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Deux expérimentations ont été mises en place pour étudier la réponse effet/dose de deux souches de champignons
entomopathogenes, Metarhizium anisopliae, Met 31 et Beauveria bassiana, Bb 11 sur les stades larvaires de Helicoverpa
armigera. Dans la premicre expérimentation, la souche Met 31 de M. anisopliae a été testée sur le stade L3 de H. armigera,
tandis qu’a la deuxieme, les deux souches Met 31 et Bb 11 ont été testées sur le stade L4 du méme insecte. Pour les deux
expérimentations, les doses de 0, 10*, 10°, 10°, 107 conidies par insecte ont été utilisées. Les observations ont porté sur
la mortalité des larves, la sporulation des cadavres, la formation des chrysalides et I’émergence des adultes. La formule
d’Abbott a été utilisée pour corriger les taux de mortalité au niveau des insectes traités. La régression de Cox a été utilisée
pour déterminer la DL50. Pour la premiere expérimentation, les taux de mortalité des larves L3 de H. armigera n’étaient pas
significativement différents entre les doses d’application de Met 31 de 10° et 107 conidies par insecte. Lors de la deuxieéme
expérimentation, le taux de mortalité des larves L4 (74 %) soumises a la dose d’application de Met 31 de 107 conidies par
insecte a été significativement le plus élevé. Pour la souche Bb 11, malgré 1’écart observé entre les taux de mortalité causés par
10° (58 %) et ceux causés par 107 conidies par insecte (90 %), aucune différence significative n’a été enregistrée au seuil de
5 %. Les cadavres des chenilles L4 issus des plus faibles doses n’ont pas sporulé. Les témoins ont enregistré le plus fort taux
de chrysalides et d’adultes. Ces deux parametres ont été fonction de la dose : plus la dose est forte, moins élevés sont les taux
de chrysalides et d’adultes. Pour toutes les souches de champignons utilisées, quel que soit le stade larvaire de H. armigera, la
réponse effet/dose a été significative.

Mots-clés. Helicoverpa armigera, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, expérimentation en laboratoire, champignon
entomopathogene, larve, lutte biologique, dose 1étale.

Response of the nymphs of Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) to entomopathogenic fungi
Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana. Two experiments on dose/mortality response between the instars of
Helicoverpa armigera and two strains of entomopathogenic fungi, Metarhizium anisopliae (Met 31) and Beauveria bassiana
(Bb 11) were carried out in laboratory conditions. In the first experiment, M. anisopliae Met 31 was tested on the third instar
of H. armigera, while in the second experiment, both Met 31 and Bb 11 were tested on the fourth instar. In all the experiments,
the following different doses of conidia per insect were used: 10, 10°, 109, 107. The following parameters were measured:
mortality and sporulation rates, the number of pupae formed and the number of adults that emerged. Abbott’s formula was
used to correct the treatment mortality rates. LD50 was determined using Cox-regression. For the third instar in experiment
one, no significant difference was observed between high doses (10° and 107 conidia per insect). For instar L4, only the dose
of 107 conidia per insect showed high mortality rates (74%). For the strain Bb 11, in spite of the variation observed between
the mortality rates induced by high doses (10° and 107 conidia per insect), no significant difference was recorded at the 5%
level. No mycosis was observed from cadavers resulting from lower doses when tested on L4. The control recorded the highest
numbers of pupae and adults. These two parameters were related to the level of dosage: the higher the dose, the lower the
numbers of pupae and adults that emerged. For all the strains of fungi used, whatever the larval stage of H. armigera, the dose/
mortality response was significant.

Keywords. Helicoverpa armigera, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, laboratory experimentation, entomogenous
fungi, larvae, biological control, lethal dose.
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1. INTRODUCTION

Helicoverpa  armigera  (Hiibner)  (Lepidoptera:
Noctuidae) est signalé comme provoquant de sérieux
dégats, en particulier sur le cotonnier, la tomate et le
mais. Sur le cotonnier, deux ou trois larves sur une
plante peuvent détruire toutes les capsules en 15 jours
(CABI et al., 2003). De méme, selon Parry (1982), une
seule chenille de troisiéme ou de quatriéme stade de
H.armigera peut dévorer cinq a six boutons floraux
en une nuit. La lutte chimique est la méthode la plus
souvent utilisée contre les larves des lépidopteres
ravageurs des plantes. Elle a été, en général, tres efficace
pour détruire les ravageurs sur un grand nombre de
cultures. Ainsi, de nombreux produits chimiques,
notamment les pyréthrinoides, les organochlorés
(dont le DDT), les carbamates et les régulateurs de
croissance, ont été utilisés dans la lutte contre ces
ravageurs (Vandamme et al., 1966 ; Ascheretal., 1991 ;
Rao et al., 1992). Malheurecusement, I’utilisation de ces
produits chimiques a entrainé des effets néfastes, tels
que I’apparition de nouveaux ravageurs, la pollution de
I’environnement et la détérioration de la santé humaine
et animale. Face a ces inconvénients, les espoirs se sont
portés sur des alternatives.

