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Résumé. Les populations saisonnieres de Tylenchulus semipenetrans dans le sol ne semblent pas régulées par I’éclosion des ceufs et
dépendraient de la fécondité des femelles et de la viabilité des larves dans le sol. La température extréme (Coup de sirocco) enre-
gistrée dans le sol pendant le mois de juillet 2000 semble affecter fortement la population du nématode. L’exposition z# vitro des
masses d’ceufs a cette température affecte faiblement 1’émergence des larves. En revanche, cette témpérature rendant les larves in-
festantes immobiles aprés seulement trois heures d’exposition est responsable de la mortalité de 99% des larves aprés une durée
de 12 heures. La durée de vie des larves exposées a la température de 34 °C n’est pas affectée par rapport 2 celle placées a 25 °C.
Cette température induit une quiescence larvaire. L’exposition des ceufs 2 cette température n’a pas d’effet sur la durée de vie des
larves émergentes mais affecte le sex-ratio aprés une durée de 24 heures. Ce résultat a été confirmé sur des masses d’ceufs récoltées
pendant le mois de juillet 2000. Le déclin de la population du nématode, pendant la période estivale, est lié donc a la température.
Pendant I’été 2001, ot la température n’est pas un facteur limitant la population, la durée de vie des larves issues des ceufs fraiche-
ment pondus diminue fortement puis elle se rétablit au début de 'automne.

Summaty. Seasonal variations and temperature effect on the soil potential inoculum of Tylenchulus semipenetrans. Seasonal popula-
tions of Tylenchulus semipenetrans in soil do not seem to be regulated by the hatching of eggs and depends on the fertility of fe-
males and the viability of juveniles in soil. The temperature of 34 °C recorded in soil during the month of July 2000 seems to
strongly affect the population growth of the nematode. I vitro, the exposure of eggs masses at this temperature reduced eclosion.
Motility of the juveniles decreased after tree hours exposure at this temperature. After 12 hours at 34 °C, 99% of juveniles died.
Juvenile senescence is not affected by this temperature, suggesting that it induces larval quiescence. The exposure of eggs to this
temperature had no effect on the mortality of emerging larvae but affected the sex ratio after a period of 24 hours. Similar results
were found with eggs collected during July 2000; the result shows that the decline of the nematode population, during the sum-
mer period is related to the temperature. During the summer 2001, when the temperature was not a limiting factor, the mortality

of larvae was less than in 2,000 and numbers increased in the beginning of the autumn.

Plusieurs travaux effectués sur des agrumes en vergers
montrent que les populations de Tylenchulus semipene-
trans Cobb fluctuent selon une évolution bi-modale avec
un pic au printemps et un pic en automne (Macaron,
1972; B’Chir et Kallel, 1992; Al-Sayed ez a/., 1993; Abd-
Elgawad ez al., 1994). Cette variation de I'infestation est
fonction de ’'abondance du systéme radiculaire (Duncan
et Noling, 1987), de I’dge des racines (Cohn, 1966), des
réserves en amidon des racines (Duncan et a/., 1993) et
des conditions abiotiques principalement la température
(Davis, 1984) et ’humidité du sol (Duncan et El Mor-
shedy, 1996). La période printaniére et automnale ou
régne une température variant entre 20 °C et 30 °C, est
optimale pour le développement des nématodes et no-
tamment I’éclosion des ceufs, I'infestation des racines par
les larves L2 et la ponte des ceufs (O’Bannon ez 4/., 1966;
Macaron, 1972 ). Les saisons hivernale et estivale corre-
spondent a une période ot la population du nématode
dans le sol décline. Des températures inférieures a 15 °C
bloquent I'éclosion des ceufs et les larves infestantes dans
le sol entrent en quiescence (Van Gundy ez 4l., 1967;
Baines et al., 1978; Cooper et Van Gundy, 1971), ce qui
leur permet de se maintenir dans le sol pendant de

