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Résumé

L’une des contraintes a la production du niébé est la pression parasitaire provenant des insectes et maladies. L objectif de 1’étude
était d’évaluer, au laboratoire, I’efficacité de I’huile de neem, du champignon entomopathogéne Beauveria bassiana et de leur
combinaison sur les larves de Maruca vitrata, ravageur majeur du niébé en culture. Le traitement a ’huile de neem (riche en
azadirachtine) a ¢té fait en nourrissant les larves de M. vitrata avec des graines de niébé prégermées trempées dans 1’huile de neem.
Le traitement au B. bassiana a consisté en une application topique de 2ul de la solution fongique déposée sur le corps de chaque
larve. Pour tester I’efficacité de la combinaison des deux biopesticides, 2 ul de B. bassiana ont été déposés sur chaque larve une
heure aprés sa mise en contact avec les graines prégermées traitées a I’huile de neem. Le dispositif utilisé était un bloc complétement
aléatoire avec quatre répétitions. La mortalité a été observée quotidiennement. Les taux de mortalité des larves de M. vitrata ont
augmenté avec la dose de B. bassiana et les jeunes larves ont été plus sensibles que les plus agées. La sensibilité a 1’azadirachtine
était accentuée sur les jeunes chenilles avec un taux de mortalité élevé de 96,66 + 1,92% a 100,00 + 0.00%. Le taux de mortalité des
larves est plus élevé avec la combinaison des deux pesticides variant entre 65 £6,87% et 100+0,00%. L’interaction des deux était
de type synergique ou additif. L’analyse de régression de Cox a indiqué que les différentes doses du champignon ont un prédicateur
significatif dans la mortalité des larves de M. vitrata. Les biopesticides testés semblent étre de bons candidats pour la gestion de M.
vitrata dans les champs de niébé.

Mots clés: Niébé, huile de neem, Beauveria bassiana, Maruca vitrata, Mortalité larvaire.

Abstract

Laboratory assessment of the effect of the combination of neem oil with the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana
against Maruca vitrata (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae)

One of the major constraints to cowpea production is biotic pressure from insects and diseases. The objective of the study was to
evaluate, in the laboratory, the efficacy of neem oil, the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (isolate Bb 115) and their
combination on the larvae of Maruca vitrata, major cowpea field pests. Neem oil treatment was done by feeding of M. vitrata
larvae using pre-germinated cowpea seeds soaked in neem oil. B. bassiana treatment consisted of a topical application of 2 pl of
the fungal solution on the body of each larva. For the combination, 2 pl of B. bassiana were applied to each larva an hour after their
submission to the pre-germinated seeds infected with neem oil. The different treatments were arranged in a completely random
block design with four replicates. Larval mortality was checked daily. Results revealed that the mortality rates increased with B.
bassiana doses, young M. vitrata larvae being more susceptible than the older ones. Susceptibility to Azadirachtin was higher in
young caterpillars with a mean mortality rate ranging between 96.66 + 1.92% and 100.00 + 0.00%.The larval mortality rate is
higher with the combination of the two pesticides ranging between 65 + 6.87% and 100 + 0.00%. The interactions were synergistic
or additive in neem oil and B. bassiana combinations. Cox regression analysis indicated that different doses of the fungus had a
significant predictor in the mortality of M. vitrata larvae. The results showed that the biopesticides tested could be good alternative
for M. vitrata management in cowpea.
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Introduction kg/ha (OBEPAB, 2004) malgre les qualités agronomiques de
cette plante et les conditions pédoclimatiques favorables a sa
culture. La contrainte majeure a la production du niéb¢ est la
pression parasitaire provenant des insectes et maladies. Le
¢conomique du monde rural est considérable. Il est produit niébé est en effet, une plante’ d? prec’hlec‘uon des msec:[es ot
dans les régions péri-urbaines et rurales des zones tropicales est donc attaqué depuis la levée jusqu’en stocks par différents

