre sous forme de spores) est supérieure a une quantité efficace de 10
7 spores/g de composition solide ou liquide concentrée soit 107 UFC/g (UFC= unité {
ormant colonie) de composition solide ou liquide concentrée. Aussi, un autre objet par-
ticulier de I’invention concerne 1’ utilisation telle que décrite ci-dessus de la com-
position phytosanitaire susmentionnée, ladite composition phytosanitaire se présentant
sous la forme d’une composition solide ou liquide concentrée dans laquelle la
concentration du principe actif est supérieure a une quantité efficace de 107 spores/g.

Par « supérieure a une quantité efficace de 107 spores/g », on entend également su-
périeure a une quantité efficace de 108 spores/g, supérieure a une quantité efficace 10°
spores/g, supérieure a une quantité efficace 10'° spores/g, supérieure a une quantité
efficace 10! spores/g ou supérieure a une quantité efficace 10'> spores/g.

L’ utilisateur de la susdite composition doit alors, avant son utilisation, 1’ incorporer
dans un milieu solide (e.g. terreau, etc.) ou la mettre en suspension dans un milieu
aqueux (e.g. eau) pour obtenir une composition diluée comprenant une quantité
efficace de 10* a 10'2 spores de la souche Trichoderma atroviride de 1’invention et/ou
un de ses mutants par gramme de milieu solide ou de milieu aqueux (spores/g). La
composition, solide ou liquide, diluée obtenue peut alors étre épandue sur les plantes
dont la prévention et/ou le traitement d’une maladie fongique de plante est souhaité.

Au sens de I’Invention, I’épandage de la susdite composition comprend notamment
les techniques d’épandage classiques connues de I’Homme du métier, lesquelles
servent a répandre sur une zone a traiter des matieres solide (e.g. boues d’épuration,
fumier, efc.) ou liquide (e.g. pesticides, efc.) présentant un intérét agronomique.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la composition phytosanitaire susmentionnée, ladite composition
phytosanitaire comprenant une quantité efficace de 10* a 10'? spores/g (de composition
phytosanitaire), plus particulicrement de 107 a 10° spores/g (de composition phyto-
sanitaire),

ladite composition phytosanitaire étant éventuellement obtenue apres une étape de
préparation (e.g. dilution par mise en suspension ou mélange) la rendant préte a
I’épandage.

Par « quantité efficace de spores/g », on entend le nombre de spores capables de
former une colonie sur milieu de culture par g (gramme) de produit. De plus,
I’expression « de 10* a 10" spores/g » peut ¢galement signifier de 10* a 10° spores/g,
de 10* a 10¢ spores/g, de 10* a 107 spores/g, de 10* a 108 spores/g, de 10* a 10° spores/g,
de 10# a 10'° spores/g, de 10* a 10! spores/g, de 10° a 10¢ spores/g, de 10° a 107 spores/
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g,de 10° a 108 spores/g, de 10° a 10° spores/g, de 10° a 10'° spores/g, de 10° a 10!

spores/g, de 10° a 102 spores/g, de 10° a 107 spores/g, de 10¢ a 108 spores/g, de 10°a 10

% spores/g, de 106 a 10'° spores/g, de 10° a 10! spores/g, de 10¢ a 10'2 spores/g, de 107 a

108 spores/g, de 107 a 10° spores/g, de 107 a 10'° spores/g, de 107 a 10! spores/g, de 107

a 102 spores/g, de 10% a 10° spores/g, de 10% a 10'° spores/g, de 10% a 10" spores/g, de

108 a 102 spores/g, de 10° a 10'° spores/g, de 10° a 10'! spores/g, de 10° a 10! spores/g,

de 10'°a 10! spores/g, de 10'° a 10" spores/g ou de 10'! a 10! spores/g.

Selon un autre mode de réalisation, I’utilisation telle que décrite ci-dessus de la com-
position phytosanitaire susmentionnée, dans laquelle ledit champignon pathogeéne ap-
partient a :

- une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P.
aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P.
inflatum, P. intermedium, P. irregulare, P. marinum, P. maritimum, P.
middletoni, P. monospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.
salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier appartient a I’espece P. ultimum ;

et/ou
- une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R. dichotoma, R.

ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini, R. fumigata, R. lanuginosa, R.
leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R.
pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R.
stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier appartient a I’espece R. solani.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la composition phytosanitaire susmentionnée, dans laquelle ledit
végétal appartient a une famille choisie parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les
Astéracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les
Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valérianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la composition phytosanitaire susmentionnée, dans laquelle ledit
champignon pathogene est P. ultimum et/ou R. solani,

et ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate),
Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Avantageusement, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de
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la composition phytosanitaire susmentionnée, dans laquelle :

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est et/ou Glycine
max (soja) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Glycine max
(soja).

Alternativement, I’invention a pour objet la composition phytosanitaire telle que
décrite ci-dessus pour son utilisation dans la prévention et/ou le traitement d’infection
chez un végétal provoquée par un champignon pathogene du genre Pythium spp. et/ou
Rhizoctonia spp. A cet €gard, I’ensemble des utilisations particulieres cité ci-dessus
s’applique a cette alternative.