longues périodes sans que leur pouvoir infectieux ne soit
affecté (Vilardebo et Luc, 1962; Cohn, 1966; Vilardebo,
1971). Cette tolérance des larves aux températures ex-
trémes est inversement liée 4 I’humidité relative du sol
(Tsai et Van Gundy, 1989). Des températures proches du
0 °C provoquent une létalité larvaire (Cohn, 1966). Le
déclin de la population du sol pendant 1’été est par con-
tre controversé, Duncan et Cohn (1990) impliquent les
facteurs biotiques dans la diminution de la population
larvaire estivale. Cohn (1964) explique que cette chute
de la population est liée 4 la réduction de la disponibilité
des racines nourriciéres a la pénétration et au développe-
ment du nématode. Enfin, Duncan et Eissenstat (1993)
relient ce déclin 4 une diminution de la disponibilité des
réserves énergétiques en sucre des racines.

Le but du présent travail est d’apporter des éléments
d’explication de la variation de la population du némato-
de T. semipenetrans en étudiant la fécondité des fe-
melles, Péclosion des ceufs et la viabilité des larves L2.
Cette étude tente d’expliquer la diminution de la densité
de population du nématode en prenant en compte 'dge
des masses d’ceufs, I’effet de température du sol sur
I’éclosion des ceufs et la mobilité des larves i vitro.
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MATERIELS ET METHODES

Les racines naturellement infestées par Tylenchulus
semipenetrans ont été prélevées entre 0 et 30 ¢cm de pro-
fondeur, selon la technique décrite par Duncan (1986);
dans un verger d’oranger greffé sur bigaradier (Citrus
aurantium L.) installé sur un sol sablonneux situé au
Cap Bon dans la région agrumicole de la Tunisie. Les
jeunes radicelles prélevées sont nettoyées délicatement a
I'eau de robinet pour les débarrasser de la matiére orga-
nique et des particules du sol. Sous loupe binoculaire,
les masses d’ceufs ont été séparées délicatement des ra-
cines nourriciéres grice a une aiguille.

1. Evolution saisonniére de I'inoculum potentiel du
nématode dans le sol

Les racines sont prélevées dans un verger naturelle-
ment infesté aux dates suivantes: 30 juillet 2000 (été), 10
octobre 2000 (automne), 1" février 2001 (hiver), 30 mai
2001 ( printemps) et 30 juillet 2001 (été).

1.1. Eclosion des ceufs du nématode a 25 °C

A chaque date, un total de 50 masses d’ceufs sont pré-
levées sur les racines et réparties dans cinq boites de pé-
tri de 50 mm de diameétre dans environ 30 ml d’eau dis-
tillée. Les boites sont mises a incuber a 'obscurité et a
25 °C, température optimale d’éclosion et de développe-
ment du nématode (Macaron, 1972; O’Bannon et 4.,
1966). Les larves sont dénombrées dans I'eau tous les
deux jours. Une fois que ’éclosion est achevée, les
masses d’ceufs sont dilacérées dans une goutte d’eau
entre lame et lamelle et les ceufs non éclos sont dénom-
brés sous loupe binoculaire.

1.2. Fertilité des femelles

Un lot d’une soixantaine de masses d’ceufs délicate-
ment prélevées sont dilacérées dans une goutte d’eau
distillée entre lame et lamelle afin de dénombrer sous
loupe le nombre d’ceufs pondus.

1.3. Mortalité des larves 2 25 °C

Six lots de deux cents masses d’ceufs environ prélevées
des échantillons de racine sont placées dans un tamis
dont les mailles ont 1 mm de diamétre sur une double
épaisseur de papier en cellulose. Les tamis sont placés
dans des boites de Pétri de 90 mm de diametre contenant
de I'eau distillée puis placées a incuber a 25 °C. L'eau est
remplacée quotidiennement. Au cinquiéme jour d’incu-
bation les larves écloses sont récupérées et placées dans
des boites de pétri de 50 mm de diamétre. Ce lot de six
boites a été placé a 25 °C et a I’obscurité dans un incuba-
teur. L’observation consiste 2 dénombrer les larves
mortes aprés 0, 2, 4, 8, 16, 24, 32, 48, 64, 80, 96, 112 et
128 jours d’incubation.