Divers biopesticides a base de champignons
entomopathogenes, Metarhizium sp. et Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, sont disponibles dans
le commerce pour la gestion des insectes ravageurs
d’importance agricole comme le foreur de caféier
Hypothenemus hampei Ferrari et diverses especes de
Curculionidae (Adane et al., 1996 ; De la Rosa et al.,
1997), les locustes et les sauteriaux (Johnson et al.,
1993 ; Bateman, 1997 ; Lomer et al., 1999 ; Lomer
etal., 2001), les 1épidopteres (Deshpande et al., 2001 ;
Abdel-Razek et al., 2006 ; Godonou et al., 2009 ; James
et al., 2009).

Les especes les plus utilisées dans cette lutte
sont Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin
et Metarhizium flavoviride Gams and Roszypal.
Kulkarnia et al. (2008) ont réalisé des essais avec
plusieurs souches de ce champignon sur les larves de
H. armigera au laboratoire. Toutes les souches utilisées
étaient infestives et les plus virulentes ont causé des
mortalités allant de 50 % a 92,5 %. Gopalakrishan et al.
(1989) précisent que tous les stades de I'insecte, hormis
I’ceuf, peuvent étre touchés. Les adultes mis en contact
avec une suspension de conidies ne meurent pas, mais
les femelles pondent des ceufs stériles.

La pathogénicité de Beauveria bassiana a été
démontrée pour la premiere fois par Bassi (1835). Ce
champignon a été utilisé dans le monde entier contre
plusieurs insectes nuisibles : en ex-URSS pour la gestion
du doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa
decemlineata [Say]) (Coleoptera : Chrysomelidae) ; en
Chine contre le Bombyx du pin (Dendrolimus punctata
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[Walker]) (Lepidoptera : Lasiocampidae). Dans le Nord
de I’Amérique, des essais a base de B. bassiana ont été
réalisés en laboratoire (aux Etats-Unis dans le comté
d’Arlington et dans ’Etat de Massachusetts) contre la
pyrale du mais Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lefebvre,
1931a; Lefebvre, 1931b). D’autres études, menées
par Gowda et al. (1992) indiquent des taux d’infection
de 6 a 12 % par B.bassiana pour des chenilles de
H. armigera collectées sur du pois d’Angole en Inde.
Wilson (1983) a noté en Australie une mortalité naturelle
due a B. bassiana touchant 15 a 20 % des chrysalides
hivernantes. La pathogénicité de B.bassiana vis-a-
vis de H.armigera a été étudiée au laboratoire dans
différentes conditions d’humidité et de température.
Lujuan et al. (2001) ont montré qu’a 25 °C, avec une
humidité relative élevée (95 %), la mortalité des larves
de I'insecte traitées avec différentes concentrations de
B. bassiana était tres rapide et tres élevée.

Les travaux préliminaires effectués sur les larves
de troisieme stade de H.armigera avec les souches
de champignons entomopathogenes M. anisopliae et
B. bassiana au Laboratoire de I’Institut International
d’Agriculture Tropicale (IITA, Bénin) ont montré que
ces dernieres sont pathogénes au ravageur (Douro
Kpindou et al., 2012). La présente investigation a été
réalisée pour évaluer I’efficacité de ces pathogenes a
diverses doses sur certains stades de H. armigera.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Milieu d’étude

Les expérimentations ont été conduites dans les
laboratoires de I'IITA (Bénin) de mars a mai 2009. Les
conditions ambiantes de la salle étaient de 26 + 0,5 °C
etde 65,5+ 5 % RH.

2.2. Provenance des larves de H. armigera utilisées

Les larves de H.armigera utilisées ont €té fournies
par le Laboratoire d’Elevage de I'I'TA (Bénin). Ce
sont des insectes ramenés de prospections. Ils ont été
élevés sous un régime alimentaire artificiel composé de
haricots, d’agar, de mais, de levure de brasserie, d’acide
ascorbique, d’acide sorbique, de miel, de formaldéhyde
et de p-hydroxybenzoate de méthyle (Teakle et al.,
1985).