et équatoriales (Mortimore ef al, 1997). En Aftique de insectes ravageurs. Les plus connus et les plus dévastateurs
I"Ouest, le rendement moyen du nicbé ne (iépass e guére 600 des cultures et des stocks de cette denrée sont Maruca vitrata
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Le niébé, Vigna unguiculata (L.) Walp., principale
légumineuse en Afrique occidentale est une plante dont
la contribution a la sécurité¢ alimentaire et a la croissance
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Fabricius (Lepidoptera : Crambidae), Megalurothrips sjostedti
Trybom (Thysanoptera: Thripidae), Aphis craccivora
Koch (Homoptera: Aphididae), Clavigralla tomentosicollis
Stil (Hemiptera : Coreidae), Callosobruchus maculatus F.
(Coleoptera: Chrysomelidae- Bruchinae). (Liao et Lin, 2000
; Egho, 2011). Les dégats provoqués par ces ravageurs sont
en général importants si bien que la production du niébé est
totalement hypothéquée en I’absence de toute mesure de
protection phytosanitaire. L'un de ses ravageurs importants est
la foreuse de fleurs et de gousses M. vitrata. Elle a une tres
large distribution géographique dans les régions tropicales
et subtropicales ou elle est responsable de dégats parfois tres
graves (Singh et Allen, 1979). Selon Atachi et al. (2007), les
dommages et les pertes de rendement dus a cet insecte se
situent entre 20 et 80%. Pour lutter contre ces ravageurs, les
producteurs ont recours aux produits chimiques de synthése,
dont I'usage abusif entraine des effets néfastes aussi bien sur
I’environnement que sur la santé humaine (Ekesi, 1999). I
s’avére donc nécessaire de développer d’autres méthodes
alternatives de lutte contre les ravageurs du niébé. L'une d’elles
est la lutte biologique qui implique 'usage d’auxiliaires dont
les prédateurs, les parasitoides et des microorganismes (Van
Lenteren et al., 2006). Les biopesticides testés jusqu’a présent
sont d’origine végétale ou microbienne. Il s’agit essentiellement
de T'huile de neem et du champignon entomopathogene
Beauveria bassiana. Des travaux récents ont montré que I’huile
de neem était toxique pour les chenilles de Sylepta derogata
Fabricius (Lepidoptera : Pyralidae). 1l existe une corrélation
positive entre le taux de mortalité et la concentration (Ganda
et al., 2018). Aussi, ce pesticide d’origine botanique est plus
efficace que I’insecticide chimique, la Deltaméthrine dans
la gestion des ravageurs du niébé et améliore son rendement
(Toffa-Mehinto et al., 2014a). Des especes de champignons
telles que Beauveria bassiana ont ét¢ identifiées comme des
microorganismes prometteurs dans la lutte contre M. vitrata
(Tofta Mehinto et al., 2014b). La virulence de cet isolat a été
prouvée aussi bien au laboratoire qu’en milieu paysan sur les
différents stades larvaires de M. vitrata (Toffa Mehinto ef al.,
2014c¢). Le taux de mortalité des larves de M. vitrata a été
proportionnel a I’augmentation du nombre de conidies par
millilitre contenu dans la solution. S’agissant de I’huile de neem
Sokame et al. (2015) ont démontré que les taux de mortalité
des larves de M. vitrata avaient augmenté avec I’élévation
de la concentration de I’huile de neem. De méme, Jackai et
Oyediram (1991) ont prouvé que I'huile de neem a 5% avait un
effet inhibiteur prononcé sur les chenilles de M. vitrata.

On s'emploie aujourd'hui a combiner ces types de biopesticides
le plus souvent utilisés seuls pour lutter contre certains insectes
nuisibles spécifiques dans 1’optique d’améliorer leur spectre
d’action. Cependant, les effets qu'entrainent ces combinaisons
ne sont pas nécessairement synergiques ni méme additionnels.

L’objectif de I’étude a été d’évaluer I’efficacité de 1’huile de
neem, de B. bassiana (isolat 115) et de leurs combinaisons
contre M. vitrata.

MATERIEL ET METHODES
Sites d’étude

De juillet 2017 a mars 2018, les travaux ont ét¢ conduits
au laboratoire d’entomologie de la station de [I’Institut
International d’ Agriculture Tropicale (IITA-Bénin) au Bénin ot
la température moyenne €tait de 26,75 + 0,27°C et ’humidité
relative moyenne de 54,45 + 1,99%.
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L’TITA-Bénin est située a Togoudo (06°2155°N, 02°2550°E)
dans la commune d’Abomey-Calavi, département de
I’Atlantique, au Sud du Bénin; a 12 km au Nord-Ouest de
Cotonou (capitale économique de la République du Bénin) et a
2,5 km environ de la voie inter Etat Cotonou-Bohicon avec une
altitude de 15 m au-dessus de la mer.

Dispositif expérimental

L’essai a été conduit suivant un dispositif en blocs complétement
aléatoires, incluant plusieurs facteurs. Il s’agit des stades de
développement de I’insecte test, I’huile de Neem, I’isolat de B.
bassiana Bb 115 et les combinaisons a base d’huile de neem et
de Bb 115. Les modalités des facteurs se présentent comme suit:

- Témoin absolu sans aucun traitement ;

- Huiledeneem alaconcentrationde 12%. Cette concetration
a été choisie suite aux différents travaux effectués a ’'IITA
station Bénin sur les différentes concentrations de 1’huile
de neem (Mikpon-ai, 2017 ; Mama et al., 2016);

- Trois niveaux de conidies (poudre) du champignon Bb 115
issu d’une larve de M. vitrata et produite au laboratoire de
pathologie de I’'TITA-Bénin : 107 conidies/ml ; 10%conidies/
ml ; 10° conidies/ml. Ces différentes concentrations ont été
obtenues par dilution dans I’eau distillée des conidies de B.
bassiana, isolat Bb 115;

- troisniveaux de combinaison de I’huile de neem 12% + Bb
115 notamment 10’conidies/ml et 12% d’huile de neem;
108 conidies/ml et 12% d’huile de neem; 10° conidies/ml et
12% d’huile de neem.

