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ATTESTATION DE CORRECTION DE LA THESE

Nous soussignés, membres du jury de soutenance de la thése de
Doctorat/Ph.D en Biologie des Organismes Animaux (Option Parasitologic) de Madame
Mahot Herlmine Claudine, matricule 98Q202, soutenance autorisée par correspondance N°
20950/UYLIVREPDTIC/DAAC/DEPE/SPD/CB-AP du 10 juin 2020 du Recteur de
I’Université de Yaoundé I, sur le sujet intitulé : «Utilisation des champignons
entomopathogénes et des piéges a phéromones dans la lutte contre. Sahlbergella
singularis Haglund, 1895 (Hemiptera: Miridae), bio-agresseur du cacaoyer au
Cameroun», attestons que les corrections demandées par les membres du jury ont été

effectuées par la candidate et que le présent document peut étre déposé sous sa forme actuelle

pour exploitation ultérieure.

En foi de quoi la présente attestation est délivrée pour servir et valoir ce que de droit.
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UNIVERSITE DE YAOUNDE |
Faculté des Sciences
Division de la Programmation et du
Suivi des Activités Académiques

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |
Faculty of Science
Division of Programming and Follow-up
of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS

LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2018/2019
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 19 Février 2019

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences
Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR : MBAZE

MEVA’A Luc Léonard, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (37)

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
2 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
3 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
4 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
5 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
6 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
7 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
8 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. Maitre de Conférences Chef DAF / FS
9 | BIGOGA DIAGA Jude Maitre de Conférences En poste
10 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de Conférences En poste
11 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
12 | FOKOU Elie Maitre de Conférences En poste
13 | KANSCI Germain Maitre de Conférences En poste
14 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
15 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
16 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
17 | NJAYOU Freédeéric Nico Maitre de Conférences En poste
18 | AKINDEH MBUH NJI Charge de Cours En poste
19 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Charge de Cours En poste
20 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Charge de Cours En poste
21 | DAKOLE DABOY Charles Charge de Cours En poste
22 | DJOKAM TAMO Rosine Charge de Cours En poste
23 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Charge de Cours En poste
24 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Charge de Cours En poste
25 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Charge de Cours En poste




26 | EWANE Cécile Anne Charge de Cours En poste
27 | FONKOUA Martin Charge de Cours En poste
28 | BEBEE Fadimatou Charge de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Charge de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Charge de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Joséphine Charge de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Charge de Cours En poste
33 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Charge de Cours Inspecteur de Service
34 | PACHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Chargé de Cours En poste
37 | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (44)

1 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
2 | DIMO Théophile Professeur En Poste
3 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
4 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur VDoyen/FMSB/UY |
5 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
6 | KAMGANG Rene Professeur C.S. MINRESI
7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
10 | NOLA Moise Professeur En poste
11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Inspecteur de service
13 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Maitre de Conférences VICE-DOYEN / DSSE
14 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
15 | FOTO MENBOHAN Samuel Maitre de Conférences En poste
20 | JATSA BOUKENG Hermine épse Maitre de Conférences En Poste
16 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
17 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
18 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
19 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
21 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
22 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Maitre de Conférences En poste
23 | ALENE Désirée Chantal Chargé de Cours En poste
24 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
25 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
26 | BILANDA Danielle Claude Chargé de Cours En poste
27 | DJIOGUE Séfirin Chargé de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargé de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargé de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
32 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
33 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
34 | MOUNGANG LucianeMarlyse Chargé de Cours En poste
35 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
36 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
37 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste




38 | NJUA Clarisse Yafi Chargé de Cours Chef Div. UBA
39 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargé de Cours En poste
40 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
41 | YEDE Chargé de Cours En poste
43 | ETEME ENAMA Serge Assistant En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (27)
1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYI
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
4 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
5 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
6 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
7 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
8 | DJOCGOUE Pierre Francois Maitre de Conférences En poste
9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/UDs
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste
15 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
16 | GOMANDJE Christelle Chargé de Cours En poste
17 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
18 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Chargé de Cours En poste
19 | NGALLE Hermine BILLE Chargé de Cours En poste
20 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
22 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
23 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
24 | NSOM ZAMO Annie Claude épse PIAL Chargé de Cours Expert
25 | TONFACK Libert Brice Chargé de Cours En poste
26 | DJEUANI Astride Carole Assistante En poste
27 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Assistante En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (32)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice Recteur
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste
3 | Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur Recteur Univ.
, | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge de
Miss. PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI/Chef de
6 Departement
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen UBda.
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargée Mission P.R.
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
13 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste




14 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste

16 | NGOMO Horace MANGA Maitre de Conférences Vice Chancelor/UB
17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste

18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste

19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste

20 | ACAYANKA Elie Charge de Cours En poste

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Charge de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Charge de Cours En poste

23 | EMADACK Alphonse Charge de Cours En poste

24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Charge de Cours En poste

24 | KOUOTOU DAOUDA Charge de Cours En poste

25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

26 | MBEY Jean Aime Charge de Cours En poste

27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

28 | NDI NSAMI Julius Chargé de Cours En poste

29 | NEBA née NDOSIRI Bridget NDOYE Chargé de Cours '”Spe‘;\tﬂeﬁ\z gél\sﬂe“"ce
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargé de Cours En poste

31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargé de Cours En poste

32 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste

5- DEPARTEMENT DE CH

IMIE ORGANIQUE (CO) (32)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDS
3 | NGOUELA Silvére Augustin Professeur En poste
4 | NKENGFACK Augustin Ephreim Professeur Chef de Département
5 | NYASSE Barthélemy Professeur Directeur/UN
6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/ MINESUP
7 | WANDJI Jean Professeur En poste
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences DEPE/ Rectorat/UYI|
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Chef Service DPER
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
13 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
14 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
15 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences | Sous/Direct. MINRESI
17 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
18 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
20 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
21 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
22 | AMBASSA Pantaléon Charge de Cours En poste
23 | FOTSO WABO Ghislain Charge de Cours En poste
24 | KAMTO Eutrophe Le Doux Charge de Cours En poste
25 | MVOT AKAK CARINE Charge de Cours En poste
26 | NGOMO Orléans Charge de Cours En poste
27 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Chargé de Cours En poste
28 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Charge de Cours Chef Service/ MINESUP
29 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Charge de Cours En poste




30 | TAGATSING FOTSING Maurice Charge de Cours En poste
31 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargé de Cours En poste
32 | NGNINTEDO Dominique Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (25)

1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
5 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Crll(e;AD.&tlﬁgglggef
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
5 | DJAM Xaviera YOUHEP KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 | KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
7 | MELATAGIA YONTA Paulin Charge de Cours En poste
8 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
9 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
10 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
11 | KAMGUEU Patrick Olivier Chargé de Cours En poste
12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EBELE Serge Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | KAMDEM KENGNE Christiane Assistante En poste
23 | MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadege Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (28)
1 | BITJONG NDOMBOL Professeur En poste
2 | DOSSA COSSY Marcel Professeur En poste
3 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences Chef de Département
4 EMVUDU WONO Yves S. Maitre de Conférences CD In'f\% ’\CI:QSEL%V'S'M
5 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
6 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS
7 Rwanda
8 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard Charge de Cours Mclrl]\legfﬁll\l/lljf_r
9 | CHENDJOU Gilbert Charge de Cours En poste
10 | DJIADEU NGAHA Michel Charge de Cours En poste
11 | DOUANLA YONTA Herman Charge de Cours En poste
12 | FOMEKONG Christophe Charge de Cours En poste
13 | KIANPI Maurice Charge de Cours En poste
14 | KIKI Maxime Armand Charge de Cours En poste
15 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
16 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste




17 | MBEHOU Mohamed Charge de Cours En poste
18 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Charge de Cours En poste
19 | MENGUE MENGUE David Joe Charge de Cours En poste
20 | NGUEFACK Bernard Charge de Cours En poste
21 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Charge de Cours En poste
22 | POLA DOUNDOU Emmanuel Charge de Cours En poste
23 | TAKAM SOH Patrice Charge de Cours En poste
24 | TCHANGANG Roger Duclos Charge de Cours En poste
25 | TCHOUNDJA Edgar Landry Charge de Cours En poste
26 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Charge de Cours En poste
27 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Charge de Cours En poste
28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (12)
1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
. : Chef de
5 ETOA Frangois Xavier Professeur Département/FS/UY |
3 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
4 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
5 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
6 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
7 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
8 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
9 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
10 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
11 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
12 | NJIKI BIKOI Jacky Chargé de Cours En poste
13 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
- Sous Directeur/
5 NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur MINRESI
6 | NJOMO Donatien Professeur En poste
7 | PEMHA Elkana Professeur En poste
8 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
9 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
10 | WOAFO Paul Professeur En poste
11 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences DG/HYDRO Mekin
12 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste
13 | DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM Maitre de Conférences En poste
14 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Conférences Chef Division. UN
15 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste
16 | FEWO Serge lbraid Maitre de Conférences En poste
17 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste
18 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste
19 | NANA ENGO Serge Guy Maitre de Conférences | Director/Students/Affai
20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste

vi




21 | NOUAYOU Robert Maitre de Conférences En poste
22 | SAIDOU Maitre de Conférences | Sous Directeur/Minresi
23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste
24 | SIMO Elie Maitre de Conférences En poste
25 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences En poste
26 . . - . Sous Directeur/
WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences MINESUP
27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Charge de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Charge de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA Charge de Cours En poste
31 | FOUEDJIO David Charge de Cours Chef Cell. MINADER
32 | MBINACK Clément Charge de Cours En poste
33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste
34 | MELI'T Joelle Larissa Chargé de Cours En poste
35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
36 | NDOP Joseph Chargé de Cours En poste
37 OBOUNOU Marecel Chargé de Cours DA/Univ In'ger
Etat/Sangmalima
38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargé de Cours En poste
29 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste
Conseiller
4 MEDJO EKO Robert Professeur Technique/UYII
5 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
8 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
9 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/UMa
10 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
11 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Maitre de Conférences En poste
12 | NGOS Il Simon Maitre de Conférences DAAC/Uma
13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
14 | ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences En poste
15 BISSO Dieudonné Maitre de Conférences Dwecteur/Prolfet
Barrage Memve’ele
16 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
17 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
18 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. IMINTP
22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
23 | ANABA ONANA Achille Basile Charge de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Charge de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Charge de Cours En poste

vii




26 | ESSONO Jean Charge de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Charge de Cours En poste

28 | FUH Calistus Gentry Charge de Cours Sec. D ’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Charge de Cours En poste

30 | MBESSE CECILE OLIVE Charge de Cours En poste

31 | MBIDA YEM Charge de Cours En poste

32 | METANG Victor Charge de Cours En poste

33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Charge de Cours CD/Uma

34 | MOUAFO Lucas Charge de Cours En poste

35 | NGO BELNOUN Rose Noél Charge de Cours En poste

37 | NGO BIDJECK Louise Marie Charge de Cours En poste

38 | NGUEUTCHOUA Gabriel Charge de Cours CEA/MINRESI
39 | NOMO NEGUE Emmanuel Charge de Cours En poste

36 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste

40 | TCHAKOUNTE J. épse NOUMBEM Chargé de Cours Chef.cell / MINRESI
41 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste

42 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste

43 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste

viii




Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé I

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de  Assistants Total
Conférences Cours
BCH 5(2) 12 (6) 19 (11) 1(1) 37 (19)
BPA 12 (1) 10 (5) 20 (07) 2(0) 44 (13)
BPV 5 (0) 10(2) 9 (04) 2(02) 26 (9)
Cl 9(1) 9(2) 14 (3) 0 (0) 32 (6)
CO 7 (0) 14 (4) 10 (4) 1(0) 32(8)
IN 2 (0) 1(0) 13 (0) 10 (3) 26 (3)
MAT 2 (0) 4 (1) 19 (1) 2 (0) 27 (2)
MIB 2 (0) 5(2) 5() 0 (0) 12 (3)
PHY 10 (0) 17(2) 11 (3) 1(0) 39 (5)
ST 7 (1) 15 (1) 21 (5) 1 (0) 43(7)
Total 61 (4) 97 (25) 141 (39)) 19(6) 318 (75)
Soit un total de 318 (75) dont :
- Professeurs 61 (4)
- Maitres de Conférences 97(25)
- Chargés de Cours 141 (39)
- Assistants 18(5)

() = Nombre de Femmes
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RESUME