2. Effet de la température extréme estivale sur I'inocu-
lum potentiel du nématode dans le sol

2.1. Eclosion des ceufs de 34 °C

Dix masses d’ceufs de T. semipenetrans sont instal-
lées par boites de Pétri de 50 mm de diamétre dans 30
ml d’eau distillée environ. Un lot de cinq boites conte-
nant les masses d’ceufs a été incubé a 25 °C et un lot de
20 boites de pétri a été exposé a 34 + 1 °C. Apreés 1, 2,
3 et 4 semaines, un lot de cing boites, prélevé au ha-
sard, est transférés a 25 °C. A I’éclosion, les masses
d’ceufs sont dilacérées dans une goutte d’eau entre la-
me et lamelle et les ceufs non éclos sont dénombrés
sous loupe binoculaire.

2.2. Effet du transfert des ceufs de 34 °C a 25 °C sur la
mortalité des larves émergeantes et les males
Environ cinq cent masses d’ceufs sont placées dans
un tamis sur une double épaisseur de papier en cellulo-
se. Les tamis sont placés dans des boites de Pétri de 90
mm de diamétre contenant de I'eau distillée. Un lot est
placé a 25 °C et trois lots de masses d ‘ceufs sont expo-
sés 2 34 °C pendant 6, 12 et 24 heures. L'eau est ensuite
remplacée par une a 25 °C et les masses d’ceufs sont
mises a éclore a 'obscurité a 25 °C. L'eau est remplacée
quotidiennement. Au cinquié¢me jour d’incubation les
larves écloses sont récupérées et placées dans des boites
de Pétri de 50 mm de diamétre. L'observation consiste a
dénombrer les males et les larves mortes apres 0, 2, 4, 8,
16, 24,32, 48, 64, 80, 96, 112 et 128 jours d’incubation.

2.3. Mortalité des larves a 34 °C et effet du transfert
des larves de 34 °C 2 25 °C

Un millier de masses d’ceufs est mis a éclore de la
méme maniére que 'expérience précédente. Un lot de
six boites a été placé a 25 °C et douze lots de quatre
boites sont disposés au hasard dans un incubateur o
régne une température de 34 + 1 °C. Aprés 0 hr, 1/4 hr,
1/2hr, 1 hr, 1 hr1/2 ,2 hr,,2 hr 1/2, 3 hr, 6 hr, 12 hr,
24 hr, 36 hr et 48 hr a4 34 °C, les larves mobiles sont dé-
nombrées, puis les boites de Pétri sont transférées a 25
°C. Apres 1, 4, 8, 16, 32, 48, 64, 80, 96 et 112 jours, les
larves vivantes sont dénombrées. Une larve est considé-
rée vivante lorsqu’elle est mobile, sa partie antérieure
est mobile et bouge aprés excitation mécanique par un
poils ou apreés exposition aux radiations lumineuses.

3. Mortalité des larves et la fécondité des femelles
pendant la période estivale

Durant I'année 2001, un échantillonnage mensuel a
été effectué dans le méme verger entre le 30 mai et le 30
aofit.

Pour chaque échantillon, la mortalité des larves et la
fécondité des femelles (nombre d’ceufs par masse
d’ceufs) ont été évaluées de la méme maniére que pour
les essais relatifs a ’évolution saisonniére de I'inoculum
potentiel dans le sol du nématode.



RESULTATS

L’émergence des larves ne varie pas en fonction des
saisons (Fig. 1). Le pourcentage d’éclosion en moyenne
est de 87,6% pendant le printemps, 80,2% pendant
"été, 91,5% pendant Pautomne et 85,1% pendant I’hi-
ver. La variabilité de nombre d’ceufs par masse d’ceufs
est beaucoup plus importante en automne et en hiver
qu’en printemps et en été. La fécondité des femelles
augmente 2 partir du printemps et devient maximale en
hiver (Tableau I).