Procédure d’application des biopesticides

-Test avec huile de Neem : les graines prégermées de ni¢bé
ont été trempées pendant 30 a 45 minutes dans I’émulsion
de I’huile de Neem. Elles ont ensuite été retirées et séchées
par ventilation dans les conditions ambiantes pendant 10
a 15 minutes. Deux de ces graines traitées a I’huile de
neem ont été ensuite déposées dans des boites de 30 cm’
contenant une larve soit L , L, L,, L, ou L, de M. vitrata.
Chaque traitement a ét¢ répét¢ quatre fois.

- Tests avec Bb 115 : deux microlitres de la dilution de Bb
115 aux concentrations de 107 conidies/ml, 10® conidies/
ml et 10° conidies/ml ont été utilisées par application
topique sur chaque stade larvaire L, L, L,, L, ou L, de
M. vitrata déposée dans des boites contenant deux graines
prégermées de nié¢bé. Chaque traitement a été répété quatre
fois.

- Tests avec combinaison d’huile de neem et de Bb 115 : une
heure aprés exposition des larves L, L,, L,, L, ou L, de
M. vitrata aux graines prégermées et traitées a I’huile de
neem, 2 pl de la suspension de Bb 115 aux concentrations
107conidies/ml ; 10® conidies/ml; 10° conidies/ml ont été
déposées sur chaque larve. Chaque traitement a ét€ répété
quatre fois.

Collecte des données

Pour chacune des situations expérimentales, un suivi a été
effectué pendant 14 jours pour relever la mortalité larvaire
et 14 jours pour le suivi de la sporulation. Les insectes morts
par Bb 115 dans les traitements uniques ou associatifs ont été
incubés dans des boites de pétri contenant du papier filtre pour
1’observation de la sporulation. La sporulation est la production
de conidies sur le corps de I’insecte hote.
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Analyses des données

L’analyse descriptive des données collectées a été faite a ’aide
du tableur Excel. Les taux de mortalité¢ et de sporulation ont
subi une transformation arc sinus avant toute analyse pour
normaliser les données. Les comparaisons statistiques entre les
différents traitements ont été réalisées a ’aide d’une analyse
de la variance (ANOVA) utilisant le logiciel SAS version
9.2. Lorsque I’analyse de variance révele des différences
significatives le test de séparation des moyennes de Student-
Newman-Keuls (SNK) a été appliqué au seuil de 5% par la
procédure <<General Linear Models>>(GLM).

Le Temps Moyen de Survie (TMS) a été calculé en utilisant
une analyse de Kaplan Meier de survie (SPSS 16). Les TMS
ont été transformés en log, avant d'étre soumis a une analyse
de variance (ANOVA). Les différents traitements ont été
compargs, utilisant le logiciel SPSS, 16. Lorsque les valeurs
de F sont statistiquement significatives, les moyennes ont ét¢
comparées a I’aide du test SNK (Student-Newman-Keuls) au
seuil de probabilité de 5%.

Estimation des types d’interaction entre les 2 biopesticides en
combinaison

Les types d’interaction ont été déterminés selon la méthode de
Trang et al (2002) par la détermination du facteur de cotoxicité
pour estimer les effets de combinaisons. Ce facteur est calculé

par la formule suivante: OM — EM
F = o x100

CTF = facteur de cotoxicité
OM = pourcentage de mortalité¢ observé pour la combinaison

EM = pourcentage de mortalité attendue (nombre moyen de
mortalités induites par chacun des insecticides).

Ce facteur est utilisé pour tester les hypothéses suivantes:

" H,= CTF> 20, correspondant au synergisme;

. H, = CTF<-20, correspondant a un antagonisme ;

. H.=—20 <CTF<+ 20, correspondant a un effet additif.
Estimation de la DL50 (Dose Létale 50)

La modélisation des données temps-dose-mortalité a été
effectuée en utilisant le modele « Cox régression » (Cox, 1972)
dans le logiciel SPSS 16. La fonction de risque est utilisée
par les modeles de régression de Cox pour estimer le risque
d’échec relatif. La fonction de risque, /(?) est une évaluation
de la mort potentielle d’un individu par unité de temps a un
moment donné, étant dit que I'individu a survécu jusqu’a ce
moment. Les modeéles de Cox-régression sont exprimés en
termes de fonction de risque comme suit :

h(t) =[hy (0™ (1)

Ou X représente log (dose), B le coefficient de régression qui
est le risque relatif (ici risque instantané de mortalité) associé¢
a un traitement par rapport a un autre traitement, e la base du
logarithme népérien et /() la fonction de risque lorsque X est
égala .

