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RÉSUMÉ 

La lutte biologique contre l’agent de la fonte des semis, Rhizocfonia solani, peut. s’onvisager en ut,ilisant un 
nématode mycéliophage? Aphelenchzrs auenae. L’ut.iIisation d’d. avenue pour limit.er la fonte des semis sur coton- 
nier a Bté expérimentée en serre selon divers modes d’application. L’esp&e et. la souc.he du champignon ont une 
importante influence sur le taux de dt?veloppement du nématode. Des diffhrences du simple au décuple ont été 
c,onstatées ent.re diverses souches de R. solani. La production d’A. avenue est possible sur des cultures de cham- 
pignons réalisées en milieu liquide dans un fermenteur expérimental. Une bonne survie du nematode est assurée 
par st.ockage au sec des invidus en anhydrobiose. Les essjais d’utilisation d’A. auenae pour lutter contre R. solani 
en culture de cotonnier montrent que si l’incorporation dans le sol ne donne pas de tr& ùons résultats, l’enrobage 
des semences avec 5 000 individus par plante permet de réduire les fontes de semis (levée à 87% contre 47:& dans 
le témoin). L’application d’il. avenue par enrobage de graines semble êt,re un procédé biologique de lutteintéressant 
pour protéger les plantes contre certaines maladies fongiques. 

SUILIMARY 

Control of Rhizoc.tonia solani Kiihn, parasitic on cotton, with fhe nemafode Aphelenchus avenae Bastiun 

Studies were c.arried out to improve techniques for mass production of the nematode Aphelenchus avenue and to 
determine optimum levrls of application to control Rhizoctonia solani on cotton. In zritro multiplication of A. avenae 
was influenccd by several factors. The nematode rate of multiplication varied net only with the species, but also 
with t.he st.rains of the fungus, and could be ten times higher on some fungal stra.ins than on others. Differenc.es were 
observed between nematode populations. Two parthenogenet.ic populations reproduced well, while an amphimictic 
populat.ion reproduced poorly. A. auenae could also be raised on fungal cultures in liquid medium in an experimental 
fermentation unit. The nematode inoçulum was preserved in liquid medium fungal cultures at 50, or in anhydrobiosis 
which required slow dehydration and rehydration. Experiments with biological control of R. solani were done in 
pots. The nemat.ode inoculum was incorporat,ed into t,he soi1 or coated on seeds. Seed coating gave good results, and 
a reduction in disease severity was obtained with 1 000 nematodes per cotton seed. However, 5 000 nematodes 
per c.otton seed were necessary to give signiflcant differences in germination : 8774 for treated seeds, against 47% 
for untreated seeds. 

ApAelenc1zrz.s avenue, espèce mycéliophage cos- vage en est possible, clans des conditions mono- 
mopolite, semble être un nematode intéressant xéniques, sur c,hampignons (Pillai & Taylor, 
pour la lutte contre le champignon, Rhizocfonia 1963 ; Evans, 1970 ; Caubel, Bossis & Sanson, 
solani, agent, entre aut,res, de la fonte des semis 1972) ou sur culture de tissus (Barker & Darling, 
du cotonnier. Sa reproduction, généralement par- 1965), voire même en conditions axéniques 
tbénogénétique et son développement rapide en (Hansen, Buecher & Evans, 1970). 11 peut être 
facilitent en effet la production de masse. L’éle- conservé pendant au moins un an, à l’état dessé- 

(1) Adresse act.uelle : Laboratoire de Nématologie, ORSTOM, B.P. V 51, Abidjan, Côte’d’Ivoire. 
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thé, sur gélose (Townshend, 1964), voire plus, 
en conditions d’hygrométrie contrôlke (Crowe & 
Madin, 1974 ; Demeure, Freckman & Van 
Gundy, 1979). 

Un nombre limité de travaux conc.erne les 
relations entre A. azwzae et champignons phy- 
topathogènes ; l’apport d’A. azwnae réduit les 
attaques de Pythizzrn arrhenomanes sur maïs 
(Rhoades & Linford, 1959) et de R. solani sur 
pois (Klink Le, Barker, 1968), tomate (Roy, 
1973), radis (Lemaire, Jouan & Sailly, 1972) et 
cotonnier (Jouan rf al., 1972 ; Radwan, 1974) ; 
il agit également sur Arïnillariella mellea (Cayrol, 
Dubos & Guillaumin, 1978). 