2.3. Provenance des champignons
entomopathogenes

Les souches des champignons entomopathogenes
M. anisopliae et B. bassiana utilisées proviennent de
I'unité de collection de I'IITA (Bénin) et avaient déja
été testées pour leur pathogénicité (Douro Kpindou
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et al., 2012). Les conidies de ces champignons ont
été produites par 1’Unité de Production de I'IlTA par
un procédé diphasique (liquide, solide) (Cherry et al.,
1999). Le taux de germination apres 24 h d’incubation
a26 °C était de 93,06 £ 0,04 %.

2.4. Protocole expérimental

Deux expérimentations ont été mises en place. Dans la
premiere, pour raison de disponibilité de 1’hote, seule
une souche de M. anisopliae (Met 31) a été utilisée pour
inoculer les larves de 3¢ stade de H. armigera. Lors de
la deuxieme expérimentation, deux souches, I'une de
M. anisopliae (Met 31) et ’autre de B. bassiana (Bb 11)
ont été utilisées pour inoculer les larves de 4¢ stade de
H.armigera.

Chaque expérimentation a consisté en cinq
traitements constitués d’une formulation témoin
(uniquement de [I'huile d’arachide) et de quatre
différentes concentrations des conidies de chaque
souche de champignon utilisée (Tableau1). Ces
traitements ont été répétés, chacun, dans trois blocs
aléatoires complets. Dix larves de H.armigera de
méme stade ont été utilisées par répétition. L application
topique a été la méthode utilisée pour inoculer les larves
(Bateman et al., 1996 ; Peveling et al., 1997). Les
larves ont été mises individuellement dans des boites
(3,8x2,9x40 cm, avec des couvercles perforés pour
I’aération) et soumis au méme régime alimentaire que
celui du laboratoire d’élevage.

Le prélevement des cadavres a été fait de maniere
quotidienne. Ces cadavres prélevés ont été sechés
pendant 24 h, puis incubés dans des boites de Petri
contenant du papier buvard légerement imbibé pour
I’observation d’éventuelles sporulations.

Le nombre de chrysalides mortes et le nombre
d’adultes émergés ont été enregistrés. Pour les
traitements ou les deux sexes ont émergé, les adultes
ont été mis en accouplement et les ceufs pondus ont été
comptés.

2.5. Analyse des données

Les taux moyens de mortalit¢é des larves et des
chrysalides, de sporulation, de formation et d’émergence
des chrysalides obtenus a la fin des observations, ont
été utilisés pour tracer les histogrammes. Les taux de
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mortalité des insectes traités ont été corrigés en utilisant
la formule d’ Abbott (1925) :

% mortalité = (1- nla ) x 100
nCa

ou nTa est le nombre d’individus survivants dans
les insectes traités apreés traitement et nCa est le
nombre d’individus survivants dans les témoins apres
traitement.

Les taux de sporulation ont été calculés sur la base
des individus (larves ou chrysalides) morts dans chaque
traitement. Le taux d’émergence a été calculé sur la
base du nombre de chrysalides formées dans chaque
traitement.

Apreés une transformation arc-sinus, une analyse
de variance a été faite. Lorsque I’ANOVA a révélé des
différences significatives entre traitements, le test SNK
(Student-Newman Keuls), au seuil de 5 %, a été conduit
afin de séparer les moyennes des différents traitements.
Les valeurs des SNK ont été représentées par des traits
verticaux au niveau des figures de maniere a faciliter
la comparaison. Lorsque les valeurs successives sont
égales, pour éviter ’encombrement des figures, une
seule de ces valeurs a été représentée. Pour toutes ces
analyses, le logiciel SAS version 9.1 (2003) a été utilisé.

Estimation de la DL50 (Dose Létale 50). I’analyse et
la modélisation des données temps-dose-mortalité ont
été effectuées en utilisant le modele « Cox regression »
(SPSS, 1989-2007"). Les modeles de régression de
Cox utilisent la fonction de risque pour estimer le
risque d’échec relatif. La fonction de risque, A(t) est
une évaluation de la mort potentielle d’un individu par
unité de temps a un moment donné, étant donné que
I’individu a survécu jusqu’a ce moment. Les modeles
de Cox regression sont exprimés en termes de fonction
de risque comme suit :

h(®) = [h()]e®™ )]

! This product uses WinWrap Basic, copyright 1993-2007, Polar
engineering and consulting, http://www.winwrap.com. Licensed
to Team EQX.