La fonction cumulative de risque, H(?), est liée a la fonction de
survie et peut étre dérivée de cette derniere comme suit :

H({t)=-InS(?) (2)
50

Science de la vie, de la terre et agronomie

Avec S(t) =Pr {T>t}, =0 ;

Pour t fixé, ¢’est la probabilité de survivre jusqu’a I’instant t.
t est une variable aléatoire symbolisant le moment du déces,
Pr est la fonction probabilité et S(t) la fonction de survie.

La fonction de survie est égale a la probabilité que le décés
intervienne aprés un temps t donné. La fonction de risque et la
fonction de survie sont étroitement liées, et toutes les deux ont
¢té calculées en utilisant le procédé de Cox régression (SPSS 16).

La DL50 est définie comme la dose d’un agent
(chimique ou biologique) nécessaire pour produire la mort
de la moitié¢ des organismes testés & un moment donné apres
application (Maddox, 1982). La DL50 peut étre dérivée des
équations (1) et (2) comme suit:  y = jqnn@s-ntws

Les intervalles de confiance pour la DL50 ont été
calculés sur la base des mémes équations, utilisant les informations
suivantes : écart-type (SD) de B et écart-type (SD) de /().

RESULTATS

Mortalité des stades larvaires de M. vitrata en fonction des
traitements.

Le tableau 1 indique les taux de mortalités causés par les
biopesticides utilisés sur les larves de M. vitrata.

Comparativement au témoin, le taux de mortalit¢ des larves
traitées a €t¢ plus ¢élevé avec les biopesticides utilisés seuls ou en
combinaison. [lenressort que leslarves L, L, et L, ont été sensibles
a I’émulsion de I’huile de neem avec une mortalité comprise entre
96,66 + 1,92% a 100,00 + 0,00%. Cette mortalité était moins
prononcée pour les larves L, et L, avec 50,83 + 2,83% et 37,50
+ 2,90%, respectivement. Une réponse effet/dose a été observée
pour isolat Bb 115, surtout avec les larves L, L, et L, mais ce
n’est pas le cas avec les larves de stade 4 et stade 5 ou les taux de
mortalit¢ de L, varient entre 33,75 +4,75% a 46,25 + 3,14% et
de 32,50 + 3,22% a 46,25 +2,39 pour L, malgré la variation de
concentration. Par contre, les combinaisons effectuées controlaient
mieux les stades larvaires L, et L, de M. vitrata avec un taux de
mortalité compris entre 65 +6,87% a 10040,00% (tableau 1)

Tableau 1 : Taux de mortalité (moyenne + SE) des stades larvaires de M. vitrata avec les différents traitements

(=30 ; r=4)

Traitements L1 L2 Ls Le Ls

850+204c 8,33+096d 750+ 144e 625+239e 5+288f

100,00+ 0,00a 9666+ 192a 100,00+000a 5083+283c 37,50+290 e

7125+554b 462513,14c 47,50+6,61d 33,75+4,75d 3250+322e

85,00+353b 6500+577b 7125+239¢c 38,75+2,39d 3625+375e

96,25+239a 9166+225a 8875+215b 4625+314cd  462512,39d
Huile de Neem 12%+ Bb 115 107conidies/ml 100,00 +0,00a 100,00+000a 9583 +4,16a 86,66+4,71b 65+6,87¢c
Huile de Neem 12%+Bb 115 10°conidies/ml 98,33+166a 100,00+000a 100+0,00a 925+250b 9166+£2,88b
Huile de Neem 12%+Bb 115 10°conidies/ml  100,00+0,00a 100,00 +0,00a 1000,00a 100+£0,00a 99,16+£0,83a

Les moyennes (+ SE) d'une méme colonne suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes entre elles suivant le

test t (SNK) au seuil de 5 %

SE : erreur standard

Témoin

Huile de Neem 12%
Bb 115 107conidies/ml
Bb 115 10° conidies/ml
Bb 115 10° conidies/mi

Détermination des types d’interactions des différentes
combinaisons de I’huile de neem avec le champignon B.
bassiana et leur impact sur les larves de M. vitrata

Le tableau 2 présente deux types d’interactions entre les
combinaisons de I’huile de neem et de Bb 115 sur les différents
stades larvaires de M. vitrata. L'interaction était de type additif
pour la combinaison Huile de Neem 12%+ Bb 115 10° conidies/
ml pour les larves L, L, et L. Elle était de type synergique
pour les larves L, et L, pour cette méme combinaison. Les
résultats similaires ont été obtenus avec la combinaison Huile
de Neem 12%+ Bb 115 108 conidies/ml. L’interaction était de
type synergique pour la combinaison Huile de Neem 12%+
Bb 115 107conidies/ml pour les stades larvaires L,, L., L, L, a
I’exception de L, ou I'interaction était de type additif.
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Tableau 2: Types d’interactions entre les différentes combinaisons
par détermination de leur facteur de toxicité sur les stades larvaires