Lévolution de la sénescence larvaire dans 'eau et a
25 °C présente deux phases. Un pic entre 0 et 16 jours
relatif 2 la biologie du male qui se développe en absence
de la plante-héte en passant par différents stades lar-
vaires séparés par des mues, succédé par une phase rela-
tive a la mortalité naturelle des larves femelles (Fig. 2).
L’importance du pic correspondant au développement
des males est fonction des saisons. Ce pic est absent
pendant I’été 2000 (Fig. 2), période pendant laquelle la
température du sol a dépassé a deux reprises les 35 °C
(coup de sirocco). Par contre en été 2001 ou les coups
de sirocco étaient absents, ce scénario ne s’est pas re-
produit (Fig. 3). La viabilité des larves femelles est signi-
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ficativement plus élevée au printemps que pendant les
autres saisons de 'année. En effet, a 24 jours d’incuba-
tion, le pourcentage de larves vivantes au printemps est
de 62% puis tombe a 23%, 37% et 23% respective-
ment en automne, en hiver et en été. La durée de vie
des larves issues de la ponte printaniére est de 128 jours.
Alors que la durée de vie des larves issues de ponte esti-
vale est de 64 jours, les pontes automnales et hivernales
donnent des larves a viabilité intermédiaire.

Les ceufs exposés a une température de 25 °C éclosent
rapidement et I'émergence des larves a cette température
s’achéve aprés 20 jours d’exposition. L'exposition a une
température de 34 °C a pour conséquence |’émergence
d’une faible portion de larves présentes dans la masse
d’ceuf et le blocage de ’éclosion des ceufs embryonnés et
en phase de développement, le transfert des ceufs 4 une
température de 25 °C (Fig. 4) permet sans temps de la-
tence I'émergence des larves a la méme vitesse que les
nids témoins. Cette vitesse diminue en fonction de la pé-
riode d’exposition 4 une température de 34 °C,

Le pourcentage d’éclosion des ceufs apres exposition
a une température de 34 °C diminue de 40% aprés une
semaine d’éclosion puis diminue faiblement pour at-
teindre 20% aprés une exposition pendant quatre se-
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Fig. 1. Evolution de I’éclosion a 25 °C des ceufs de T. semipenetrans récoltés pendant les différentes saisons (depuis 'automne
2000 jusqu’a I’été 2001). Les barres correspondent aux intervalles de confiance 4 P = 0,05 et les moyennes du pourcentage d'éclo-
sion des ceufs suivies des mémes lettres (a, b) ne sont pas significativement différentes selon le test de Student, Newman et Keuls

a la probabilité P = 0,05.

Tableau I. Evolution de la fécondité des femelles en fonction des saisons.

Eté 2000 Automne 2000 Hiver 2000 Printemps 2001 Eté 2001
Nombre d’ccufs/femelle 17,8 be 21,6 cd 25,7d 12,3 ab 11,6 a
Ecart-type 12,6 18,1 29,9 10,4 11,4
Amplitude 0-43 0-81 2-165 0-39 0-51

Les moyennes précédant des lettres différentes (a,b) sont significativement différentes 2 la probabilité.P = 0,05 selon le test de Student-

Newman et Keuls.
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Fig. 2. Evolution de la survie (exprimée par la mobilité) 4 25 °C des larves infestantes de deuxiéme stade de T. semipenetrans is-
sues de masses d’ceufs récoltées pendant les différentes saisons. Les barres correspondent aux intervalles de confiance a P = 0,05.
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Fig. 3. Evolution de la température du sol 2 deux profondeurs dans la région agrumicole de la Tunisie (Cap Bon) pendant les péri-
odes estivales 2000 et 2001.



maines (Fig. 4).