Le cacao fait partie des produits qui font vivre plus de 3 millions de personnes au
Cameroun. Malgré I’objectif gouvernemental qui vise 600.000 tonnes de féves de cacao par an a
I’horizon 2020, la production cacaoyére reste faible en raison de la pression des maladies et des
ravageurs. Dans 1’entomofaune nuisible associée au cacaoyer, les hémipteres et précisément les
Miridae constituent le groupe d’insectes le plus préjudiciable. De nos jours, la recherche des
alternatives a la lutte chimique contre les mirides est un challenge. Les champignons Beauveria
bassiana et Metarhizium anisopliae et les pieges a phéromones suscitent de plus en plus d’espoirs
et constituent des issues importantes en lutte biologique et en lutte semiochimique. Ce travail a
évalué le pouvoir insecticide des isolats de B. bassiana et de M. anisopliae vis-a-vis de
Sahlbergella singularis dans le but de mettre au point et sélectionner des formulations de
biopesticides. Il a essentiellement évalué I’attractivité des pieges de differentes couleurs, appatés
aux phéromones, vis-a-vis de S. singularis et déterminé 1’impact de ces pieges a phéromones sur sa
densité et ses degats en milieu réel. Les isolats de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae
testés avec la méthode par immersion et celle par ingestion ont montré un potentiel insecticide
intéressant au laboratoire contre les larves de S. singularis. lls ont causé des mortalités pouvant
atteindre des taux de 100%. Les épreuves biologiques ont permis de retenir quatre des six isolats
fongiques sur la base des concentrations létales 50 (CL50) ; des temps létaux 50 (TL50) et 90
(TL90) et deux isolats BIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4, aprés le test de transmission horizontale.
Les parametres croissance végétative, sporulation, germination et biomasse fongiques ont démontré
que le glycérol, I’huile de soja, ’huile de palme raffinée et 1’huile de coton ont une bonne
compatibilité avec les souches de champignons selectionnées. Ces mémes parameétres ont servi a
sélectionner la formulation de type Emulsion Inverse (El), qui a mieux conservé la viabilité des
spores de B. bassiana et de M. anisopliae pendant 18 semaines d’une part et, d’autre part, la
température de 25°C qui est la plus favorable a la conservation des formulations. Les toxicités des
conidies de B. bassiana et de M. anisopliae formulées en laboratoire avec 1’huile de soja et avec
I’huile de palme raffinée ont été averées avec des taux moyens de mortalité des mirides compris
entre 76% et 84%. L’espéce B. bassiana a montré un effect insecticide relativement plus eleve que
M. anisopliae; la pathogénicité de ses conidies formulées a indiqué, en cacaoyére, une efficacité
certaine. Ainsi, I’insecticide de B. bassiana formulé a base d’huile de soja a significativement
réduit les populations de mirides comparé au témoin. Cette réduction a atteint un taux de 100% au
bout du trente-sixiéme jour d’essai. La viabilit¢ des conidies de B. bassiana sur les feuilles de
cacaoyer se maintient et ne se perd considérablement qu’aprés un mois post-application, soit une
perte de 72% au bout de deux mois. La persistance de ’activité insecticide de B. bassiana sur les

cabosses de cacaoyer, au bout de deux mois post-application, a été induite malgré les conditions
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abiotiques. Le type de formulation influence I’efficacité du champignon comme agent de bio-
contr6le, sa facilité d'application et sa durée de conservation. Ces atouts, a prendre en compte dans
la mise au point d’une formulation fongique, sont importants dans une stratégie phytosanitaire de
contr6le de populations des insectes ravageurs. Parallélement a I’investigation d’une stratégie de
lutte biologique par ces champignons, I’optimisation de I’utilisation des pi¢ges par 1’intégration du
parameétre « couleurs » a été menée a Ayos et a Konye. D'apres les réactions comportementales des
mirides, toutes les couleurs de piéges utilisées ont été attractives avec une préférence pour le piége
vert. La préférence pour les pieges verts s’est expliquée par le mimétisme de la couleur du matériel
végétal. En tout, 4191 mirides ont été échantillonnés dans les deux localités d’étude soit 3826 dans
les parcelles avec pieges et 368 dans les parcelles sans pieges (témoin). Les profils des courbes de
pluviométrie, de température et d’humidité relative n’ont pas toujours coincidé avec celui de la
dynamique de population de S. singularis qui n’a pas trouvé une explication directe par ces facteurs
abiotiques. Ces derniers semblent influencer plutot I’état physiologique du cacaoyer qui, & son tour,
détermine la dynamique spatio-temporelle de S. singularis dans les plantations cacaoyeres. La
prévalence des dégats sur la plante hote (cabosses) dus a S. singularis a été moins élevée dans les
parcelles avec picges (essai) comparées aux parcelles témoins. Dans la localité d’Ayos, le taux
moyen de cabosses affectées a été de 1,7 % dans les parcelles essais contre 3,6% dans les témoins
tandis qu’a Konye, il a été¢ de 1,3 % contre 55% respectivement. La séverité des degats de S.
singularis chez la plante héte (cabosses) dans les parcelles témoins a été plus importante que celle
dans les parcelles essais, soit 1,06% et 0,53% a Ayos contre 1,63% et 0,42% a Konye
respectivement. Les niveaux élevés de prévalence des dégats et de sévérité dans les parcelles
témoins comparées aux parcelles traitées suggerent que I’utilisation du piégeage réduit les
dommages causés par les mirides sur les cabosses bien que le niveau de captures de S. singularis
males dans les piéges appatés, n'a pas montré une réduction considérable des dégats sur les
cabosses de cacaoyer.

