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La methode de centrifugation-flottation utili see pour extraire les 
nematodes d'echantillons de terre est basee sur Ie principe general 
suivant: 

Un melange de terre et d'eau est centrifuge une premiere fois 
et ainsi debarrasse de son eau. La centrifugation du sediment dans 
un liquide de separation d'une densite superieure a celle des nematodes 
met ceux-ci en suspension ou les fait surnager. On peut ensuite 
isoler les nematodes en passant Ie liquide a travers un tamis. Les 
liquides de separation les plus employes, en l'occurrence des solutions 
de saccharose, de MgS04 ou de ZnS04 d'une densite de 1,15 a 1,18, 
conviennent pour extraire les Tylenchidae d'echantillons de terre 
(Gooris et D'Herde, 1972; Hendrickx et aI., 1976). 

Ces solutions et densites ne permettent cependant pas l'extraction 
quantitative de Longidorus et Xiphinema spp., parce que ceux-ci 
sont si sensibles a l'activite osmotique de ces solutions, que beaucoup 
d'entre eux se plasmolysent pendant la phase de separation, vont 
au fond et sont ainsi perdus pour l'extraction. 

On peut contourner cette difllculte de deux fac;ons: 
en augment ant la densite des solutions de separation a un degre 
tel que les nematodes plasmolyses soient mis en suspension ou 
surnagent; 
en employant des solutions de separation adequates, dont l'activite 

(1) Centrifugal separation of Longidorus and Xiphinema from soil, utilizing 
colloidal silica. 
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osmotique est tres faible de sorte que les nematodes ne s'y plas­
molysent pas. 
Bowen et al. ont pub lie en 1972 un article sur la centrifugation 

a gradient de densite, appliquee pour Ie triage d'organismes plancto­
niques. Ils ont employe a cette fin une solution de silice colloldale, 
dont les caracteristiques sont: un COllt relativement peu eleve, une 
faible viscosite et l'absence a peu pres totale d'activite osmotique. 

Les recherches decrites ici visent a determiner si des solutions 
de ce genre sont utilisables pour extraire Longidorus et Xiphinema 
d'echantillons de terre. 

MATERIELS ET METHODES 

Les solutions examinees avaient ete choisies dans l'assortiment 
Ludox (2). Le tableau I reproduit leurs caracteristiques principales. 
Les solutions de silice colloldale au sols de silice sont des dispersions 
aqueuses de particules de Si02• Ces dispersions ont une reaction 
alcaline et les particules acquierent ainsi une charge negative, de 
sorte qu'elles se repoussent mutuellement et qu'il en resulte une 
solution stable. 

Le produit 130 M fait toutefois exception: il est une solution a 
reaction acide de particules de silice colloldale, auxquelles est applique 
de l'oxyde d'aluminium a charge positive; les particules ont donc 
acquis une charge positive et, par consequent, se repoussent aussi 
mutuellement. Dans la suite de ce texte toutes ces solutions sont 
appelees uniformement sols de silice. 

Tableau I - Caracteristiques des silices colloldales essayes. 

Produits pH Charge des Viscosite Poids 
particules (cp) specifique 

AM 9 neg'. 15 1,2 

AS 10 neg-. 15 1,2 
HS 30 % 10 lleg. 5 1,2 
HS 40 % 10 neg-. 16 1,3 
LS 8 neg', 7 1.2 

SM 10 neg'. 6 1,2 
TM 9 neg. 45 1,4 
130 M 4 pOB. 5-15 1,2 

(2) Ludox est la marque deposee de ces produits, fournis par Du Pont. 
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Il res sort du tableau I que la viscosite, exprimee en centipoises 
(cp), etait en general suffisamment faible. 

Afin de donner une idee de l'activite osmotique des autres so­
lutions de substances organiques et minerales utilisees pour ces 
recherches, Ie tableau II indique leur valeur osmotique approximative 
a la densite de 1,18. 

Tableau II - Valeur osmotique (5) a la densite 1,18 de solutions de separation 
courantes. 

Solutions S 
(g-moljl) 

Saccharose 1,28 

MgS04 1,06 

ZnS04 0,65 

Le material de test utilise pour taus les essais etait constitue 
d'echantillons de 2 sols sablo-limoneux infestes l'un de Longidorus 
caespiticola Hooper et l'autre de Xiphinema diversicaudatum (Mi­
coletzky) Thorne. 