La viabilité des larves émergentes n’est pas modifiée
par I'exposition des ceufs a la température extréme
(Fig. 5A). Par contre, leur exposition pendant 24 heures
a 34 °C a pour effet d’atténuer fortement le pic corres-
pondant au développement des males. En effet, aprés
I’exposition a cette température, le pourcentage des
males passe de 25% a 10% (Fig. 5B). Ces résultats sont
également obtenus pendant le mois de juillet 2000 (Fig.
4) période ot1 il a fait relativement chaud (Fig. 3)

La température a un effet sur la mobilité des larves et
sur leur mortalité. L'exposition des larves a une tempéra-
ture de 34 °C a pour effet de diminuer leur mobilité pro-

Kallel et B’Chir 35

gressivement aprés une demi-heure pour s’annuler com-
plétement aprés trois heures (Fig. 6). La mortalité a cette
température débute a deux heures 30 minutes et aprés
12 heures d’exposition, 99% de nématodes restent im-
mobiles aprés un séjour de 24 heures a 25 °C (Fig. 7).
Lexposition des larves a des laps de temps différents a
34 °C agit sur la quiescence des larves. En effet, les larves
vivantes issues d’une exposition pendant une durée su-
périeure i trois heures a une température de 34 °C pré-
sentent une mortalité plus faible que celle issues aprés
un laps de temps plus court a cette température extréme
ou exposées a une température de 25 °C (Fig. 8).
Pendant ’été 2001, ou la température n’est pas un
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Fig. 4. Effet de 'exposition 2 34 °C 2 différentes périodes sur I'éclosion des ceufs de T. semipenetrans. Les moyennes suivies des
mémes lettres (a,b) ne sont pas significativement différentes selon le test de Student, Newman et Keuls a la probabilité de P =
0,05. (**) indique une différence hautement significative entre le coefficient de corrélation (1) et la valeur théorique nulle 2 la
probabilité P = 0,05,
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Fig. 5. Evolution de la survie (exprimée par la mobilité) des larves (A) et de la proportion de miles de T. semipenetrans (B) issus
de masses d’ceufs exposées a différentes périodes a 34 °C. Les barres correspondent aux intervalles de confiance 2 P = 0,05.
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Fig. 9. Evolution mensuelle de la viabilité des larves de T. semipenetrans pendant la période estivale. Les barres correspondent

aux intervalles de confiance 2 P = 0,05.

Tableau IL Evolution mensuelle de la fécondité pendant la période estivale.

30 mai 2001 30 juin 2001 30 juﬂlet 2001 30 aofit 2001
Nombre d’ceufs/femelle 123 a 7.8b 11,6 a 74b
Ecart-type 10,4 7.9 11,4 7,5
Amplitude 0-39 0-34 0-51 0-64

Les moyennes précédants des lettres différentes (a,b) sont significativement différentes 2 la probabilité P = 0,05 selon le test de Student-

Newman et Keuls.

facteur limitant la population du nématode, la fécondité
des femelles (Tableau II) et la longévité des larves (Fig.
9) ont été évaluées.

Le nombre d’ceufs par femelle varie fortement pen-
dant la période estivale 2001 avec deux pics en fin de
mois de mai et juillet sous I'effet du jeu de la ponte et de
Iéclosion. Malgré la ponte des ceufs par les femelles,
une dépression de la survie des larves est observée pen-
dant la période estivale. Cette sénescence des larves di-
minue d’abord de la fin mai jusqu’a la fin juin pour res-
ter minimal entre le mois de juillet et le mois d’aott. La
viabilité redevient en début de mois de septembre com-
me elle a été observée 2 la fin du printemps (Fig. 9).

DISCUSSION

Léclosion des ceufs ne semble pas réguler la popula-
tion du nématode dans le sol en fonction des saisons et
les facteurs biotiques, malgré leur présence, ne semblent
pas influencer la viabilité des ceufs et leur pouvoir
d’éclosion. La population larvaire du sol pendant les
différentes saisons dépend par contre du nombre
d’ceufs par masse d’ceufs et donc de la fécondité des fe-
melles. L'observation des nématodes sur les racines de

citrus provenant des mémes arbres et la variabilité sai-
sonniére du nombre d’ceufs par femelle montrent que
ce nématode présente deux générations par an. La pre-
miére population de femelles qui s’est fixée sur les ra-
cines au printemps pour pondre des ceufs jusqu’a la sai-
son hivernale. Cette population diminue fortement sous
effet des coups de sirocco survenant pendant la pério-
de estivale (Kallel et Abdelwahed-Ghariani, 2003). La
deuxiéme vague de femelles commence a pondre en au-
tomne et se maintient sur les racines pendant I’hiver.
Les ceufs produits par les femelles automnales sont a
I'origine de la population larvaire printaniére. La pré-
sence des deux populations de femelles avec des ni-
veaux de fécondité différentes pourrait expliquer la
grande variabilité observée en automne et en hiver.