Le présent article a trait à l’élevage en masse 
d’A. azwzae et à son ac.tion dans le sol contre les 
at.taques de Rizizoctonicz solani sur cotonnier. 

Matériel et méthodes 

L’étude de la mult~iplication d’Aphele&zzzs 
avenue sur diverses souc.hes de Rhizoctonia solani 
a été effectuée en c.ult.ure monoxénique réalisée 
selon des modalit.és précédemment décrites 
(Caubel, Bossis & Sanson, 197%). La souche de 
R. solani influence le t.aux de multiplication 
d’A. avenue (Tab. 1). La souche du nématode 
utilisée provient d’un sol de Syrie ayant porté 
du cot.onnier ; souche t,hélytoque (st,ric.tement 
parthénogénétique), elle est maintenue en éle- 
vage à Rennes depuis 1972. Différents milieux 
gélosés à 150/00 sont utilisés pour c.Liltiver le c.ham- 
pignon : malt à 20 g par litre, pomme de terre 
à 200 g par litre additionnée de glucose à 20 g 
par litre. Les élevages sont. menés, soit en boîtes 
de Petri sur milieu nutritif gélosé, soit en fioles 
d’Erlenmeyer sur grain de blé ou mélange de 
paille et de malt., soit enfin en fermenteur. Dans 
c.e dernier cas, on ut.ilise une unité de fermenta- 
tion de 2 litres, du type Biolafitte @ : le milieu 
liquide est stérilisé dans la cuve même du fer- 
menteur, champignon et nématodes sont incor- 
porés avec une seringue stérile par la sonde 
d’inoc.ulat.ion. Le milieu est alors placé dans un 
bain thermostaté (26,50) et aéré à l’aide d’une 
pompe débitant 40 ml à la minute. Les néma- 
todes sont extraits des cultures par broyage de 
l’ensemble du contenu des bottes de Pet.ri, 
dans un mixeur, puis comptés dans une partie 
aliquote de la suspension. Les populations de 
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nématodes sont évaluées trois semaines après 
l’inoculat,ion de dix femelles. Ce délai, à 200, 
correspond généralement au plateau observé 
dans les courbes cle développement de cette 
espèce en boît.es de Petri. 

Tableau 1 

Multiplication d’dphelenchus avenue sur diverses 
souches de Rhizocionia solani cultivées en boites de 
Petri sur milieu glucose/pomme de terre (Inoculum : 
10 femelles ; c.omptage aprks 21 jours). Les chiffres 
affectés de lettres différentes sont signifkativement 

différents (P = 0,05) 
A’lultiplication of ;\phelenc.hus avenae; 011 various sfraina 
of Rhizoctonia sola.ni grown in l?efri dishes on potato- 
dextrose agar medium (Inoculum : 10 females; obserua- 
tion after 21 days). Figures bearinfg different lefters are 

significantly different (P = 0.05) 

Origine de la sozxhe de R. solani Effectifs d’A. avenae 
Origin of R. solani strain Numbers of A. avenue 

Blé (wheat) 2 100 a 
Tomate (tomate) 4 100 a 
Radis (radish) 4 800 a 
Pomme de terre (potafo) 10 700 a 
Iris (Iris) 34 400 a 
Chou-fleur (cauliflomer) 36 500 a 
Chrysanthème (chrysanthemum) 37 100 a 
Poivron (srveet pepper) 70 300 a b 
Coton (cofton) 89 800 b 
Lin (flux) 121 100 b 
Orge (barley) 145 600 b c. 
Laitue (letfuce) 5x6 700 c 

La c.onservation des nématodes a été test$e 
par maintien à basse t,empérature (50) et par 
dessication dans des enc,eintes à humidité. rela- 
tive c.ontr0lée ; l’humidité relative de 0% est 
obtenue avec l’acide sulfurique, celle de 97 o/. avec 
une solut,ion saturée de K, SOL 