Selon un quatrieme aspect, I’invention a donc pour objet 1’ utilisation d’une souche
isolée de Trichoderma atroviride pour favoriser la germination d’une semence de
végétaux, ladite souche isolée de Trichoderma atroviride étant la souche TAL-17
déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses
mutants

et dans laquelle ladite semence de végétaux appartient a un végétal d’une famille
choisie parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les
Chénopadiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les So-
lanacées et les Valérianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus de la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention (i.e. la
souche TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333
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et/ou un de ses mutants),

dans laquelle ladite semence de végétaux appartient a un végétal d’une famille
choisie parmi : les Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et en particulier ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Avantageusement, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus de
la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle ladite semence
de végétaux appartient au végétal Beta vulgaris (betterave). Avantageusement,
I’invention a également pour objet 1’ utilisation telle que décrite ci-dessus de la souche
isolée de Trichoderma atroviride de I’invention, dans laquelle ladite semence de
végétaux appartient au végétal Solanum lycopersicum (tomate). Avantageusement,
I’invention a également pour objet 1’ utilisation telle que décrite ci-dessus de la souche
isolée de Trichoderma atroviride de I’invention, dans laquelle ladite semence de
végétaux appartient appartient au végétal Solanum tuberosum (pomme de terre). Avan-
tageusement, I’invention a également pour objet I’ utilisation telle que décrite ci-dessus
de la souche isolée de Trichoderma atroviride de 1’invention, dans laquelle ladite
semence de végétaux appartient appartient au végétal Glycine max (soja).

Concernant cet aspect particulier, il convient de noter que 1’aide a la germination
permet avantageusement et en méme temps la prévention et/ou le traitement de
maladies fongiques au moment du semis. Le développement d’une maladie apres le
semis est ainsi évité et le rendement est optimisé€ via 1’aspect biostimulant de la souche
de I’invention.

Avantageusement, cet aspect permet également d’éviter un ralentissement important
du développement de la culture si quelques temps apres le semis une période de sé-
cheresse se présente (ce qui peut arriver au printemps) et donc d’éviter des pertes de
rendements a la récolte. De méme, I’ effet biocontrdle de la souche de I’invention (i.e.
souche TAL-17 et/ou un de ses mutants) en permettant a la plante de germer ra-
pidement et sans que son métabolisme ne soit affecté par la défense contre le
pathogene, ses ressources sont enticrement dédiées a sa croissance. Physiolo-
giquement, la plante est ainsi avantageusement plus résistante a des attaques de
(phyto-) pathogenes ultérieures.

En conséquence, on comprend qu’un des objets de 1’invention concerne une com-
position phytosanitaire d’enrobage comprenant la souche isolée de Trichoderma
atroviride de I’invention et/ou un de ses mutants, et éventuellement au moins un agent
de fixation, ladite composition phytosanitaire d’enrobage permettant de produire une
semence enrobée. L’invention a donc pour objet aussi bien une composition phyto-
sanitaire d’enrobage comprenant la souche isolée de Trichoderma atroviride de

I’invention et/ou un de ses mutants, ladite composition phytosanitaire d’enrobage
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permettant de produire une semence enrobée ; qu'une composition phytosanitaire
d’enrobage comprenant la souche isolée de Trichoderma atroviride de I’invention et/
ou un de ses mutants, et au moins un agent de fixation, ladite composition phyto-
sanitaire d’enrobage permettant de produire une semence enrobée.

On comprend également qu’un autre des objets de 1’invention concerne 1’ utilisation
d’une composition phytosanitaire (d’enrobage) pour favoriser la germination d’une
semence de végétaux. En particulier, I’invention a pour objet I’ utilisation telle que
décrite ci-dessus d’une des compositions phytosanitaires de 1’invention (cf. supra). Al-
ternativement, cet objet de I’invention concerne une composition phytosanitaire
(d’enrobage) pour favoriser la germination d’une semence de végétaux.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a également pour objet une semence
enrobée comprenant une graine de végétal, ladite graine de végétal étant enrobée par
une composition phytosanitaire d’enrobage comprenant la souche isolée de Tri-
choderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants, et éventuellement au moins un agent de
fixation,

dans laquelle ladite graine de végétal appartient a un végétal d’une famille choisie
parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Chéno-
padiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées
et les Valérianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Par « semence enrobée », on entend une graine sélectionnée pour étre semée, ladite
graine ayant subi un traitement particulier lequel a permis son enrobage dans une com-
position phytosanitaire d’enrobage.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la semence enrobée telle
que décrite ci-dessus, ladite semence enrobée comprenant une quantité efficace de 10°
a 10% (ou de 10° a 107) spores/semence enrobée, préférentiellement 10¢ (ou 107) spores/
semence enrobée.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet la semence enrobée telle
que décrite ci-dessus, dans laquelle ladite graine de végétal appartient a un végétal
d’une famille choisie parmi : les Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et en particulier ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Avantageusement, I’invention a pour objet la semence enrobée telle que décrite ci-

dessus, dans laquelle ladite graine de végétal appartient au végétal Beta vulgaris
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(betterave). Avantageusement, 1’invention a également pour objet la semence enrobée
telle que décrite ci-dessus, dans laquelle ladite graine de végétal appartient au végétal
Solanum lycopersicum (tomate). Avantageusement, ’invention a également pour objet
la semence enrobée telle que décrite ci-dessus, dans laquelle ladite graine de végétal
appartient au végétal Solanum tuberosum (pomme de terre). Avantageusement,
I’invention a également pour objet la semence enrobée telle que décrite ci-dessus, dans
laquelle ladite graine de végétal appartient au végétal Glycine max (soja).