CTF
Concentrations

L1 L2 Ls L4 Ls
Huile de Neem 12%+ Bb 115

14,37 28,54 23,04 | 30,22 46,15
107 conidies/mi
Huile de Neem 12%+ Bb 115

0,20 19,17 14,38 | 24,10 59,77
10%conidies/mi
Huile de Neem 12%+ Bb 115

1,50 5,54 5,62 26,88 57,77
10°conidies/mi

Ha= CTF> 20, correspondant au synergisme; Hs = CTF< -20, correspondant a

I'antagonisme; Hc= — 20 <CTF<+ 20, correspondant a un effet additif
Sporulation

Pour toutes les concentrations de Bb 115 testées, les larves mortes
ont une croissance fongique sur leur cuticule. Avec les larves L ,
la variation de la concentration de la suspension n’a entrainé
aucune différence significative et les taux moyens de sporulation
pour les trois concentrations étaient compris entre 81,70+3,35%
et 90,53+3,26%. Il en est de méme pour les larves L, et L, a la
différence que les taux de sporulation étaient inférieurs a ceux
de L, soit respectivement de 58,48+1,46% a 69,57+6,63% et de
55,53+7,37% a 60,13£5,35%.

Des taux de sporulation proportionnels a I’augmentation de la
dose des conidies ont ét€ notés sur les larves L, et L, (figurel).

La figure 2 montre les pourcentages moyens de sporulation
enregistrés aprés l'incubation des larves mortes avec des
traitements associatifs. Les taux de sporulation des larves L,
et L, des combinaisons Huile de Neem 12% + Bb 115 ont éte
élevés du fait qu’elles ont mis du temps a se nourrir aux graines
prégermées traitées a ’huile de neem. Pendant ce temps les
conidies ont eu le temps de coloniser ces larves. Ainsi, le taux de
sporulation a varié en fonction de I’age de la larve. Il n’y a pas de
différence significative pour les différentes concentrations de Bb
115 pour les stades larvaires L , L, et L, pour les combinaisons.

% moyen de sporulation

Stade de developpement larvaire

O107conidies/ml B 10%onidies/ml B 10°onidies/ml

Figure 1 : Taux moyens de sporulation des différents stades
larvaires en fonction des différentes concentrations de Bb115
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Figure 2 : Taux moyens de sporulation des différents stades larvaires
en fonction des différentes concentrations de Bb115 associées au neem
Les histogrammes surmontés des mémes lettres ne sont pas
significativement différents au seuil de 5% (Analyse de variance
suivie de SNK)

REV. RAMRES - VOL.08 NUM.01. 2020%* ISSN 2424-7235

Temps moyen de survie des larves

Al’issue de cetessai, le temps moyen de survie (TMS) des larves
nourries avec le milieu sain (traitement témoin) a été beaucoup
plus long. Cependant, le TMS des larves des milieux traités a
I’huile de neem et/ou avec Bb 115 a ét¢ significativement plus
court (P<0,0001). Le TMS des traitements témoins a vari¢ de
7,61£0,17 a2 10,90+0,17. Avec I'utilisation des biopesticides, il
avarié de 1,51+0,07 a 8,56 £ 0,25.

Comparativement aux témoins, la survie des larves L, L, L, et
L, de M. vitrata a été significativement affectée par I’huile de
neem et le champignon Bb 115. L'analyse de régression de Cox
(Tableau 4) a indiqué que les différentes doses du champignon
Bb 115 sont un prédicateur significatif dans la mortalité¢ des
larves de M. vitrata testées (P <0,05) et que le mode¢le a fourni

une bonne régression.

Tableau 3: Temps moyen de survie des stades larvaires de M.
vitrata dans les traitements

TMS + SE
Traitements L+ L2 Ls La
Témoins 761+ 012d [10,64 + 028d|10,64 + 0,28e|10,90 + 0,17 d
Neem 12% 1,51+0,07a [3,70 + ,029b (366 + 0,27a (3,70 + 0,29a

Bb 115 107 Conidies/ml |6,77 + 0,33¢ |7,26 + 0,16¢ |8,12 + 0,25d |8,56 + 0,25¢

Bb 115 108 Conidies/ml 6,17 + 0,25¢ |7,45 + 024¢c |7,56 + 024¢c (854 + 0,19¢

Bb 115 10° Conidies/ml 5,65+ 0,09¢ 6,58 + 0,24¢c |7,36 + 024¢c |8,02 + 0,19¢
Bb 115 107 Conidies/ml