Mots clés : Cacaoyer, Sahlbergella singularis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Lutte

biologique, Pathogénicité, Optimisation, Pieges a phéromones, Couleur.
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ABSTRACT

Cocoa is one of the products that provide important incomes for more than 3 million people
in Cameroon. Despite the government's target yield of 600,000 tons by 2020, cocoa production
remains low due to diseases and pests. In the insect wildlife pest associated with cocoa trees,
Hemiptera specially Miridae are the most damaging group of insects. Research for alternatives to
chemical control of mirids has today become a challenge. The use of the entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae and pheromone traps are increasingly of interest
and are important output in biological and semiochemical control. This work has assessed the
insecticidal potential of fungal isolates of B. bassiana and M. anisopliae against Sahlbergella
singularis to develop and select biopesticide formulations. It has specially evaluated the
attractiveness of the baited colored traps by S. singularis and determined the impact of these
pheromone traps on their density and their damages in natural environments. Beauveria bassiana
and Metarhizium anisopliae isolates tested through immersion and ingestion methods showed
interesting insecticidal potential in the laboratory against S. singularis larvae. They have caused
mirid death that could reach the average rates of 100%. Bioassays tests and the evaluation of lethal
concentrations 50 (LC50) and lethal times 50 (TL50) and 90 (TL90) allowed the screening of four
fungal isolates between the six tested. However, only two strains, namely BIITAC6.2.2 and
MIITAC11.3.4 were transmitted horizontally. Fungal vegetative growth, sporulation, germination
and biomass have shown that glycerol, soybean oil, refined palm oil and cottonseed oil have good
compatibility with fungi. These same parameters also helped to select the Reverse Emulsion (EI)
formulation, which better preserved the viability of B. bassiana and M. anisopliae spores for 18
weeks in one hand and in the other hand to choose the temperature of 25°C, which is the most
favourable for the conservation of the formulations. Toxicity of B. bassiana and M. anisopliae
conidia formulated in the laboratory with soybean oil and refined palm oil have been proven with
the mirid mortality average rates ranged from 76% to 84%. B. bassiana was relatively more toxic to
mirids than M. anisopliae; the pathogenicity of its formulated conidia has indicated an
incontestable efficacy in cocoa field. The mycoinsecticide of B. bassiana, formulated with soybean
oil, significantly reduced mirid populations compared to the control. This reduction reached an
average rate of 100% after thirty-six days of product application. The viability of B. bassiana
conidia on cocoa leaves is maintained and it is significantly lost only a month after application;
either a losses of 72% after two months. The persistence of insecticidal activity of B. bassiana on
cocoa pods two months after application was induced despite abiotic conditions. The type of
formulation affects the efficacy of the fungus as a bio-control agent, its safe application and its
shelf life. These assets are to be considered in the development of fungal formulation as it is