Selon autre aspect de I’invention, celle-ci a pour objet un procédé de protection et/ou
de traitement d’un végétal contre une maladie provoquée par un champignon
pathogene choisi parmi les champignons des genres Pythium, Rhizoctonia, Alternaria,
Fusarium et Phoma ; en particulier un champignon pathogene du genre Pythium spp.
et/ou du genre Rhizoctonia spp. ; comprenant I’application d’une composition phyto-
sanitaire sur au moins une partie dudit végétal ou du sol a proximité dudit végétal. En
particulier, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit ci-dessus, dans lequel
ladite au moins une partie dudit végétal est une feuille, un fruit, une graine.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet un procédé de protection
et/ou de traitement d’un végétal contre une maladie provoquée par un champignon
pathogene choisi parmi les champignons des genres Pythium, Rhizoctonia, Alternaria,
Fusarium et Phoma comprenant 1’application d’une composition phytosanitaire sur au
moins une partie dudit végétal ou du sol a proximité dudit végétal, ladite au moins une
partie dudit végétal étant en particulier une feuille, un fruit, une graine,
ladite composition phytosanitaire comprenant :

la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que

principe actif ; ou

- les métabolites émis lors de la production la souche isolée de Trichoderma
atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de sa production en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en as-
sociation avec au moins un autre agent de lutte biologique en tant que principe
actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-

tabolites émis lors de la production de la souche en association avec au moins
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un autre agent de lutte biologique en tant que principe actif,

et ledit végétal appartenant notamment a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cu-
curbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valé-
rianacées,

en particulier ledit végétal appartenant a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal étant Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

En particulier, I’invention a pour objet un procédé€ de protection et/ou de traitement
d’un végétal contre une maladie provoquée par un champignon pathogene du genre
Pythium spp. et/ou du genre Rhizoctonia spp. comprenant 1’application d’une com-
position phytosanitaire sur au moins une partie dudit végétal ou du sol a proximité
dudit végétal, ladite au moins une partie dudit végétal étant en particulier une feuille,
un fruit, une graine,

ladite composition phytosanitaire comprenant :

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que
principe actif ; ou

- les métabolites émis lors de la production la souche isolée de Trichoderma
atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro
CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de sa production en tant que principe actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants en as-
sociation avec au moins un autre agent de lutte biologique en tant que principe
actif ; ou

- la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le 03 juillet 2018
ala CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 et/ou un de ses mutants et ses mé-
tabolites émis lors de la production de la souche en association avec au moins
un autre agent de lutte biologique en tant que principe actif,

et ledit végétal appartenant notamment a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cu-
curbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valé-
rianacées,

en particulier ledit végétal appartenant a une famille choisie parmi : les Ama-
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ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal étant Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Dans la mesure ou cet aspect comprend 1’application d’une composition phyto-
sanitaire, laquelle a par ailleurs été décrite précédemment au travers d’une utilisation
de celle-ci, il est important de noter que 1’ensemble des caractéristiques particulicres
susmentionné s’applique a cet aspect. De fait, I’invention a notamment pour le procédé
tel que décrit ci-dessus, dans lequel ladite composition phytosanitaire comprend une
quantité efficace de 10* a 10'? spores/g (de composition phytosanitaire), plus particu-
lierement de 107 a 10° spores/g (de composition phytosanitaire),

ladite composition phytosanitaire étant éventuellement obtenue apres une étape de
préparation (e.g. dilution par mise en suspension ou mélange) la rendant préte a
I’application (e.g. €pandage).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a donc pour objet le procédé tel que
décrit ci-dessus, dans lequel ladite composition phytosanitaire est épandue
— araison de 10 a 500 L/ha, en particulier de 50 a 250 L/ha, notamment pour la

pulvérisation aérienne ; ou

- a raison d’une quantité efficace de 10'° a 10" spores/ha, en particulier de 10
a 102 spores/ha, notamment pour les épandages aériens de type pulvérisation
foliaire.

L’expression « de 10 a 500 L/ha (litre/hectare) » signifie également de 10 a 400 L/ha,
de 10 a 300 L/ha, de 10 a 200 L/ha, de 10 a 100 L/ha, de 100 a 500 L/ha, de 200 a 500
L/ha, de 300 a 500 L/ha, de 400 a 500 L/ha, de 50 a 500 L/ha, de 50 a 250 L/ha ou de
250 a 500 L/ha. L expression « de 100 a 10 spores/ha » signifie également de 100 a
10! spores/ha, de 10'° a 10 spores/ha, de 10'° a 10" spores/ha, de 10! a 10'> spores/
ha, de 10" a 10" spores/ha, de 10! & 10" spores/ha, de 102 a 10" spores/ha, de 102 a
104 spores/ha ou de 103 a 10'* spores/ha.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit
ci-dessus, dans laquelle ledit champignon pathogene appartient a :

- une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. aphanidermatum, P.
aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P. gracile, P. imperfectum, P.
inflatum, P. intermedium, P. irregulare, P. marinum, P. maritimum, P.
middletoni, P. monospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.
salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier appartient a I’espece P. ultimum ;

et/ou
- une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R. dichotoma, R.

ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini, R. fumigata, R. lanuginosa, R.
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leguminicola, R. menthae, R. mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R.
pini-insignis, R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R.
stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier appartient a I’espece R. solani.

Par « P. ultimum », on entend 1’agent pathogene responsable de la fonte de semis
également appelée pourriture des racines ou pourriture due a Pythium. Par « R. solani
», on entend 1’agent pathogene responsable de la fonte de semis et/ou du rhizoctone

brun.