Une centrifugeuse ({ Christ-type Universal Junior IllS)} a 4 tubes 
de 0,5 I a ete utilisee pour tous les essais. Sa force centrifuge relative 
est de 1950 g a une vitesse de rotation maximale de 2600 tours/minute. 

Les essais ont ete effectues en huit paralleles, chacun consistant 
en un tube centrifuger rempli de 0,5 I d'un melange de 50 ml de 
terre et d'eau. Ce melange etait prepare de la maniere suivante: un 
grand vase d'homogeneisation en forme d'entonnoir et d'une conte­
nance de 30 I a ete rempli avec un melange de 5 litres de terre 
dans 25 litres d'eau. Ce melange etait homogeneise pendant plusieurs 
minutes sous l'action d'air comprime introduit par Ie fond du vase. 
Le nombre necessaire de portions de 250 ml, contenant chacune 50 ml 
de terre, etait preleve de ce melange bouillonnant. Jusqu'a 100 portions 
egales de terre peuvent ainsi etre obtenues. Ces echantillons etaient 
en suite transvases dans les tubes centrifugeurs et allonges d'eau, 
jusqu'a un demi-litre. 

Le processus de centrifugation se deroulait comme suit: 5 ml 
de kaolin etaient ajoutes dans chaque tube et melanges intimement 
a son contenu au moyen d'un agitateur-vibrateur. Les tubes etaient 
en suite centrifuges pendant 4 min, apres lesquelles on versait l'eau 
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~urnageante. Apres melange du sediment avec Ie liquide test et homo­
geneisation au moyen de l'agitateur-vibrateur, on centrifugeait de 
ilouveau pendant 4 min. Le tube etait ensuite vide sur un tamis de 
5 [tm et Ie contenu entraine dans un godet sous l'action d'un fin jet 
d'eau en eventail. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les considerations concernant ['influence de la densite des liquides 
de separation osmo-actifs sur ['extraction de Longidorus et de Xi phi­
nema son empruntes a des donnees inedites, mais communiquees 
au XIIeme Symposium International de Nematologie (Coolen et 
D'Herde, 1974). 

Les observations qualitatives ont ete faites sur des cellules de 
comptage remplis de solutions de ZnS04 a densites de 1,15 - 1,20 -
1,25 - 1,30 - 1,35 et 1,40. Chaque cellule recevait 12 exemplaires de 
L. caespiticola. 

Les nematodes descendaient immediatement au fond dans la so­
lution a densite 1,15. A partir de (')= 1,25 ils commen~aient a rester en 
suspension et a partir de 1,35 tous flottaient a la surface de la solution. 

Ces comportements s'expliquent par Ie fait qu'a (')= 1,15 les nema­
todes se plasmolysent aussit6t et acquierent une densite superieure 
a 1,15. A mesure que la densite des solutions augmente, l'ecart entre 
la densite moyenne du corps du nematode plasmolyse et celle du 
liquide diminue. Un equilibre est atteint aux environs de (')= 1,25 
(suspension); a partir de (')= 1,35 les nematodes sont plus legers et 
montent a la surface. 

Transvases dans de l'eau pure, les nematodes reprennent tous 
leur forme normale, mais ils sont morts, noirs et difficiles a identifier 
selon Ie genre et l' espece. 

Pour les observations quantitatives des echantillons de 50 ml 
de terre ont ete preIeves, de la maniere deja decrite, dans un sol 
infeste de L. caespiticola et traites par la methode de centrifugation­
flottation a des densites de 1,15 - 1,20 - 1,25 - 1,30 - 1,35 et 1,40. 

Huit essais paralleles etaient effectues pour chaque densite. La 
figure 1 indique les nombres moyens de nematodes extraits pour 
chaque densite. 

II en ressort que la capture moyenne augmente jusqu'a la densite 
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Fig. 1 - Extraction de Longidoridae d'echantillons de terre, au moyen de 
solutions de ZnS04 de differentes densites. Ci-dessus: L. caespiticola; ci-dessous: 
X. diversicaudatum; n = nombre de nematodes par 100 ml de terre. 