Les expériences de lutte ont ét,é effectuées à 
250, température optimale de croissance de la 
majorité des souc)hes de R. solani (Beyries & 
Messiaen, 1969). Les nématotles sont, apport.& 
par enrobage des graines de c.otonnier (C*O~S~- 
pizzm hirszttzmz, cv. Coker Carolina Queen ou 
cv. Alep 1), ou par incorporation dans le sol. 
Pour l’enrobage, une suspension aqueuse dosée 
de nématodes est répart,ie de manière homogène 
sur les graines, non délintées, clont les soies 
s’imbibent : 30 graines retiennent ainsi aisé- 
ment 3 ml de suspension. La terre utilisée est 
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infestée ou non avec. R. solani, souche cotonnier, 
cinq jours avant le semis. 

Pour l’apport direct des nématodes au sol, 
la suspension est homogénéisée avec de la perlite 
avant mélange à la terre dans un pot de 11 c.m 
de diamtttre. Chaque t.raitement constitué par 
la terre, infestée ou non, par R. solani, avec ou 
sans A. avenue, est répété six fois à raison de 
cinq graines par pot. La culture est réalisée en 
serre, à une température de 25 à 30°. 

Ont été aussi étudiés, l’effet du mode d’apport 
du n8matode (enrobage des graines de cotonnier 
ou inc,orporation directe au sol), l’influence de la 
valeur de l’inoc.ulum d’A. avenue, ainsi que 
l’effet de ce traitement sur un deuxiéme semis. 

Les résultats sont évalués par examen de 
l’État végét,atif des plantes dès la levée, dix jours 
et trois semaines après le semis. Les critères 
utilisés sont le nombre de plants survivants, leur 
poids et leur état sanitaire. Ce dernier est affecté 
d’un indice (1) permet,tant de chifl’rer l’impor- 
t,ance des symptômes : une note de 0 à 5 est 
attribuée à chaque plant., la note zéro corres- 
pondant à 1’absenc.e d’attaque, la not.e cinq à 
une plantule détruite avant la levée (fonte de 
préémergence), la not,e quatre à une très forte 
àttaque conduisant à la mort de la plantule 
après la levée (font.e de post-émergence) ; les 
notes int,ermédiaires correspondent à des symp- 
tômes de nécroses sans morta1it.é des plantes. 
Cet indice est déterminé en fonction du nombre 
N de plants sur lequel portent les not,ations et 
la fréquenc.e fi relat,ive à chaque note considérée 
L suivant, la formule : 

I = zz ti x fi) x 100 
Nx5 

L’indice 1 peut varier ainsi de zéro (plantes 
toutes indemnes) à 100 (plant,es toutes mortes 
avant la levée). 

L’effet éventuel des t.raitements est testé sur 
un deuxième semis, effectué quelques jours 
,après l’examen des p1ant.s issus du premier 
semis ; lors de ce deuxième semis, il n’y a pas 
enrobage des graines avec les nématodes. 

Résultats et discussion 

PRODUCTION EN MASSE D’Aphelenchzzs avenue 

S’il est possible d’utiliser diverses espèces de 
champignons, tels Fusnrium roseum et P. oxys- 
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porum pour élever A. avenue, les meilleurs résul- 
t,ats sont obtenus avec Rhizoctonia solani 
(Mankau & Mankau, 1963; Townshend, 1964; 
Evans, 1970). Comme il l’a été c.onfirmé, il 
exist.e des différences marquées dans le taux de 
multiplication du nématode selon les souches . 
de ce champignon (Tab. 1) ; ceci serait dû à 
une attractivité’ plus ou moins intense envers le 
nématode (Townshend, 1964 ; Mankau & Mankau, 
1963) ou à des différences dans la taille des 
hyphes mycéliens (Cayrol, 1970). 