+huile de neem 12%
Bb 115 108 Conidies/ml

223+ 011b 335+ 017b |544 + 044b |544 + 044b

+huile de neem 12%
Bb 115 10° Conidies/ml
+ huile de neem 12%
Les moyennes (+ SE) d’une méme colonne, suivies d’une méme lettre ne sont
pas significativement différentes entre elles suivant le test t (SNK) au seuil de 5 %
SE : erreur standard

201+ 010b|290 + 014b |513 + 044b |513 + 0,44b

2,02+ 0,10 b (2,04 + 0,02b |513 + 045b |513 + 045b

Tableau 4 : Valeurs des estimations de B résultant de la régression de Cox
pour I’isolat Bb 115 sur les trois premiers stades larvaires de M. vitrata

Isolat de Stades B SE Wald ddi Sig.
Chiampignon larvaires
L1 0,56 0,013 17,493 1 0,000
Bb 115 L2 0,62 0,013 21,633 1 0,000
L3 0,70 0,013 28,748 1 0,000

B : valeur B de la régression Cox ; SE : erreur standard ; Wald : coefficient de
Wald ;ddI : degré de liberté ; Sig: Signifiance

Variation de la DL 50 aprés ’application de Bb 115 sur les
stades L1, L2, L3 de M. vitrata

Les variations de la DL50 apreés I’application de
Bbl15 surles stades L, L, L, de M. vitrata sont présentées par
les figures 3, 4, 5. L’ajustement des données par le modele de
régression de Cox pour les courbes de DL 50 a été relativement
bon. En effet, il fallait 10" et 10° conidies/insecte pour tuer 50%
des larves L, respectivement en 5 jours et 7 jours (Figure 3) et
pour L, il fallait 10" et 10'* conidies/insecte respectivement en
5 jours et 7 jours (Figure 4). Quant aux larves L., il fallait 10"
et 10" conidies/insecte de Bb115 pour tuer 50% des larves de
M. vitrata respectivement en 5 et 7 jours (Figure 5).
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Figure 3 : Valeurs de DL50 apres traitement des larves L1 de M. vitrata a
différentes doses de Bb 115
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Figure 4 : Valeurs de DL50 aprés traitement des larves L2 de M. vitrata
a différentes doses de Bb115
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Figure 5 : Valeurs de DL50 apres traitement des larves L3 de M.
vitrata a différentes doses de Bb 115.
IC = intervalle confiance

DISCUSSION

I ressort de cette étude que chacune des formulations de
biopesticides testées affecte la survie des larves de M. vitrata.
Ainsi, I’huile de neem a 12% testée sur les larves L , L, L,, L,
et L, de M. vitrata entraine une mortalit¢ significativement plus
¢levée surtout pour les trois premiers stades; ce qui montre
I’efficacité remarquable de cette huile sur les larves de M. vitrata.
Cet effet insecticide a été démontré par bon nombre d’auteurs
dont Mama et al. (2016) qui ont obtenu des taux de mortalité
allant jusqu’a 100% apres application de 1’huile de neem 15%
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sur les stades L, L, et L, de M. vitrata. De méme, Camarda et
al. (2018) ont obtenu une réduction de 94,67% de la population
de l’acarien Dermanyssus gallinae Duges (Mesostigmata ;
Dermanyssidae) avec une formulation de I’huile de neem a
20%. Par ailleurs, les forts taux de mortalité jusqu’a 100% des
larves de M. vitrata soumises a I’aliment contaminé a ’huile de
neem pourraient €tre justifiés par la présence d’azadirachtine
contenue dans I’huile de neem. Contrairement aux résultats ci-
dessus, Muhammad et /. (2018) ont également montré que le
taux de mortalit¢ des jassides est de 72,03% pour I’huile de
neem a 5%. Cette différence pourrait s’expliquer par le type
d’insecte, sa taille et sa biologie. Ces résultats corroborent
ceux de Schenk et al., (2001) qui ont prouvé que, lorsque les
composantes de neem spécialement |’azadirachtine entrent
dans le corps des larves, I’activit¢ de I’ecdysone (hormone
stéroide intervenant notamment dans le processus de la mue) est
supprimée. Ceci empéche la métamorphose chez ces derniéres.