1,25 et ne varie pratiquement plus au-deHL On peut admettre qu'a 
partir de cette densite les nematodes flottent et peuvent donc etre 
isoles. La qualite de cette capture est com me deja decrite. 

Un essai analogue a ete effectue au moyen de terre infestee de 
X. diversicaudatum (Fig. 1). La qualite de la capture et l'evolution 
du rendement peuvent etre decrites et interpretees de la meme fac,:on 
que pour L. caespiticola. 

Le test des sols de silice a eu lieu en deux phases, d'abord par 
l'etude de leur toxicite a l'egard des nematodes, et en suite par la 
comparaison de leur pouvoir d'extraction avec celui d'autres tech­
niques. 

L'etude de la toxicite visait a determiner jusqu'a quel point les 
differents sols de silice etaient nuisibles a la vitalite de Xiphinema 
et de Longidorus. Elle etait simplement basee sur la mobilite de ces 
nematodes apres un contact suffisamment long avec les solutions. 

Les animaux d'essai etaient X. diversicaudatum et L. caespiticola. 
Douze specimens bien mobiles ont ete introduits dans chaque solution 
et leur mobilite a ete relevee au bout de 15 minutes, c'est-a-dire apres 
Ie laps de temps que les nematodes passent normalement dans la 
solution de separation apres la deuxieme passe de centrifugation. lIs 
ont ensuite ete transferes dans l'eau pure et leurs mouvements ont 
ete observes de nouveau apres respectivement un quart d'heure, une 
heure et quatre heures. Les resultats de ces observations sont repro­
duits dans Ie tableau III. 

Tableau III - Mobilite des animaux d'essai apres sejour dans la solution et 
dans l'eau. 

Duree du sejour dans 

Produits Ia solution I' e a u 

1/4 h 1/4 h 1 h 4 h 

AS 
LS 
HS 
130 M 
AM 
8M 
TM 

it 

a 
c 
c 
c 
c 
c 

it 1\ 

a a 
c b 
c b 
c c 
c c 
c c 

a = tous les nematodes restent mobiles; b = seulement une partie 
matodes restent mobiles; c = tous les nematodes sont immobiles. 

- 200-

a 
a 
b 
b 
c 
c 
c 

des ne-



Il ressort de ce tableau que les nematodes sont devenus immo­
biles dans trois solutions, en l'occurrence AM, SM et TM, et Ie sont 
reste dans l'eau pure. Ils ont perdu leur mobilite dans les deux 
solutions HS et 130 M, mais une partie d'entre eux l'a retrouvee 
apres un sejour suffisamment long dans l'eau, et enfin ils ont gar de 
toute leur mobilite dans les deux solutions AS et LS. 

Le pouvoir d'extraction des deux meilleurs produits, AS et LS, 
a ete compare avec celui de deux solutions tres utilisees, la solution 
de saccharose et la solution de MgS04, a la densite 1,18. Deux autres 
methodes, basees sur un principe different, nommement l'elutriation, 
ont ete incluses dans la comparaison. Ces methodes sont celles de 
l'eIutriation et du tamis de D'Herde et Van Den Brande (1964) et celIe 
de l'elutriation et du filtre en cellulose d'Oostenbrink (1960) (Fig. 2). 
Les echantillons utilises dans ces deux methodes contenaient 100 ml 
de terre, au lieu de 50 ml. Dans Ie tableau IV la capture moyenne 

est indiquee par X et Ie coefficient de variation par C. 

Tableau IV - Comparaison de methodes pour l'extraction de Xiphinema et de 
Longidorus spp. 

X. diversicaudatum L. caespiticola 
Methodes 

X- C X- C 

Centrifugation a l'AS 2771 8 30
1 

15 
Centrifugation au LS 263 8 32 19 
Centrifugation au MgS04 52 24 53 
Centrifugation au Saccharose 23

1 

32 1 47 
Methode de l'elutriation et du 

filtre en cellulose 15 65 1 46 
Methode de l'elutriation et du 

tamis 129 8 13 17 

X: nombres moyens de nematodes exprime par 100 ml de terre (n = 8); 
C: coefficient de variation. 

Les donnees ont ete soumises a l'analyse des variances pour 
P = 0,05. Un trait vertical relie toutes Ie moyennes qui ne different 
pas significativement entre elles. 