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit
ci-dessus, dans lequel ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cu-
curbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valé-
rianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les Ama-
ranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum
(tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit
ci-dessus, dans lequel ledit champignon pathogene est P. ultimum et/ou R. solani

et ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate),
Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Avantageusement, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit ci-dessus, dans
lequel :

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

- ledit champignon pathogene est P. ultimum et ledit végétal est et/ou Glycine
max (soja) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Beta vulgaris
(betterave) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum lyco-
persicum (tomate) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Solanum
tuberosum (pomme de terre) ; ou

- ledit champignon pathogene est R. solani et ledit végétal est Glycine max
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(soja).
Avantageusement, I’invention a également pour objet le procédé tel que décrit ci-
dessus, dans lequel ladite maladie est la fonte de semis et/ou le rhizoctone brun. En
particulier, I’invention a également pour objet le procédé tel que décrit ci-dessus, dans
lequel ladite maladie est la fonte de semis, également appelée pourriture due a Pythium
. En particulier, I’invention a €galement pour objet le procédé tel que décrit ci-dessus,
dans lequel ladite maladie est le rhizoctone brun.
Selon un autre mode de réalisation, I’invention a pour objet le procédé tel que décrit
ci-dessus, dans lequel
- la protection dudit végétal comprend une étape d’enrobage de la semence
avec ladite composition phytosanitaire ; et/ou

- la protection dudit végétal comprend une étape de pulvérisation de ladite com-
position phytosanitaire au moment du semis ou a la germination dudit
végétal ; et/ou

- la protection dudit végétal comprend soit une application préventive au niveau
du sol avant le semis de ladite composition phytosanitaire avec 1’apport
d’amendement organique, soit une application préventive au niveau du sol
avant le semis de ladite composition phytosanitaire sur la culture précédente ;
et/ou

- le traitement dudit végétal comprend une étape de pulvérisation de ladite com-
position phytosanitaire aux cours de différents stades phénologiques de la
plante (en prévention d’un risque d’infection dudit champignon pathogene de
I’ensemble ou une partie de la plante).

Par « différents stades phénologiques », on entend de la graine jusqu’a la floraison
(BBCHO00 a BBCH619 selon I’échelle BBCH des stades phénologiques des 1égumes
dans la famille des Solanacées (Feller et al., 1995 - Phinologische entwicklungsstadien
von gemiisepflanzen: II. Fruchtgemiise und hiilsenfriichte ; Nachrichtenbl. Deut. Pflan-
zenschutzd)).

A tout égard, il convient de noter que les différents aspects de I’invention, tout
comme les différents modes de réalisation de celle-ci sont interdépendants. Ces
derniers peuvent donc étre combinés entre eux a foison pour obtenir des aspects et/ou
des modes de réalisation préférés de 1’invention non explicitement décrits. Ceci est
également valable pour I’ensemble des définitions fourni dans la présente description,
lequel s’applique a tous les aspects de I’invention et ses modes de réalisation.

En outre, la présente invention est illustrée, sans toutefois s’y limiter, par les Figures
et Exemples suivants.

LISTE DES FIGURES

[Fig.1]
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La [Fig.1] représente une illustration du test dit Dual-culture (A ; BCA = Biological
Control Agent) et la mesure du diametre de croissance de P. ulltimum en présence
(ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche TAL-17 (B).

[Fig.2]

La [Fig.2] représente la mesure du diametre de croissance de R. solani en présence
(ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche TAL-17.

[Fig.3]

La [Fig.3] représente des photographies de plantules de tomates suivant la classi-
fication des symptdomes dus au pathogene P. ultimum selon une échelle de O a 5. Les
plantes notées O sont saines, les plantes notées 5 sont mortes, les notations inter-
médiaires refletent I’apparition des symptomes : feuilles jaunies, collet attaqué,
plantule couchée.

[Fig.4]

La [Fig.4] représente I’observation des symptomes d’infection des plantules de
tomates par Pythium ultimum apres 21 jours de culture en présence ou non de TAL-17
et en comparaison a des témoins non infectés.

[Fig.5]

La [Fig.5] représente I’observation de la germination des graines de tomates en
présence ou non de TAL-17 et en présence ou non de Pythium ultimum.

[Fig.6]

La [Fig.6] représente la mesure du diametre de croissance de A. dauci en présence
(ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche TAL-17.

[Fig.7]

La [Fig.7] représente la mesure du diametre de croissance de F. culmorum en
présence (ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche TAL-17.

[Fig.8]

La [Fig.8] représente la mesure du diametre de croissance de F. oxysporum f. sp. ly-
copersici en présence (ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche
TAL-17.

[Fig.9]

La [Fig.9] représente la mesure du diametre de croissance de P. exigua en présence

(ligne grise du bas) ou non (ligne noire du haut) de la souche TAL-17.
EXEMPLES

(I) Isolement de la souche de Trichoderma atroviride TAL-17
Souche isolée d’une feuille de blé cultivé en champs.
Le prélevement de feuille de la culture du blé a été broyé puis mis au contact en in-

finiment mélangé d’une gélose de PDA (Potato Dextrose Agar) a 50°C qui contient
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des spores de Fusarium graminearum. La boite a été mise en culture a 25°C sous hotte
lumineuse. Ainsi seules les souches étant capables de se reproduire en présence de
Fusarium graminearum se sont développées sur la boite. Parmi ces souches TAL-17
était présente. Un prélevement spécifique d’une zone présentant un int€rét dans la boite
et plusieurs repiquages successifs ont permis d’isoler la souche TAL-17, laquelle a
ensuite été déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333.

(II) Etude in vitro par test Dual-culture de ’efficacité de la souche TAL-17 sur
le pythopathogéne Pythium ultimum

Protocole

Plusieurs tests de Dual-culture (Figure 1A) avec la souche TAL-17 vsP. ultimum ont
été réalis€s en proximité sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar). On inocule 30 pL
contenant 1.10* spores/mL (sp/mL) de P. ultimum au centre d’une boite de Pétri de 8,5
cm de diametre, contenant du milieu PDA, et 30 puL. contenant 1.10° spores/mL de la
souche TAL-17 a 2 cm de I’extrémité gauche et droite de la boite de Pétri (voir Figure
1A). Les boites de Pétri ont été incubées a 23-27°C sous lumicre artificielle (24h/24)
(tube fluorescent F36WT8/2084 BriteGro®). Des observations macroscopiques ont été
réalisées tous les jours apres 1’inoculation et le diametre de croissance de P. ultimum
est mesuré quotidiennement pendant 5 jours. Des témoins avec P. ultimum seul ont
également été réalisés.
Résultats

Il est observé que la présence de la souche TAL-17 conduit a une inhibition de la
croissance du pathogene P. ultimum de I’ordre de 50% par rapport au témoin apres 5
jours de croissance (voir Figure 1B).