La biologie du nématode des Citrus est sous I'in-
fluence de la phénologie de la plante héte et les condi-
tions abiotiques du sol. Pendant les différentes saisons,
la vitesse de I’éclosion et la mortalité des ceufs restent
identiques, ces résultats montrent que ’éclosion n’est
pas régulée (diapause) et que pendant la période estiva-
le la diminution de la population dans nos conditions
ne serait pas en rapport avec l’action biotique comme
cela a été proposé par Duncan et Cohn (1990). La via-
bilité des larves dans le sol, par contre, présente un
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effet saisonnier. La durée de vie des larves varie entre
64 et 128 jours a 25 °C pendant respectivement 1'été et
le printemps. Ces résultats confirment ceux obtenus
pat Van Gundy e# a/. (1967) sur la viabilité de T. sem:-
penetrans. La viabilité des larves est fonction des ré-
serves des ceufs et dépend donc de la période de ponte
(Cooper et Van Gundy, 1971). Lexposition des ceufs et
des larves a des températures extrémes a pour consé-
quence d’abaisser la population du nématode dans le
sol en agissant sur ’éclosion des ceufs et la viabilité des
larves (Cohn, 1966; Davis, 1984; Tsai et Van Gun-
dy, 1989). La température extréme de 34 °C enregistrée
dans le sol pendant la période estivale permet le bloca-
ge de I’éclosion des oeufs iz vitro. Les ceufs disposés en
masse résistent a cette température méme apres quatre
semaines d’exposition. Par contre, cette exposition agi-
rait sur le sex-ratio; les larves miles seraient plus sen-
sibles aux températures extrémes. L'évolution de la sé-
nescence des larves pendant I’année ot1 il y a eu deux
pics de chaleurs (été 2000) est identique que celle des
larves issues d’ceufs ayant subit une exposition de 24
heures a 34 °C. Ces résultats montrent que la tempéra-
ture a une action prépondérante sur la population du
nématode (Sorribas et al., 2000). Cohn (1966) a obtenu
les mémes résultats pour les températures extrémes in-
férieures (10 °C). Les larves de T. semipenetrans luttent
contre I'élévation de température par la diminution de
leur mobilité contrairement aux Meloidogyne javanica
(Van Gundy et 4/., 1967; Reversat, 1981a) et la consom-
mation d’oxygéne pour préserver leurs réserves (Co-
oper et Van Gundy, 1971; Reversat, 1981b, 1981c). La
quiescence de ces larves subsiste méme aprés le choc
thermique ce qui permet de préserver la sénescence des
larves. L'exposition élevée a cette température a pour
effet une mortalité des larves, ce qui pourrait expliquer
la forte baisse de la population du nématode dans le sol
pendant la période estivale. Pendant cette période, la
fécondité des femelles la plus élevée est enregistrée en
fin juillet (Duncan et Eissenstat, 1993). Pendant I’année
ou la température n’est pas un facteur limitant, la sé-
nescence des larves femelles varie entre 64 et 80 jours,
malgré la ponte d’ceufs pendant le mois de juillet. La
viabilité est, par contre, maximale entre la fin du prin-
temps (144 jours) et le début de I'automne (112 jours).
Cette dépression de la sénescence des larves pendant la
période estivale serait en rapport avec la diminution de
la matiére séche des racines (Kallel et Abdelwahed-
Ghariani, 2003) et la nutrition des femelles (Cooper et
Van Gundy, 1971). Ces résultats montrent que la ponte
est bloquée pendant la période estivale et que la femel-
le se remet a pondre pendant le mois d’aofit aprés la
croissance radiculaire. La diminution de la sénescence
larvaire et de la fécondité des femelles montre une large
adaptation de ce nématode a la culture et aux condi-
tions de températures estivales dans la région méditer-
ranéenne.
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