L’¢évaluation au laboratoire de la pathogénie de 1’isolat Bb115
sur les larves de Maruca montre que tous les stades larvaires de
I’insecte sontsensiblesacetisolatduchampignon B. bassiana.Le
taux de mortalité des larves varie en fonction de la concentration
(nombre de conidies par millilitre contenu dans la solution).
Les taux de mortalité des stades larvaires de M. vitrata traités a
I’isolat Bb 115, a la concentration de 10° conidies/ml sont tres
¢levés et similaires. Les tests statistiques réalisés ont permis de
valider que le taux de mortalité dans ce cas est proportionnel au
nombre de conidies dans la solution. Ces résultats vont dans le
méme sens que ceux de Toffa (2004, 2008) qui avaient, en effet,
montré ’efficacité des isolats de M. anisopliae et B. bassiana
sur la punaise Clavigralla tomentosicollis et sur les larves de
Hymeniare curvalis L. (Lepidoptera : Pyralidae) et de Psara
basalis L. (Lepidoptera : Pyralidae) ravageurs de I’amarante,
de Selepa docilis L. (Lepidoptera : Noctuidae) et de Phycita
melongena L. (Lepidoptera : Pyralidae) ravageur de la grande
morelle. D’autres auteurs ont également montré la sensibilité
des larves de Helicoverpa armigera aux isolats de B. bassiana
(Gundannavar et al., 2006 ; Douro Kpindou et al., 2012b). Le
taux de mortalité des larves est fonction a la fois de I’espéce
de champignon, de I’isolat, de la concentration et des stades
larvaires de M. vitrata traités. Pour un méme isolat, les jeunes
larves sont plus vulnérables; ce qui est en adéquation avec les
résultats de Kulkarni ez al. (2008) qui ont montré que les jeunes
larves de H. armigera étaient plus affectées par les différentes
concentrations des conidies de champignons entomopathogénes
que les larves agées. En revanche, pour tous les stades larvaires
de M. vitrata testés, les effets des concentrations 107, 10% et
10° conidies/ml sont similaires. Adanveé (2012) au cours de
ses travaux, a montré que la dose de 10° spores par insecte
soit une concentration de 10° conidies.ml! de I’isolat 115 de
B. bassiana avait engendré une mortalité significative des
larves L, de M. vitrata en moins de dix jours. Ceci témoigne
du fait que les fortes doses induisent de fortes mortalités. Aussi,
dans un contexte naturel, plus la concentration augmente, plus
la mortalité croit. Les résultats similaires ont été trouvés par
Jimaja et al. (2012) et Toffa (2008), qui ont obtenu un fort taux
de mortalité des larves avec les fortes doses.

D’une manicre générale, les plus faibles taux de sporulation
ont été obtenus avec les traitements associatifs. Ceci semble
s’expliquer par le fait que I’huile de neem agit plus rapidement
que le champignon. Ainsi, ce dernier ne pouvait pas
s’extérioriser sur le corps des insectes déja tués par I’huile de
neem. Les larves L, et L, étant plus robustes ont probablement
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résisté a I’effet choc de I’huile de neem, mais tués plus tard
par le champignon. Ceci expliquerait le fort taux de sporulation
observeé sur ces larves mortes.

Les tests issus de la combinaison de deux produits ont induit
¢galement, des taux de mortalité élevés sur les larves de M.
vitrata. Ce qui pourrait étre expliqué par le fait que, dans la
combinaison des deux produits, I’azadirachtine contenue dans
le neem n’a pas inhibé 1’action des conidies contenues dans le
champignon. Néanmoins, les taux de mortalité pratiquement
semblables a ceux obtenus avec les traitements uniques
pourraient étre dus aux doses des différents produits pris
individuellement qui ont déja occasionné des mortalités élevées
allant jusqu’a 100%. Les combinaisons contrlent mieux tous
les stades larvaires de M. vitrata.

Les taux de sporulation €levés observés au niveau des larves
traitées avec les formulations uniques de Bb 115 et combinées
avec I’huile de neem révelent de la forte pathogénicité de cet
isolat. La sporulation est ’un des facteurs déterminants pour
le choix d’un isolat a utiliser comme biopesticide sur le terrain.
Elle permet 1I’augmentation de I’inoculum, favorisant ainsi la
transmission des conidies aux insectes non touchés lors des
applications au champ (Vega et al., 2003; Douro Kpindou
et al, 2005). La pathogénie des isolats de ce champignon
entomopathogene sur M. vitrata pourrait s’expliquer par le fait
que Bb 115 est un isolat conditionng, ¢’est-a-dire isolé de M.
vitrata méme. Ces résultats confirment les travaux de Goettel
(1992) qui ont démontré qu’un isolat était généralement plus
pathogénique envers 1’hdte duquel il avait été isolé. D’autres
travaux antérieurs comme ceux de Delattre et Jean-Bart (1978)
n’ont pas remarqué au niveau des entomopathogeénes, une
spécificité¢ bien établie avec leurs hotes. Ces contradictions
apparentes entre ces différentes études révelent la complexité
des facteurs impliqués dans la pathogénicité des champignons.