(III) Etude in vitro par test Dual-culture de efficacité de la souche TAL-17 sur

le pythopathogeéne Rhizoctania solani
Protocole

Plusieurs tests de Dual-culture ([Fig.2]) avec la souche TAL-17 vsR. solani ont été
réalisés en proximité sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar). On inocule 30 uLL
contenant 1.10* spores/mL (sp/mL) de R. solani au centre d’une boite de Pétri de 8,5
cm de diametre, contenant du milieu PDA, et 30 puL. contenant 1.10¢ spores/mL de la
souche TAL-17 a 2 cm de I’extrémité gauche et droite de la boite de Pétri. Les boites
de Pétri ont été incubées a 23-27°C sous lumiere artificielle (24h/24) (tube fluorescent
F36WTE8/2084 BriteGro®). Des observations macroscopiques ont été réalisées tous les
jours apres I’inoculation et le diametre de croissance de R. solani est mesuré quoti-
diennement pendant 5 jours. Des témoins avec R. solani seul ont également été
réalisés.

Résultats
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Il est observé que la présence de la souche TAL-17 conduit a une inhibition de la
croissance du pathogeéne R. solani de 1’ordre de 35% par rapport au témoin apres 5
jours de croissance (voir [Fig.2]).

(IV) Essai mené pour étudier ’effet biocontrole de la souche TAL-17 sur le
patho-systeme Pythium ultimum/tomate sur substrat de culture

L’aptitude de la souche TAL-17 a limiter la contamination de plants de tomates par
Pythium ultimum (P. ultimum) et ’apparition des symptomes associés a été vérifiée par
un essai de culture en conditions controlées.

Mise en culture de Pythium ultimum

La souche a €t€ mise en culture sur millet pendant 4 jours a 25°C. La souche est
originaire du laboratoire : Eidgendssisches Departement fiir Wirtschaft, Bildung und
Forschung WBF/Agroscope/Miiller-Thurgau-Strasse 29, 8820 Widenswil.

Mise en culture de la souche TAL-17

La souche a €t€ mise en culture sur millet pendant 4 jours a 25°C. 250 g de millet ont
été placés dans 100 mL d’eau. La concentration a ét€ mesurée par observation sur
cellule de Malassez. La concentration a été ajustée a 10® spores/mL.

Mise en culture préalable du végétal

Les graines de tomates sont placées a germer en support de culture pendant 3

semaines dans une plaque de semis.
Modalités de ’essai

Six modalités ont été étudiées :
- témoin négatif (sans pathogene et sans la souche TAL-17),
- témoin positif (sans pathogene et avec la souche TAL-17),
- patho dose 1 (D1),
- patho dose 2 (D2), et
- patho dose 2 (D2) + la souche TAL-17.

Chaque modalité est répétée 4 fois.
Lancement de I’essai

Le support de culture utilis€ est de la tourbe Klassmann®. Chaque plante est placée
dans un pot de 1,5 L. Celui-ci contient 400 g de substrat (1 L).

Le pathogene est apporté en mélange avec le substrat, deux doses sont testées : 20 g
et 80 g de millet avec pathogene/L de substrat (respectivement modalités Patho D1 et
Patho D2). Pour les modalités avec le pathogene, le poids de millet ajouté est soustrait
de la quantité de substrat a ajouter. Les modalités sans pathogeéne ne contiennent que
du substrat.

Pour chaque pot, le mélange substrat/millet est homogénéisé€ puis placé dans le pot.

L’hydratation est effectuée par subirrigation. Un trou de plantation est préparé au
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centre du pot. La plantule de tomate est sortie de la plaque de semis et placée dans le
trou de plantation.

Pour la modalité concernée, la souche TAL-17 (= TAL) est apportée par apport de la
solution liquide a 108 spores/mL au pied de la plantule (10 mL/pot).

La culture est effectuée en phytotron avec les consignes suivantes : 12h a I’obscurité
a 20°C et 12h a la lumiere a 23°C, le substrat est arrosé a 80% de la CR,,, en eau.
Suivi des symptomes

Les symptomes ont été notés selon une échelle de 0 a 5. Les plantes notées 0 sont
saines, les plantes notées 5 sont mortes, les notations intermédiaires refletent
I’apparition des symptomes : feuilles jaunies, collet attaqué, plantule couchée (voir
[Fig.3]).

Résultats

Cette observation des degrés d’infection a été effectuée apres 21 jours de culture
(voir [Fig.4]).

La modalité témoin présente dans plantules en bonne santé, apres 3 semaines seul un
jaunissement des cotylédons est observé. Les plantules traitées avec la souche TAL-17
(= TAL) uniquement sont saines, avec un jaunissement des cotylédons comme dans la
modalité témoin. L’apport du pathogeéne aux deux doses testées provoque 1”apparition
de symptomes forts, avec des plantules mortes dans les deux doses testées. L’effet dose
semble limité. La modalité traitée a la fois avec le pathogene a la dose 2 (D2) et avec la
souche TAL-17 présente des plantules en meilleure santé que la modalité avec le
pathogene a la dose 2 (D2) sans la souche TAL-17.