Tableau 1. Stades larvaires de Helicoverpa armigera utilisés, souches de champignons et doses appliquées — Larval stages

of Helicoverpa armigera used, fungal isolates and doses applied.

Expérimentation Stade Souche Concentration Volume Dose

larvaire (conidies-ml™) d’application (conidies par insecte)
I 3¢ Met 31 0; 5-10% 5-107; 5-10%; 5-10° 2 ul 0;10*;10%; 10%; 107
I 4e Met31,Bb 11 0;107; 10%;10°; 10" 1 ul 0;10*;10°;10°; 107
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ou X représente log (dose), B le coefficient de régression
qui est le risque relatif (ici risque instantané de déces)
associé a un traitement par rapport a un autre traitement,
e la base du logarithme népérien et 4 (7) est la fonction
de risque lorsque X est égal a 0.

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

H(®) = -InS(?). )

La fonction de risque et la fonction de survie sont
étroitement liées, et toutes les deux ont été calculées
en utilisant le procédé de Cox regression (SPSS, 1989-
2007).

La DL50 est définie comme la dose d’un agent
(chimique ou biologique) nécessaire pour produire la
mort de la moitié des organismes testés a un moment
donné apres application (Maddox, 1982). La DLS50
peut étre dérivée des équations (1) et (2) comme suit :

X = 1OAln(ln(O,5)-ln(ho(t)))/B

Les intervalles de confiance pour la DL50 ont été
calculés sur la base des mémes équations, utilisant les
informations suivantes : écart-type (SE) de B et écart-
type (SE) de h (7).

3. RESULTATS

3.1. Mortalité et sporulation des cadavres

Expérimentation I. L’évolution des taux de
mortalité enregistrés pour toutes les doses de Met 31
utilisées avait suivi la méme allure (Figure 1). La
dose 107 conidies par insecte a significativement
tué plus de larves L3 de H.armigera que les doses
10* et 10° conidies par insecte. Entre les doses 107 et
10° conidies par insecte, la différence a été significative
du 4° au 10° jour apres inoculation pour s’estomper
a partir du 11¢jour apres inoculation (Figure 1). Les
taux de mortalité corrigés obtenus au bout de 16 jours
étaientde 17,7 £ 194 %, 20,6 + 104 %, 65,0 £ 6,5 %,
74,5 + 7,6 % respectivement pour les doses de 104, 103,
10° et 107 conidies par insecte. La dose de 10° conidies
par insecte ne s’est démarquée des plus faibles doses
qu’a partir du 9° jour apres inoculation. Les doses
10* conidies par insecte et 10° conidies par insecte ont
eu des taux de mortalité similaires.

La tendance a été la méme pour les taux de sporula-
tionobservésauniveaudes cadavresissusdesdifférentes
doses (Figure 2). Le taux de sporulation observé au
niveau des cadavres engendrés par la dose 10° conidies
par insecte a été plus élevé et significativement
différent de celui de la dose 10* conidies par insecte.
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Figure 1. Evolution temporelle des taux moyens de
mortalité corrigés des larves L3 de Helicoverpa armigera
apres traitement au Met 31 — Temporal evolution of
corrected mortality rates after treatment of the third stage of
Helicoverpa armigera with Met 31.
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Figure 2. Evolution temporelle des taux moyens de
sporulation des cadavres apres traitement des larves de
3¢ stade de Helicoverpa armigera au Met 31 — Temporal
evolution of average sporulation rates after treatment of the
3" stage of Helicoverpa armigera with Met 31.

Malgré ces taux de sporulation relativement plus élevés
observés au niveau des fortes doses, aucune différence
significative n’a été enregistrée entre elles et la dose
10° conidies par insecte.

Expérimentation I1 .
Application de M. anisopliae (Met 31). A la dose de
107 conidies par insecte, les taux de mortalité corrigés
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enregistrés pour les larves du 4° stade de H. armigera
étaient similaires a ceux obtenus pour les larves du
3¢ stade (74 %). Les taux de mortalité au niveau des
autres doses étaient faibles. Dix-huit jours apres
inoculation des larves, ils étaient de 25 % et 10 % pour
10° conidies par insecte et 10° conidies par insecte,
respectivement. Ces taux étaient significativement plus
faibles au seuil de 5 % par rapport a ceux de la forte
dose, 107 conidies par insecte ; il y en a qui s’étaient
d’ailleurs annulés (0,5 %) (10* conidies par insecte)
(Figure 3).

Le plus fort taux de sporulation obtenu était de 54 %.
Seuls les cadavres issus des doses les plus élevées (107
et 10° conidies par insecte) avaient sporulé (Figure 4).