Le tableau auto rise les conclusions suivantes: 
aussi bien pour Xiphinema que pour Longidorus, les chiffres 
obtenus avec AS et avec LS ne different pas significativement entre 
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Fig. 2 - Comparaison de methodes pour l'extraction de Longidoridae; gauche: X. diversicaudatum; droite: L. caespiticola; A: me­

thode centrifugation-flottation a I'AS; B: methode centrifugation-flottation au LS; C: methode centrifugation-flottation au MgSO,; D: me­
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eux, mais different significativement des chiffres relatifs a tous les 
autres traitements. 
Dans Ie groupe des quatre autres traitements, la methode du tamis 
donne, pour les deux especes de nematode, des resultats moyens 
significativement plus eleves que les autres. Dans la discussion 
relative a ce groupe, il n'est tenu compte que des resultats obtenus 
avec Xiphinema, les nombres de Longidorus etant trop peu eleves. 
II apparait ainsi que Ie filtre en cellulose et la centrifugation en 
solution de saccharose donnent Ie moins bon resultat. Le fait que 
la capture est significativement plus grande apres la centrifugation 
en solution de MgS04 qu'apres la centrifugation en solution de 
saccharose est imputable a la plus faible valeur osmotique de la 
premiere solution (Tableau II). 
Comparees avec les autres techniques, les centrifugations en sols 
de silice AS et LS et la methode de l'elutriation et du tamisage 
donnent les coefficients de variation les moins eleves, ce qui indique 
une reproductibilite plus grande. Le fait que ces coefficients sont 
plus eleves pour Longidorus que pour X iphinema est accidentel, 
ces derniers nematodes ayant ete presents en moins grand nombre 
dans les echantillons. 
Afin de determiner Ie degre d'approche du contenu reel d'un 

echantillon, on a determine pour un des produits, Ie LS, Ie rendement 
de la centrifugation. Apres avoir centrifuge l'echantillon de terre dans 
de l'eau, on a centrifuge Ie sediment trois fois de suite dans la solution 
de LS. La somme des trois captures est consideree comme Ie contenu 
total et Ie rendement est la capture apres la premiere centrifugation, 
exprimee en pour cent de la capture totale. Le tableau V reproduit, 

pour les trois centrifugations, les nombres moyens de nematodes (X) 
provenant de 8 essais paralleles. 

Tableau V - Rendement de la methode de centrifugation avec le LS comme 
liquide de separation. 

Xiphinema Longidorus 
Passe de centrifugation 

X % X % 

1cre 268 94 35 97 
2eme 15 5 1 3 
3eme 1 1 0 0 

Total 284 100 36 100 

X: nombre moyen de nematodes par passe de centrifugation (n = 8). 
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II ressort de ce tableau que, aussi bien pour Xiphinema que pour 
Longidorus, Ie rendement, c.a.d. la capture de la premiere centrifu­
gation est tres eleve et depasse 90QiJ. 

CONCLUSION 

Si l'on emploie des solutions de separation a substances osmoti­
quement actives, par exemple au ZnS04, on peut effectivement augmen­
ter les captures de Longidorus et de Xiphinema en augmentant la 
densite de ces solutions, mais les animaux extraits sont morts et 
difficiles a identifier lors de la determination du genre et de l'espece. 

II ressort de la comparaison de differentes techniques d'extraction 
que la centrifugation dans des solutions de produits sans activite 
osmotique donne la capture de loin la plus abondante. De plus, Ie 
contenu reel de l'echantillon est approche de tres pres, comme Ie 
demontre la determination du rendement. Si l'on considere en outre 
la grande reproductibilite des resultats, on peut conclure a la grande 
precision de la technique de centrifugation en faisant emploi de so­
lutions osmo-inactives. 

Dans la pratique, on cons tate toutefois que la quantite de kaolin 
qui reste en suspension au terme de la centrifugation est plus grande 
quand on emploie un silice collo"idale que lorsqu'on emploie du 
saccharose ou Ie MgS04. Ceci est sans doute imputable a l'une ou 
l'autre interaction, encore inexpliquee, de la solution colloi"dale et 
du kaolin. C'est pourquoi l'on vide Ie tube centrifugeur sur un tamis 
libre de 10 [tm, a travers lequel il est facile de faire passer Ie kaolin 
au moyen d'un peu d' eau. 