Les grades d’infection ont été€ utilisés pour une analyse de variance (ANOVA 95%),
laquelle est présentée dans le Tableau 3 ci-dessus. Un effet significatif est observé ( P-

value = 0,0004), les modalités sont les suivantes :

[Tableaux3]

Modalité Moyenne Groupe statistique
souche TAL-17 0,75 a

Témoin négatif 0,875 a

Patho dose 2 + souche TAL-17 1,5 a

Patho dose 1 35 b

Patho dose 2 4,5 b

Tableau 3 : Analyse statistique Modalité Moyenne Groupe statistique
Conclusion
Le traitement des plantules lors du rempotage avec une solution de la souche TAL-17

a permis une limitation de 1’apparition des symptomes d’infection par Pythium
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ultimum sur plantules de tomate.

(V) Essai mené pour étudier I’effet biocontrole de la souche TAL-17 sur le
patho-systeme Pythium ultimum/tomate lors de la germination des graines
Protocole

L’ objectif de cet essai est I’évaluation de I’efficacité de la souche TAL-17 sur la li-

mitation de la fonte de semis sur des graines de tomates traitées avec Pythium ultimum.

Les modalités de I’essai sont les suivantes :
1. Eau + eau : Plants sains, « inoculés » avec de 1’eau stérile,
2. Eau + Pu : Plants non traités inoculés avec P. ultimum,
3. Fong + Pu : Plants trait€s par un fongicide et inoculés avec P. ultimum,
4. 2Dla + Pu : Plants traités par la souche TAL-17 a 106 UFC/mL puis inoculés

avec P. ultimum, et
5. 2D1b + Pu : Plants traité€s par la souche TAL-17 a 107 UFC/mL puis inoculés
avec P. ultimum.

Les souches sont mises en culture sur PDA puis les boites sont utilisées pour préparer
des solutions de spores.

Les graines sont trempées pendant 1h :

- dans de 1’eau pour les modalités 1 et 2,

- dans les solutions de spores de la souche TAL-17 (BCA 2D1) pour les
modalités 4 et 5,

- dans une solution de fongicide pour la modalité 3 (Previcur ENERGY® :
mélange fosétyl d’aluminium/propamocarbe).

Ensuite, les graines sont trempées dans une solution de spores de Pythium ultimum a
une concentration de 107 spores/mL.

Apres traitement, les graines sont placées ensemble dans du papier filtre qui est
enroulé sur lui-méme. Ces rouleaux sont placés dans de ’eau pour assurer une bonne
hydratation des plantules tout au long de I’essai. Chaque modalité est représentée par 3
rouleaux de 5 graines. Apres 15 jours de culture, les rouleaux sont déroulés pour une
observation de la germination des graines.

Résultats

Apres 15 jours, les rouleaux sont déroulés pour une notation de la germination des
graines (% de graines germées) (voir [Fig.5]).

Les plants témoins traités avec Pythium ultimum et de ’eau présentent une ger-
mination plus basse que la modalité t€émoin sans P. ultimum. Le traitement fongicide a
un effet positif sur la germination des graines. Le traitement avec la souche TAL-17 a
un effet positif sur la germination aux deux concentrations testées.

(VI) Essai de spécificité de la sonde TagMan® GS285741-P1 et du couple de
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primer associé GS285741-F1 et GS285741-R1 vis-a-vis de la souche de I’'Invention
(TAL-17 et/ou un de ses mutants)
Protocole

Afin de tester la spécificité des outils moléculaires (sonde TagMan® GS285741-P1 et
le couple de primer associé GS285741-F1 et GS285741-R1), il a été mis en ceuvre une

analyse classique par Polymerase Chain Reaction en temps réel (QPCR) sur 3 souches
distinctes, a savoir :

- la souche Trichoderma viride de 1’espece T. asperellum (TV) ;

- la souche Trichoderma atroviride TAS ; et

- la souche Trichoderma atroviride de 1’invention (TAL-17).

Un étalon interne contrdle est également réalisé avec de I’ADN génomique extrait de
la souche de I’invention, lequel a ét€ dilu€ en série.

L’ensemble des essais de qPCR ont été réalisés en utilisant un thermocycleur CFX 96
touch de Biorad®. Le programme d’amplification utilisé est celui recommandé par le
fournisseur avec une température d’hybridation de 60°C. Pour la méthode TagMan®, le
mélange réactionnel Luna® universel Probe qPCR Master Mix (NEB®) a été utilisé. Le
programme d’amplification est de 95°C 2 min suivi de 40X 95°C 157 et 60°C 30™’.
Résultats

Les résultats de cette analyse sont présentés dans le Tableau 4 ci-apres.
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[0242] [Tableaux4]

Echantillon Cq Mean
(nombre de cycle d'amplification nécessaire pour

obtenir un signal fluorescent caractéristique)
Etalon interne dilution 1 23,66
(5 ng) dilution2  |26,84
(dilution en série dilution 3 29.99

dilution 4 33,36

d’ADN génomique
de la souche TAL-
17) dilution 5 37,4

dilution 6 38,28
dilution 7 N.D. (pas assez d’ADN)
dilution & N.D. (pas assez d’ADN)

Souche TV puits 1 N.D.
(5 ng) puits 2 N.D.
puits 3 N.D.
Souche TAS puits 1 N.D.
(5 ng) puits 2 N.D.
puits 3 N.D.
Souche TAL-17 puits 1 21,46
(5 ng) puits 2 21,46
puits 3 21,46

[0243]  Tableau 4 : Détection spécifique par qPCR de la souche de I’Invention
Conclusion

[0244]  La sonde TagMan® GS285741-P1 et le couple de primer associ¢ GS285741-F1 et
GS285741-R1 n’ont permis de détecter que la souche TAL-17. Ces outils permettent
donc bien la détection et 1’identification dans un échantillon de la présence de la
souche de I’Invention TAL-17 et/ou un de ses mutants.