Application de B.bassiana (Bb 11). Les taux de
mortalité corrigés enregistrés au niveau du 4° stade
larvaire de H.armigera étaient de 13,3 + 149 % ;
18,1 +4,1 % ;578 £11,0 % etde 90,0 £ 10,0 % pour
les doses 10% 10°, 10°% et 107 conidies par insecte,
respectivement. Malgré le grand écart observé entre
les doses les plus élevées, les taux moyens finaux de
mortalité n’étaient pas significativement différents au
seuil de 5 % (Figure 5).

Tout comme pour la souche de Metarhizium Met 31,
seuls les cadavres issus des doses les plus élevées
(107 et 10° conidies par insecte) avaient sporulé, avec
77,8 % pour 107 conidies par insecte et 4,8 % pour
10° conidies par insecte (Figure 6).
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—a— 108 conidies par insecte

g0l * 107 conidies par insecte
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Figure 3. Evolution temporelle des taux moyens de
mortalité corrigés des larves L4 de Helicoverpa armigera
apres traitement au Met 31 — Temporal evolution of
corrected mortality rates after treatment of the fourth stage
of Helicoverpa armigera with Met 31.
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Figure 4. Evolution temporelle des taux de sporulation des
cadavres apres traitement des stades L4 de Helicoverpa
armigera au Met 31 — Temporal evolution of average
sporulation rates after treatment of the fourth stage of
Helicoverpa armigera with Met 31.
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Figure 5. Evolution temporelle des taux de mortalité corrigés
des larves L4 de Helicoverpa armigera apres traitement au
Bb 11 — Temporal evolution of corrected mortality rates
after treatment of the fourth stage of Helicoverpa armigera
with Bb 11.

3.2. Formation des chrysalides, émergence des
adultes et oviposition

Expérimentation I. Les taux moyens de chrysalides
formées ont varié de 13,3 = 6,7 % (107 conidies
par insecte) a 66,7 + 145 % (Témoins). Les plus
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Figure 6. Evolution temporelle des taux de sporulation des
cadavres apres traitement des stades L4 de Helicoverpa
armigera au Bb 11 — Temporal evolution of average
sporulation rates after treatment of the fourth stage of
Helicoverpa armigera with Bb 11.
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Figure 7. Taux de formation des chrysalides et d’émergence
d’adultes deux semaines apres inoculation des larves L3 de
Helicoverpa armigera au Met 31 — Rates of pupae formed
and adults emerged two weeks after inoculation of the third
stage Helicoverpa armigera with Met 31.

Les traitements ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différents au seuil de 5 % (Analyse de variance
suivie de SNK) — Treatments followed by the same letters are
not significantly different at the 5% level (ANOVA, followed by
SNK test).
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faibles taux de formation de chrysalides avaient
été enregistrés au niveau des doses les plus élevées
(107 et 10° conidies par insecte) avec les plus faibles
taux d’émergence des adultes (Figure 7). En dehors
des témoins, les adultes issus des larves traitées a
la souche Met 31 étaient presque tous des males
malformés (ailes endommagées). Aucune des femelles
issues de I’expérimentation I n’avaient pondu d’ceuf
(Tableau 2).

Expérimentation I1

Application de M. anisopliae (Met 31). Avec les larves
de stade 4 de H.armigera, les taux de chrysalides
formées avaient été plus élevés comparativement a
ceux obtenus avec le 3¢ stade larvaire. Ces taux étaient
de 90,0 = 10 %, 80,0 + 5,8 %, 76,7 + 8,8 %, 63,3 *
8.8 % et 20,0 = 10 % respectivement pour le témoin,
les doses 10%, 105, 10° et 107 conidies par insecte.
Seule la plus forte dose, 107 conidies par insecte,
a eu un taux significativement inférieur aux autres
(SNK = 30,2) (Figure 8). En dehors des témoins,
les taux d’émergence étaient similaires pour tous les
autres traitements. Le nombre de males, de femelles
et le nombre d’ceufs pondus sont présentés dans le

B Témoins W 10° conidies par insecte
@ 10* conidies par insecte B 107 conidies par insecte
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Figure 8. Taux moyen de formation des chrysalides et
d’émergence d’adultes deux semaines apres inoculation
des larves L4 de Helicoverpa armigera au Met 31 — Rates
of pupae formed and adults emerged two weeks after
inoculation of the fourth stage Helicoverpa armigera with
Met 31.