D’autre part, il exist,e également des diffé- 
rences de comportement entre les souches 
d’il. auenae, différenc,es soupconnées par Town- 
shend (1964), ce qui rend diffic.iles les comparai- 
sons ent.re les différents travaux. La plupart des 
souches qui ont ét,é étudiées sont parthénogé- 
nétiques, d’autres produisent des mâles dans 
c.ertaines conditions de milieu, d’autres enfin 
sont diéciques avec féc,ondation obligatoire. 
Selon Triantaphyllou (1973), A. avenue serait 
en fait un complexe d’espèces en état d’évolution 
très active. 

Une bonne production de nématodes est obte- 
nue en utilisant un milieu à base de paille de blé 
additionnée ou non de malt : dans un Erlen- 
mey.er d’un litre, on peut ainsi obtenir plusieurs 
mllhons de nématodes. La production d’A. 
uvtwae est également possible en milieu liquide 
(fermenteur) ; l’inoculation simultanée du c.ham- 
pignon et du némat,ode en milieu au malt gélosé 
à 15 x0 permet d’y obtenir jusqu’à 2,8 millions 
de nématodes pour un litre de milieu, après 
31 jours. 

Cette possibilité d’élevage en fermenteur sur 
milieu liquide simple (pomme de terre et glu- 
cose, par example) permet d’envisager une pro- 
duction à l’échelon semi-industriel. La stérilité 
du milieu doit être maintenue pour obtenir le 
meilleur rendement ; une baisse très notable de 
la mult,iplication est en effet observée s’il y a 
c.ontamination par Aspergillus niger ou divers 
Penicillium. il. avenue peut, en fait, se nourrir 
de ces c.hampignons mais meurt rapidement lors 
de leur fructificat,ion. 

A. avenue survit pendant plusieurs mois si 
les cultures sur extrait de malt gélosé se des- 
sèchent au laboratoire sans précautions parti- 
culières. Les nématodes s’enroulent alors en 
spirale et forment des amas à la surfac.e du 
milieu ; ils reprennent rapidement leur activité 
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Tableau 2 
Comparaison de l’effet de l’inoculation d’dphelenchzzs avenue par enrobage des graines de cotonnier 

et par incorporat.ion au sol. Rhizocfonia solani est apporté au sol cinq jours avant le semis 

Effecfs of inoculations of hphelenchus avenae bg coffon seed dressing or incorporafion in soil. 
Rhizoetonia solani is added to fhe soi1 five dags before sozning 

Mode d’applicaiion N@matodes In festafion 
Application method par graine arrec R. solani 

ou par pot Infestation 
Nemat,odes with 

per seed R. solani 
or per pot 

Enrobage des graines 0 0 
Seed dressing 5 000 0 

100: 1 
2 000 
3 000 T- 
4 000 
5 000 i- 

Incorporation au sol 5 000 
Incorporafion in soi1 15 000 : 

25 000 + 

lorsque le milieu desséch6 est. placé dans une 
boîte de Pet,ri cont‘enant un milieu gelosé à 
2 go. La survie du nématode, lors du stockage 
au sec dans un dessicateur ZI l’acide sulfurique, 
est améliorée si la dessicat.ion et la réhydrat.at,ion 
sont progressives, par passage à une humidité 
relat,ive de 97% pendant 72 h avant dessicat,ion 
et pendant 2.4 h avant la réhydratation (Crowe Ct 
Madin, 1974). Des études de physiologie, telles 
celles de Freckman, Demeure et Van Gundy 
(1979) permettront. certainement de mieux 
maîtriser l’anhydrobiose en vue de cette utilisa- 
tion pratique éventuelle. 

A basse température (50), et en milieu liquide, 
l’activité du nématode est tr8s ralent.ie, mais il 
n’entre pas en quiescence et peut continuer à 
s’alimenter pendant 18 mois au moins. En 
1’absenc.e de champignon, A. aucnae reste vivant 
pendant, plusieurs semaines en suspension 
aqueuse, à condition que celle-ci soit, aér6e : lors 
d’un élevage semi-industriel, la conservation 
t.ant de l’inoc.ulum que du produit ne poserait 
donc. pas de problèmes. 