[0245] (VII) Etude in vitro par test Dual-culture de I’efficacité de la souche TAL-17 sur

d’autre pythopathogeénes
Protocole

[0246] Plusieurs tests de Dual-culture avec la souche TAL-17 vsAlternaria dauci, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici et Phoma exigua ont été réalisé€s en

proximité sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar). On inocule 30 uL contenant 1.10*
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spores/mL (sp/mL) de Alternaria dauci, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici ou Phoma exigua au centre d’une boite de Pétri de 8,5 cm de diametre,
contenant du milieu PDA, et 30 uL. contenant 1.10° spores/mL de la souche TAL-17 a
2 cm de I’extrémité gauche et droite de la boite de Pétri. Les boites de Pétri ont été
incubées a 23-27°C sous lumiere artificielle (24h/24) (tube fluorescent F36WT8/2084
BriteGro®). Des observations macroscopiques ont été réalisé€es tous les jours apres
I’inoculation et le diametre de croissance de Alternaria dauci, Fusarium culmorum,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici et Phoma exigua est mesuré quotidiennement.
Des témoins avec Alternaria dauci, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici et Phoma exigua seul ont également été réalisés.
Résultats

[0247] Il est observé que la présence de la souche TAL-17 conduit a une inhibition de la
croissance des pathogenes Alternaria dauci, Fusarium culmorum, Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici et Phoma exigua respectivement de I’ordre de 41%, 23%,

26% et 26% par rapport au témoin apres 10 jours de croissance (voir Figures 6 a2 9).
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Revendications

[Revendication 1] Utilisation d’une souche isolée de Trichoderma atroviride dans la
prévention et/ou le traitement d’infection chez un végétal provoquée par
un champignon pathogene choisi parmi les champignons des genres
Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium et Phoma,
ladite souche isolée de Trichoderma atroviride étant la souche TAL-17
déposée le 03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333.

[Revendication 2] Utilisation d’une souche isolée de Trichoderma atroviride selon la re-

vendication 1, dans laquelle ledit champignon pathogene appartient a :

- une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. apha-
nidermatum, P. aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P.
gracile, P. imperfectum, P. inflatum, P. intermedium, P. ir-
regulare, P. marinum, P. maritimum, P. middletoni, P. mo-
nospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.

salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier appartient a 1’espece P. ultimum ;

et/ou

- une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R.
dichotoma, R. ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini,
R. fumigata, R. lanuginosa, R. leguminicola, R. menthae, R.
mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R. pini-insignis,
R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R.

stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier appartient a I’espeéce R. solani.

[Revendication 3] Utilisation d’une souche isolée de Trichoderma atroviride selon la re-
vendication 1 ou 2, dans laquelle ledit végétal appartient a une famille
choisie parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les
Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les
Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valérianacées,
en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les
Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,
et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum ly-
copersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou

Glycine max (soja).
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Utilisation d’une souche isolée de Trichoderma atroviride selon 1’une
quelconque des revendications 1 a 3, dans laquelle ledit champignon
pathogene est P. ultimum et/ou R. solani et ledit végétal est Beta
vulgaris (betterave), Solanum lycopersicum (tomate), Solanum
tuberosum (pomme de terre) et/ou Glycine max (soja).

Utilisation d’une composition phytosanitaire dans la prévention et/ou le
traitement chez un végétal d’infection provoquée par un champignon
pathogene choisi parmi les champignons des genres Pythium, Rhi-
zoctonia, Alternaria, Fusarium et Phoma, ladite composition phyto-

sanitaire comprenant :

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
tant que principe actif ; ou

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
association avec au moins un autre agent de lutte biologique

en tant que principe actif.

Utilisation d’une composition phytosanitaire selon la revendication 35,
ladite composition phytosanitaire comprenant une quantité efficace de
10* a 10'2 spores/g, plus particulierement de 107 a 10° spores/g,

ladite composition phytosanitaire étant éventuellement obtenue apres
une étape de préparation la rendant préte a I’épandage.

Utilisation d’une souche isolée de Trichoderma atroviride pour
favoriser la germination d’une semence de végétaux, ladite souche
isolée de Trichoderma atroviride étant la souche TAL-17 déposée le 03
juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333

et dans laquelle ladite semence de végétaux appartient a un végétal
d’une famille choisie parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les As-
téracées, les Brassicacées, les Chénopadiacées, les Cucurbitacées, les
Fabacées, les Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valé-
rianacées,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les
Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum ly-
copersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou

Glycine max (soja).



[Revendication 8]

[Revendication 9]

[Revendication 10]

33

Semence enrobée comprenant une graine de végétal, ladite graine de
végétal étant enrobée par une composition phytosanitaire d’enrobage,
ladite graine de végétal appartient a un végétal d’une famille choisie
parmi : les Amaranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Bras-
sicacées, les Chénopadiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les
Liliacées, les Rosacées, les Solanacées et les Valérianacées,

et ladite composition phytosanitaire d’enrobage comprend :

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
tant que principe actif, et éventuellement au moins un agent de
fixation ; ou

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
association avec au moins un autre agent de lutte biologique
en tant que principe actif, et éventuellement au moins un agent

de fixation,

en particulier ledit végétal appartient a une famille choisie parmi : les
Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal est Beta vulgaris (betterave), Solanum ly-
copersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou
Glycine max (soja).

Semence enrobée selon la revendication 8, ladite semence enrobée
comprenant une quantité efficace de 10° a 10® spores/semence enrobée,
préférentiellement 10° spores/semence enrobée.