essential in a phytosanitary strategy of insect pests population control. Beside the investigation of a
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biological control strategy by B. bassiana and M. anisopliae, the optimization of trap using by color
integration was also carried out in the localities of Ayos and Konye. According to the behavioral
reactions of the mirids, all trap colours were attractive with preference for the green trap. The
preference for green traps was explained by the imitation of the colour of the plant material. A total
of 4191 mirids were sampled in the two study sites, 3826 in the plots with traps (treated) and 368 in
the plots without traps (control). The profiles of the rainfall, temperature and relative humidity
curves did not always coincided with those of the S. singularis population’s dynamics which have
not found a direct explanation in these abiotic factors variation. These abiotic factors seem to
influence the physiological state of the cocoa tree, which could determine the spatio-temporal
dynamics of S. singularis in cocoa plantations. The prevalence of host plant damage (pods) caused
by S. singularis was lower in trap plots (treated) compared to control plots. In Ayos, the average
rate of affected pods was 1.7% in treated plots compared to 3.6% in controls, while in Konye, it
was 1.3% compared to 5.5% respectively. The severity of damage of S. singularis in the pods in
control plots was greater than the one in treated plots, i.e. 1.06% and 0.53% in Ayos against 1.63%
and 0.42% in Konye respectively. The high levels of damage prevalence and severity in the control
plots compared to treated plots suggest that the use of trapping method reduce the damage caused
by mirids on pods despite the fact that the level of catches of S. singularis male by pheromone traps
did not shown a considerable reduction in damage of cocoa pods.

Keywords: Cocoa tree, Sahlbergella singularis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Biological control, Pathogenicity, Optimization, Pheromone traps, Color.

XXiv






Le cacao (Theobroma cacao L.) est une plante cultivée principalement pour ses feves qui
constituent une importante matiere premiére pour les produits semi-finis tels que la pate et le beurre
de cacao et les produits finis tels que le chocolat liquide, le chocolat solide, le chocolat en poudre et
le jus de cacao (Edoh Adabe et Ngo-Samnick, 2014). La feve de cacao est trés appreciée pour son
arbme et ses nutriments qui sont le phosphore, le magnésium, le fer, le zinc, le manganése, le
cuivre, le potassium, le sélénium et les vitamines B2 et B3. Bien fermentée et séchée, elle contient
50 & 57 % de lipides, 10 % de protéines, 12 % de fibres, 8 % de glucides de type amidon et environ
5 % de minéraux (Edoh Adabe et Ngo-Samnick, 2014). De plus, le cacao produit des polyphénols
et des flavonoides qui sont impliqués dans la santé humaine, notamment dans la réduction du risque
des maladies cadiovasculaires (Morand, 2013). Originaire d’Amérique latine, le cacaoyer fait son
introduction en Afrique par le Ghana en 1879 puis il arrive au Cameroun par Limbé en 1887
(Mbondji, 2010). La production mondiale de féves de cacao marchand a été estimée a 4600
millions de tonnes pour la campagne 2017-2018 (Pipitone, 2018 ; ICCO, 2019). Avec un apport de
3503 millions de tonnes de féves de cacao, I’ Afrique contribue a hauteur de 76% dans la production
mondiale. Les 253510 tonnes de féves de cacao marchand produites par le Cameroun lors de la
campagne agricole 2017/2018 (ONCC, 2018) lui permettent de contribuer a hauteur de 7,2% dans
la production africaine et le maintiennent au cinquiéme rang des producteurs de cacao apres la Céte
d'Ivoire, le Ghana, 1’Indonésie et I’Equateur (ICCO, 2017). Au Cameroun, la cacaoculture s’étend
sur une superficie estimée a environ 400.000 hectares (Bagal et al., 2013). Ce produit occupe une
place de choix parmi ceux d’exportation et fait partie des cultures agricoles traditionnelles qui
emploient environ 620.000 planteurs, faisant vivre plus de 3 millions de personnes réparties dans
environ 400.000 familles de producteurs (ONCC, 2007). Depuis 2016, la production nationale
annuelle a dépassé I’objectif visé de 200.000 tonnes de féves de cacao, fixé dans le plan stratégique
sectoriel du MINADER de 2002 portant relance de la filiere cacao (ICCO, 2017). Malgré cette
embellie de production, les rendements restent faibles par rapport a 1’objectif gouvernemental de
600.000 tonnes de féves de cacao pour la fin de cette année 2020 tel que décliné dans la stratégie
sectorielle du MINADER (Anonyme, 2014).