Les traitements ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différents au seuil de 5 % (Analyse de variance
suivie de SNK) — Treatments followed by the same letters are
not significantly different at the 5% level (ANOVA, followed by
SNK test).
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Tableau 2. Nombre d’adultes émergés et d’ceufs
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pondus aprés inoculation des larves aux champignons

entomopathogenes — Number of adults emerged and laid eggs after inoculation of the larvae with entomopathogenic fungi.

Expérimentation Traitements Nombre Nombrede Nombrede Males Femelles Nombre
(conidies par d’adultes males femelles malformés  malformées d’ceufs
insecte) pondus

Expérimentation I

Met 31 sur L3 0 15 8 7 0 0 13
104 6 5 1 5 1 0
10° 4 3 1 0 0 0
10¢ 1 1 0 1 0 0
107 3 2 1 1 1 0
Expérimentation II
Met 31 sur L4 0 27 17 10 0 0 590
104 16 11 5 9 4 285
10° 13 10 3 7 2 220
108 9 1 1 1 62
107 6 0 6 0 0
Bb 11 sur L4 0 27 16 11 0 0 563
104 17 13 4 11 1 310
10° 13 4 7 2 180
108 8 1 5 1 130
107 4 0 4 0 0

tableau 2. Lorsque les larves du stade 4 avaient été
traitées, le nombre d’adultes émergés était plus élevé,
mais aussi avec une plus forte proportion de males. La
dose de 107 conidies par insecte n’a enregistré aucune
émergence femelle. Tous les adultes émergés au niveau
des témoins étaient tous sains et les femelles avaient
pondu jusqu’a 590 ceufs (Tableau 2).

Application de B.bassiana (Bb 11). Tout comme pour
le Metarhizium, les taux de chrysalides formées ont été
élevés pour le 4° stade comparativement a ceux obtenus
avec le 3¢ stade exposé a Met 31.1ls ont varié entre 13,3 +
3,3 % (107 conidies par insecte) et 90 £0,0 % (Témoins).
La formation des chrysalides et I’émergence des
adultes ont été doses dépendantes. Néanmoins, aucune
différence significative n’a été observée entre les témoins
et les plus faibles doses (10* et 10° conidies par insecte).
Toutes les chrysalides formées au niveau des témoins
sont devenues adultes (Figure 9). Les males étaient en
nombre plus important que les femelles (Tableau 2).
Tout comme pour la souche de Metarhizium Met 31,
aucune femelle n’a émergé pour la dose de 107 conidies
par insecte de la souche de Beauveria Bb 11.

Estimation de la DL50. L’analyse de régression de Cox
a indiqué que les différentes doses des champignons

utilisés étaient un prédicateur significatif et indépendant
de la survie des larves de H. armigera testées (P < 0,05)
(Tableau 3) et que le modele a fourni une bonne
régression.

Les valeurs de B. Les valeurs de B ont montré 1’existence
d’une relation de dose-réponse. Cette relation a été forte
pour la souche de B. bassiana,Bb 11, qui a eu une valeur
de B plus élevée (B = 0,440).

3.3. Evolution de la DL50 apres ’application des
champignons

Application du Metarhizium sur les stades 3 et 4 de
H. armigera. Les courbes de DL50 des stades 3 et 4 de
H. armigera sont représentées dans les figures 10 et 11,
respectivement. L’effet dose-réponse a été significatif
pour toutes les souches utilisées et était fonction de la
valeur de B. Plus B était élevé, moins larges étaient les
intervalles de confiance. Il fallait 347 x 108, 7,40 x10'°,
1,60 x 10" et 3,72 x 10°® conidies par insecte pour tuer
50 % des larves de 4° stade en, respectivement, 3, 5, 7
et 9 jours, tandis qu’il fallait 3,85 x 10", 4,67 x 10'°,
423 x10* et 3,19 x 10° conidies par insecte pour tuer
50 % des larves de 3¢ stade, en respectivement 2, 5, 7 et
9 jours (Figures 10 et 11).
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Figure 9. Taux moyen de formation des chrysalides et
d’émergence d’adultes deux semaines apres inoculation
des larves L4 de Helicoverpa armigera au Bb 11 — Rates
of pupae formed and adults emerged two weeks after
inoculation of the fourth stage Helicoverpa armigera with
Bb 11.

Les traitements ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différents au seuil de 5 % (Analyse de variance
suivie de SNK) — Treatments followed by the same letters are not
significantly different at the 5% level (ANOVA, followed by SNK
test).