Procédé de protection et/ou de traitement d’un végétal contre une
maladie provoquée par un champignon pathogene choisi parmi les
champignons des genres Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium et
Phoma comprenant 1’application d’une composition phytosanitaire sur
au moins une partie dudit végétal ou du sol a proximité dudit végétal,
ladite au moins une partie dudit végétal étant en particulier une feuille,
un fruit, une graine,

ladite composition phytosanitaire comprenant :

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
tant que principe actif ; ou

— la souche isolée de Trichoderma atroviride TAL-17 déposée le
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03 juillet 2018 a la CNCM sous le numéro CNCM 1-5333 en
association avec au moins un autre agent de lutte biologique

en tant que principe actif,

et ledit végétal appartenant notamment a une famille choisie parmi : les
Amaranthacées, les Apiacées, les Astéracées, les Brassicacées, les Ché-
nopadiacées, les Cucurbitacées, les Fabacées, les Liliacées, les

Rosacées, les Solanacées et les Valérianacées,

en particulier ledit végétal appartenant a une famille choisie parmi : les
Amaranthacées, les Fabacées et les Solanacées,

et de préférence ledit végétal étant Beta vulgaris (betterave), Solanum
lycopersicum (tomate), Solanum tuberosum (pomme de terre) et/ou
Glycine max (soja).

Procédé selon la revendication 10, dans lequel ladite composition phyto-

sanitaire est épandue

— araison de 10 a 500 L/ha, en particulier de 50 a 250 L/ha,
notamment pour la pulvérisation aérienne ; ou

- a raison d’une quantité efficace de 10'° a 10 spores/ha, en
particulier de 10'° a 10" spores/ha, notamment pour les

épandages a€riens de type pulvérisation foliaire.

Procédé selon la revendication 10 ou 11, dans laquelle ledit champignon

pathogene appartient a :

- une espece choisie parmi : P. acanthicum, P. afertile, P. apha-
nidermatum, P. aquatile, P. debaryanum, P. elongatum, P.
gracile, P. imperfectum, P. inflatum, P. intermedium, P. ir-
regulare, P. marinum, P. maritimum, P. middletoni, P. mo-
nospermum, P. myriotylum, P. ostracodes, P. pulchrum, P.

salinum, P. thallassium et P. ultimum,

et en particulier appartient a 1’espece P. ultimum ;

et/ou

- une espece choisie parmi : R. alpine, R. anomala, R. callae, R.
dichotoma, R. ferruginea, R. floccosa, R. fragariae, R. fraxini,
R. fumigata, R. lanuginosa, R. leguminicola, R. menthae, R.

mucoroides, R. muneratii, R. oryzae-sativae, R. pini-insignis,
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R. quercus, R. rubi, R. rubiginosa, R. silvestris, R. solani, R.

stahlii, R. tuliparum et R. versicolor,

et en particulier appartient a I’espeéce R. solani.

[Revendication 13] Procédé selon 1’une quelconque des revendications 10 a 12, dans lequel

- la protection dudit végétal comprend une étape d’enrobage de
la semence avec ladite composition phytosanitaire ; et/ou

- la protection dudit végétal comprend une étape de pulvé-
risation de ladite composition phytosanitaire au moment du
semis ou a la germination dudit végétal ; et/ou

- la protection dudit végétal comprend soit une application
préventive au niveau du sol avant le semis de ladite com-
position phytosanitaire avec 1’apport d’amendement
organique, soit une application préventive au niveau du sol
avant le semis de ladite composition phytosanitaire sur la
culture précédente ; et/ou

- le traitement dudit végétal comprend une étape de pulvé-
risation de ladite composition phytosanitaire aux cours de

différents stades phénologiques de la plante.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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[Fig. 6]
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[Fig. 8]
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SEQUENCE LISTING

<110> ARD
RITTMO

<120> NOUVEL AGENT DE BIOCONTROLE ET SON UTILISATION POUR LA LUTTE
CONTRE DES MALADIES FONGIQUES DE PLANTES

<130> IFB 19 CC ARD PYTH
<160> 4
<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 21

<212> DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<223> Primer GS285741-F1

<400> 1
cgaatgccag acgaatcaat ¢ 21

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<223> Primer GS285741-R1

<400> 2
aacgagactt gacagtagcg 20

<210> 3

<211> 29

<212> DNA

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<223> Sonde GS285741-P1

<220>
<221> misc_feature

<223> Modification en 5' = ajout du fluorophore FAM

(6-carboxyfluorescéine)

Modification en 3 ' = ajout du MGB (Minor Groove Binder)




<400> 3
acggcgtata ttgttgacaa acaagatgc 29

<210> 4

<211> 514

<212> DNA

<213> Trichoderma atroviride

<220>
<221> misc_feature
<223> Del11_285741

<400> 4
gcaataactg ctcgtattac tccagaaaaa ggggcaagtc tatcaacage cgccgcetgec 60

aagaatacgg gctggtccta gttcaaattg ttcatcgtcg cttggtgcetg cgtagtcttg 120
agctaaatgt ttagccaatt ctcaaacgct tggcagataa attttattat ttaccctaga 180
atatggtcat tggcgaatgc cagacgaatc aatctggatg atgccticaa cagatggcca 240
tgcatcttgt ttgtcaacaa tatacgccgt tgatggggceg ctactgtcaa gtctegtttt 300
gatactctag tttctctctc gtgatatatc agccgecacc ttatgtaaaa cagectgeat 360
caattctcca aattgacatt gttgtataaa gaggaaggcg ctcatagatg ctatacatca 420
tgattaacaa aggttattta ctacaattct tcttgttatg ctcgcaattc tctacttctg 480

atggaatgtc cacgtgcgta gcttgtgtag tact 514

2/2
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