UTILISATION D'A. auenae POUR LUTTER CONTRE 

R. solani 

L’enrobage des semences par les nématodes 
s’est. révélé meilleur que leur incorporation 
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Planfs levés Planfs Poids moyen Intensité de 
Shot. p1ant.s survivanls des plants la maladie 

aprés 3 semaines Average Disease 
Plants st,ill weight intensity 

alive of plants 
after 3 weeks 

% :/o g 1 

97 97 71 10 
100 100 73 11 
47 23 23 83 
47 30 “3 78 
70 47 Y1 66 
53 47 42 71 
77 63 45 59 
87 G3 47 58 
2.0 10 10 DY 
-17 30 30 70 
40 10 8 89 

directe au sol infesté par R. solani; en inoculant 
25 000 nématodes par pot. c.ontenant chacun 
cinq graines, les résult.ats sont médiocres, alors 
qu’i partir de 4 000 nématodes par graine enro- 
Me, ils sont significatifs pour la levée, le nombre 
de plants survivants, leur poids et 1’intensit.é de 
la maladie (Tab. 2). L’effet, dc l’enrobage des 
graines avec. ,cl. uucnae se manifeste par une 
réduction de la fonte des semis tant. en pré- 
t:mergence qu’en post-émergence ; cet, effet est 
d’aut,ant plus important que l’inoc.uluni est 
plus fort (Tab. 2 & 3) : nul pour 1 000 néma- 
todes par graine, il est, faible pour 2,000 et 
3 000 et une prot.ec.tion n’est, bien assurée qu’à la 
dose de 5 000 nérnatodes par graine. Cependant, 
l’intensité de la maladie n’est. pas nulle, meme 
pour les traitements qui assurent une bonne 
protection. Sur le deuxième semis, toutefois, 
l’attaque de R. solnrzi est, moins forte. En 
aucun cas, le t,raitement n’a affecté la fac.ult.6 
germinative ou la végétation du cot,onnier. 

Ces résultats sont à rapprocher de ceux ohte- 
nus par Mlink et Barker (1968) qui inoculent. les 
graines direc.tement clans les trous de semis avec 
le némat.ocle et, le champignon pathogéne. La 
réussite de cet enrobage est, peut-être due à 
l’action rapide du ni:matSode, nécessaire étant 
donné que la période de protection à assurer 
est. relativement c.ourte et précoce pour le cot-on- 
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t 
ableau 3 

Influence de différents taux d’inoculations par enrobage des graines de cotonnier 
avec Apkelenckus avenue en sol infesté par Rkirocfonia solani 

Influence of different tevels of inoculation of Aphelenchus avenae by cotton seed dressing 
in soi1 infesied by Rhizoctonia solani 

Nombre Infestafion 
d’h. avenae par R. solani 
par graine Infestation 

Number of A. avenue with R. solani 
per seed 

Premier semis 
First sowing 

Deuxiéme semis 
Second sowing 

0 0 
0 

500 : 
1 000 
5 000 : 

0 0 
0 + 

500 
1 000 : 
5 000 -l- 

Plants levb 
Shot plants 

% 

95 
35 
58 
67 
97 

75 
67 
70 
83 
87 

Plants survivants Poids moyen 
aprés 3 semaines des planfs 
Plants still alive Average 

after 3 weeks weight 
of plants 

% d 

90 67,5 
23 30,o 
48 53,0 
55 54,5 
93 88,5 

65 49,5 
42 26,0 
47 33,0 
67 48,5 
85 52,5 

nier. L’arrière-effet observé lors du deuxième 
semis reste difficile à interpréter en raison 
notamment du phknomène de mycost.ase observe 
chez R. solani, ce qui conduit à une réduction 
de la maladie après une première infestaCon. 
La bonne réussite de I’expé;rimentation a été 
favorisée par les conditions de milieu, puisqu’à 
25-300 se situent non seulement l’optimum de 
croissance de R. soluni, mais aussi ceux de la 
germinat.ion des graines de cotonnier et. de la 
multiplicat.ion d’A. auelzae. 

les graines avec A. avenue. L’élevage de masse 
en fermenteur est, envisageable sur des substrats 
peu coûteux. Restent à préciser l’eff%acit,é et la 
rentabilité d’un t,el traitement dans diverses 
condit.ions édaphiques et culturales. 
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