Pour établir la relation isolat-temps-mortalité sur M.
vitrata, les résultats ont montré que les intervalles de confiance
(IC) des temps moyens de survie (TMS) du champignon
Bb115 témoignent de la possibilité de tuer des larves en 5, 6
a 7 jours. La relation isolat-temps-mortalité est bonne avec cet
isolat. La survie de I’hdte inoculé a été statistiquement affectée
comparativement au témoin. Des auteurs comme Tanada et
Kaya (1993), Silvy et Riba (1999) et Ziani (2008), stipulent
que les larves des 1épidopteres soumises a des isolats virulents
meurent dans un délai de 3 a 10 jours apres I’infection. En effet,
un bon bio insecticide doit étre capable de tuer rapidement
une proportion importante d'individus dans une épidémie de
l'insecte-hote. Les taux de mortalité de larves, élevés (100%)
et survenant tot dans le temps avec Bb 115, témoignent
de la grande virulence de ce pathogene. Ces résultats sont
conformes a ceux de Valda et al. (2003) qui ont obtenu 43-100
% de mortalité de larves de Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae), redoutable ravageur du chou avec les isolats de B.
bassiana qu’ils ont testés a différentes doses. La virulence de
I’isolat est associée non seulement a la production d’enzymes
et de mycotoxines au cours de l’infection de I’insecte
(McCoy et al., 2000), mais aussi au temps moyen de survie
de la population d’insectes exposée a une dose déterminée du
pathogene (Goettel et al., 2000).

Des différents résultats obtenus, il s’avére que la
mortalité des larves de M. vitrata est probablement fonction de
la quantité de conidies qu’elles recoivent. Plus les quantités de
conidies augmentent et plus la mortalité des larves s’accroit.
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La combinaison des parameétres tels que le taux de
mortalité trés élevé des larves, la meilleure sporulation observée
chez les insectes traités avec Bb115 uniquement et la courte
durée des Temps Moyens de Survie (TMS) des larves traitées
avec B. bassiana Bb 115 a la dose de 107, 10® et 10° conidies
par insecte, font de 1’isolat Bb115 un excellent candidat pour
le développement d’insecticides microbiens. Toutefois, une
étude plus approfondie de la DL 50 de I’isolat est nécessaire
dans une perspective de son utilisation a grande échelle comme
biopesticide.

Le mod¢le de régression de Cox utilis¢é dans la
détermination de la DL 50 de I’isolat virulent Bb115 a permis de
faire une analyse aisée des essais biologiques de biopesticides.
Les modeles qui considérent des effets de temps et de dose
semblent étre plus appropriés pour évaluer I’efficacité d’un
microbe pathogene ou d’un pesticide sur la cible (Robertson et
Preisler, 1992). Les modéles de régression de Cox ont permis
la modélisation des liens existant entre temps, dose et survie
de I’isolat fongique infectant les larves de M. vitrata dans les
expérimentations de la dose 1étale.

Les modeles de régression de Cox ont bien fonctionné
en mode¢lisant des liens existant dans temps-dose-survie de
I’isolat fongique infectant les larves de M. vitrata dans ces
expérimentations. Toutes les régressions de Cox adaptées aux
données de survie obtenues a partir des larves traitées avec
différentes doses de cet isolat, ont eu des valeurs moyennes de
B ¢levées et par conséquent des intervalles de confiance (IC
haut et IC bas) moins larges et des valeurs de DL50 les moins
¢levées. Les ajustements des valeurs de B tous significatifs,
indiquent une réponse effet/dose significative pour cet isolat
et ceci vient confirmer la bonne régression de Cox pour cette
derniére sur les jeunes larves de M. vitrata testées. Pour la
méme raison, les courbes de DL50 obtenues ne sont pas trés
raides et leurs intervalles de confiance ne sont pas trop grands.
Ces résultats sont conformes a ceux de Douro Kpindou et
al. (2012a) lorsqu’ils ont utilisé des isolats de champignons
entomopathogenes virulents sur H. armigera. Nos résultats
montrent également que pour un méme stade larvaire, le temps
mis pour mourir est fonction de la dose appliquée. De méme,
a un temps donné, la dose a appliquer est fonction du stade
larvaire ; plus le stade est évolug, plus la quantité de conidies a
appliquer sera élevée.

En ce qui concerne la combinaison des produits, les taux de
mortalité élevés ont ét€ obtenus comparativement a ceux des
produits appliqués séparément et les types d’interaction révélés
entre eux sont le synergisme et I’effet additif. Ceci semble
s’expliquer par le fait que chaque produit n’a aucun effet négatif
sur I’expression de I’autre ou dans une large mesure, semble
plutdt favoriser 1’expression de ce dernier et réciproquement,
d’ou I’effet synergique.

Conclusion

Les résultats de ces travaux montrent que I’huile de neem et
I’isolat Bb 115 peuvent étre un potentiel insecticide intéressant
contre M. vitrata. En association, ils ont entrainé une mortalité
encore plus forte avec tous les stades larvaires. Ils offrent une
utilisation possible en champ pour la répression de ce ravageur.
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