Application du Beauveria sur les larves de stade 4 de
H. armigera.La souche de Beauveria a donné la valeur
B (0,440) la plus élevée et par conséquent, les valeurs
de DL50 les moins élevées. La relation dose-réponse
a été tres bonne pour Bb 11 (Figure 12). Ainsi, il faut
4,6 x 107 conidies par insecte pour tuer 50 % des larves
de 4¢ stadeen 5 jours, alors qu’il faut 7,4 x 10'° conidies
par insecte pour la souche de Metarhizium, Met 31.
Ceci se remarque également par la diminution de la
largeur des intervalles de confiance, comparativement
a celle des intervalles de confiance de Met 31.
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Figure 10. Valeurs des DL50 apres traitement des larves
L3 de Helicoverpa armigera a différentes doses de Met
31 — LD50 values after treatment of the third stage of
Helicoverpa armigera fo various doses of Met 31.
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Figure 11. Valeurs des DL50 apres traitement des larves
L4 de Helicoverpa armigera a différentes doses de Met
31 — LD50 values after treatment of the fourth stage of
Helicoverpa armigera to various doses of Met 31.

IC : Intervalle de Confiance — Confidence Interval.

Tableau 3. Valeurs des estimations de la valeur de B résultant de la régression Cox pour les souches de Metarhizium
anisopliae et de Beauveria bassiana et les stades larvaires de Helicoverpa armigera testés, y inclus les coefficients de
Wald — Estimated of B resulting from Cox regression for Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana and larval stages

of Helicoverpa armigera tested, including the Wald coefficients.

Souches de champignons Stade de Helicoverpa armigera B SE Wald ddl Probabilité
Met 31 L3 0,312 0,087 12,844 1 0,000

L4 0,344 0,091 14,296 1 0,000
Bb 11 L4 0,440 0,093 22,132 1 0,000

B : valeur B de la régression Cox — B value of the Cox regression ; SE : erreur standard — standard error ; Wald : coefficient de

Wald — Wald coefficient ; ddl : degré de liberté — degree of freedom.
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Figure 12. Valeurs des DL50 apres traitement des larves
L4 de Helicoverpa armigera a différentes doses de Bb
11 — LDS50 values after treatment of the fourth stage of
Helicoverpa armigera to various doses of Bb 11.

IC : Intervalle de Confiance — Confidence Interval.

4. DISCUSSION

4.1. Mortalité et sporulation des cadavres

Les différents résultats obtenus montrent que la
mortalité des larves de H.armigera est fonction de
la quantité de conidies qu’elles recoivent. Les deux
souches de champignons ont été infectieuses pour tous
les stades utilisés en adéquation avec les résultats de
Kulkarnia et al. (2008). Au stade L3, les doses 10° et 107
conidies par insecte pour le Metarhizium s’équivalent
statistiquement, malgré le taux de mortalité plus élevé
enregistré avec la dose de 107 conidies par insecte. Ce
taux de mortalité a été nettement supérieur pour 107
lorsque ces mémes doses ont été appliquées sur les
stades L4 ; ceci est dii probablement a la taille plus
élevée des larves L4, comparativement a celle des
L3. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
Bateman et al. (1996) qui ont trouvé que I’infection des
criquets par les champignons est fonction de leur poids.
De méme, Gundannavar et al. (2006) ont observé que,
aprés application de différentes concentrations (107,
103, 10°, 107 et 108 conidies-ml") de B. bassiana sur les
larves de H. armigera, les jeunes étaient plus sensibles
que les plus agées.

Au-dela de 10° conidies par insecte, la réponse
effet/dose n’est plus perceptible sur les larves L3 et L4
avec, respectivement, le Metarhizium et le Beauveria,
en raison probablement de la grande variabilité dans
la mortalité d’une répétition a I’autre. Le nombre de
chenilles L3 mortes apres inoculation du Metarhizium
et qui ont sporulé est également fonction de la dose.
Il ressort qu’une dose de 10° conidies par insecte, soit
une concentration de 5 X 10® conidies-ml! permettra
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d’atteindre les mémes taux de mortalité que 107
conidies par insecte en deux semaines, vu que I’insecte
déja infecté n’arrive plus a s’alimenter correctement
(Thomas et al., 1997). Les cadavres des chenilles L4
issus des faibles doses (10%, 10° conidies par insecte)
n’ont pas sporulé, ce qui serait di probablement a la
faible quantité de conidies recues par rapport a leur

poids.