On cons tate egalement que, pour un meme echantillon, les so­
lutions colloi"dales gardent plus de matieres organiques en suspension 
que ne Ie font les solutions de saccharose ou de MgS04. Ceci est pro­
bablement du au fait que des residus organiques encore insuffisamment 
decomposes se plasmolysent et se deposent dans ces solutions, mais 
non dans les sols de silice. Ce genre de pollutions, tres variables, 
de l' eau de lavage du tamis ne gene que peu ou pas de tout Ie comptage 
de ces nematodes relativement grands. 
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RESUME 

Une expenence a consiste a essayer differents sols de silice de la gamme 
< Ludox ' (Du Pont), a savoir AS, AM, HS, LS, SM, TM et 130 M, avec X. diversi­
cauda tum et L. caespiticola comme animaux d'essai. Dans la premiere partie 
de l'experience, ces sols ont ete testes a la densite de 1,18 sous Ie rapport de 
leur toxicite a l'egard des nematodes precites. Ceux qui nuisaient a la vitalite 
des nematodes ont ete elimines. Dans la deuxieme partie de l'experience, Ie pou­
voir d'extraction des solutions retenues a ete etudie par comparaison avec celui 
de solutions de saccharose et de MgS04. De plus, deux autres methodes, basees 
sur un autre principe, ont ete introduites dans la comparaison; ce sont la «me­
thode de l'elutriation et du filtre en cellulose» et la « methode de l'elutriation 
et du tamis». Se basant sur les resultats obtenus, les auteurs decrivent une 
methode qui amcliore l'extracion quantitative de Longidoridae. 

RIASSUNTO 

Estrazione per centrifugazione di Longidorus e Xiphinema dal terreno me­
diante silice colloidale. 

Sono state eseguite delle prove di estrazione di Longidorus caespiticola 
Hooper e Xiphinema diversicaudatum (Micoletzky) Thorne dal terreno mediante 
silice colloidale, appartenente al tipo «Ludox» (Du Pont). E stata saggiata la 
tossicita di: AS, AM, HS, LS, SM, TM e 130 M a densita 1,18 nei confronti dei 
suddetti nematodi. L'efficienza di estrazione dei prodotti non tossici e stata poi 
paragonata a quella del saccarosio e dell'MgS04 ed a quello dei metodi dell'elu­
trazione pili filtro di cellulosa e dell'elutrazione pili setacci. Sulla base dei risul­
tati ottenuti viene messo a pun to un metodo migliorato per l'estrazione quanti­
tativa di Longidoridae. 

OUVRAGES CITES 

BOWEN R. A., ONGE J. M. et PRICE C. A., 1972 - Density-gradient centrifugation as 
an aid to sorting planktonic organisms. 1. Gradient materials - Marine Bio­
logy, 14: 242-247. 

COOLEN W. A. et D'HERDE C. J., 1974 - Influence of the separation liquid used during 
the centrifugal flotation process on the extraction of Longidoridae. Com­
munication ou XIIeme Symposium International de Nematologie, Grenade, 
sept, 1974 (inedite). 

-- 205 -



D'HERDE C. J. et VAN DEN BRANDE J., 1964 - Distribution of Longidorus and Xiphine­
ma spp., in strawberry fields in Belgium and a method for their quantitative 
extraction. Nematologica, 10: 454-458. 

GOORIS J. et D'HERDE C. J., 1972 - A method for the quantitative extraction of 
eggs and second stages juveniles of Meloidogyne spp. from soil. Publica­
tion de la Station de nematologie et d'entomologie, 36 pp. 

HENDRICKX G., COOLEN W. A. et MOERMANS R., 1976 - Influence de la nature et de 
la densite des liquides de separation sur les nematodes pendant Ie pro­
cessus de centrifugation-flottation. Nematol. medit., 4: 31-40. 

OOSTENBRINK M., 1960 - Estimating nematode populations by some selected me­
thods. DANS: J. N. Sasser and W. R. Jenkins: Nematology, The University 
of North-Carolina Press, Chapel Hill, 85-102. 

Accepte pour la publication Ie 30 Aout 1977. 

- 206 