4.2. Formation des chrysalides et émergence des
adultes

D’une maniére générale, la formation des chrysalides
et I’émergence des adultes ont été doses dépendantes,
aussi bien pour tous les stades larvaires de H. armigera
utilisés que pour les champignons testés. Le nombre de
chrysalides formées et celui des adultes émergés sont
de loin plus faibles pour le stade 3 que pour le stade 4.
Ceci serait dii aux forts taux de mortalité enregistrés
au niveau des larves de stade 3 et de leurs chrysalides.
En effet, au stade 3, les conidies ont beaucoup plus le
temps de se développer dans I’organisme de la larve
avant sa chrysalidation. De ce fait, méme au stade
chrysalide, I’infection continue, tel que 1’ont souligné
Gopalakrishan et al. (1989). Wilson (1983) a noté en
Australie des mortalités naturelles de chrysalides de
Heliothis spp. allant de 15 a 20 % dues au B. bassiana.
De nos résultats obtenus, il ressort que les chrysalides
femelles sont beaucoup plus vulnérables que les
chrysalides males. Plus la dose est élevée, moins
nombreuses sont les femelles qui émergent. De
plus, les males qui émergent sont malformés (ailes
endommagées), limitant ainsi leur déplacement. Ces
résultats corroborent ceux de Prasad et al. (2010) qui,
apres avoir appliqué différentes concentrations (0,1 ;
0,125; 0,2 et 0,25 x 108 conidies-ml™") de B. bassiana
sur le troisieme stade larvaire de H.armigera, ont
observé, en dehors des taux élevés de mortalité, des
larves a corps gonflé, des larves 1éthargiques couvertes
de mycélium fongique. Ces larves anormales ont été
incapables de muer en quatriéme stade, ce qui est un
résultat intéressant pour la gestion du ravageur avec les
biopesticides a base de champignons entomopathogenes.

4.3. Modele de régression de Cox et la DL50

Le modele de régression de Cox est plus flexible
dans I’analyse des essais biologiques de biopesticides
que les modeles précédents tels que des analyses de
Probit et de Logit. L’analyse de Probit et ’analyse de
régression Logit ont trouvé leur large utilisation en
modélisant la probabilité d’une réponse par rapport a
la dose (Finney, 1971 ; Robertson et al., 1992). Preisler
et al. (1989) ont discuté des problemes liés a 1’analyse
des données des expériences de temps-dose-réponse et
ont conclu que la maniere classique de procéder a une
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analyse des données indépendantes sur le temps ou la
dose est de séparer soit 1’effet de la dose ou I’effet du
temps des données temps-dose-mortalité utilisées dans
les essais biologiques. Ces modeles qui consideérent des
effets de temps et de dose semblent étre plus appropriés
pour évaluer I’efficacité d’un microbe pathogeéne ou
d’un pesticide sur la cible (Robertson et al., 1992). Les
modeles de régression de Cox ont bien fonctionné en
modélisant des liens existant dans temps-dose-survie
des isolats fongiques infectant les larves de H. armigera
dans ces expérimentations.

Toutes les régressions de Cox, adaptées aux
données de survie obtenues a partir des larves L3-L4
traitées avec différentes doses des différents isolats,
ont montré des valeurs relativement élevées de B. Les
ajustements des valeurs de B étaient tous significatifs,
indiquant que les données montrent une réponse effet/
dose significative. Pour la méme raison, les courbes
de DL50 ne sont pas tres raides et leurs intervalles de
confiance sont relativement moins grands. Nos résultats
sont conformes a ceux de Abebe (2002) qui a utilisé
certaines souches de M. anisopliae et de B. bassiana
virulentes contre les termites.

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 évolué, plus la quantité de conidies a appliquer sera
élevée (i.e. a 5 jours, il faut 4,67 x 10'° conidies pour
L3 contre 7,40 X 10'° conidies pour L4).

5. CONCLUSION

De ces expérimentations, on peut conclure que :

— La réponse effet/dose a été significative pour tous
les stades larvaires de H.armigera utilisés et pour
tous les champignons entomopathogenes utilisés ;

— Des deux stades larvaires de H.armigera utilisés,
le stade L3 est le plus vulnérable. Les doses 10° et
107 conidies par insecte (concentrations de 5 x 10®
et de 5 x 10° conidies-ml!) ont donné des résultats
similaires permettant de choisir la moins élevée ;

— Des résultats obtenus, les concentrations de 10°,
10'° conidies-ml! peuvent étre testées en milieu
semi-champ et champ afin de déterminer la dose et
le volume d’application pour la gestion de
H. armigera ; en milieu semi-champ et au champ, la
probabilité d’atteindre une larve est plus faible
compte tenu des barrieres (plantes de cotonnier)
pour une bonne couverture de 1’application.
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