La cacaoculture souffre, en général, d’un certain nombre de contraintes parmi lesquelles ;
’instabilité des prix des produits dérivés (féves de cacao) au niveau du marché international, le
faible pouvoir de négociation des planteurs face aux acheteurs méme a I’échelle locale, le
vieillissement des plantations et la faible productivité des cacaoyers (JITAP, 2006). Selon le
rapport de JITAP, les faibles rendements annuels sont liés aux changements climatiques qui
perturbent le calendrier agricole d’une part et, d’autre part, & la fréquence des maladies et des
ravageurs souvent difficiles a contréler par les producteurs. Concernant la pression parasitaire, au

Cameroun la cacaoculture est confrontée aux maladies telles que la pourriture brune causée par
2



1’Oomycete Phytophthora megakarya (Brasier & Griffin 1979) et aux attaques d’insectes piqueurs
de la famille des Miridae et du genre Sahlbergella (Yede et al., 2012 ; Yede, 2016) et bien d’autres
ravageurs tels les chénilles defoliatrices. L’insecte Sahlbergella singularis Haglund, 1895 pique les
cabosses, les gourmands et les jeunes rameaux ; il cause leur dépérissement et laisse des portes
d’entrée aux agents fongiques, bactériens et viraux a I’origine d’infections secondaires (Anonyme,
2002). Cet insecte est 1'un des agents nuisibles et responsables d’une faible productivité des
cacaoyers en Afrique centrale et de 1’Ouest (Babin, 2018). En situation d’infestations massives et
d’absence de traitements phytosanitaires adéquats, les pertes annuelles de production sont évaluées
entre 10 et 80% au Nigeria et au Cameroun (Ojelade et al., 2005 ; Anikwe, 2010; Yede et al.,
2012).

Face aux dommages occasionnés a la cacaoculture par les mirides et autres Hémiptéres,
plusieurs méthodes de lutte sont préconisées pour réduire leurs effets a un seuil économique
acceptable (Lavabre, 1970). Il s’agit par exemple de la lutte culturale ou agronomique (Kumar,
1984 ; Babin et al., 2010), de la lutte génétique (Sounigo et al, 2003 ; Badegana et al., 2004 ; Dibog
et al., 2008; N’Guessan et al., 2008; Anikwe et al., 2009a), de la lutte chimique (Nguyen-Ban,
1977 ; Anikwe et al., 2009b ; Mahob et al., 2014), de la lutte naturelle par 1’utilisation des extraits
aqueux de plantes naturelles (Mboussi et al., 2018), de la lutte biologique par I’utilisation des
insectes prédateurs (Yede, 2016 ; Bagny Beilhe et al., 2018) ou de la lutte sémiochimique par
I’utilisation des piéges a phéromones (Mahob et al., 2011; Sarfo, 2013). Toutefois, parmi toutes ces
méthodes suscitées, la lutte chimique s’aveére la plus efficace et la plus utilisée. Cependant, les
matiéres actives utilisées présentent de nombreux inconvénients liés principalement a leur toxicite,
leur cofit élevé et souvent leur mauvaise utilisation ou leur large spectre d’action qui inclut parfois
des taxons non cibles (Tijani, 2006 ; Sonwa et al., 2008 ; Geiger et al., 2010). En outre, ces
matiéres actives appliquées entrainent la diminution de la biodiversité animale, en genéral, et
entomofaunique en particulier, la pollution des écosystemes (terrestres et/ou aquatiques), les
problemes de santé publique aussi bien chez les planteurs/ouvriers que chez les consommateurs des
produits derivés (Tijani, 2006; Geiger et al., 2010). L’une des méthodes conservatoires a laquelle
recourent géneralement les états/gouvernements ou I’OMS porte sur I’interdiction de 1’utilisation
des produits insecticides (Bateman, 2008). A titre illustratif, I’arrété
N°71/08/D/MINADER/SG/SDRP/SRP du 17 Juillet 2008 du gouvernement camerounais proscrit
I’'usage, en cacaoculture, de certains pesticides jugés tres toxiques, a savoir le cartap, le diazinon,
I’endosulfan, le fenobucarb, le malathion, le propoxur, etc... (Anonyme, 2013 ; Anonyme, 2015).
Malheureusement, au cours d’une enquéte menée aupreés des producteurs dans les plus grands
bassins de production au Cameroun, ces substances ont été recensées, pourtant prés de 160

insecticides sont homologués au Cameroun (Mahob et al., 2014 ; Anonyme, 2013). De nos jours,
3



les inquiétudes des consommateurs des produits a base de cacao, préalablement traités avec des
produits chimiques homologués ou non, conduisent a recommander une alimentation biologique,
qui les éloignerait de tout risque de maladie liée aux résidus de pesticides.

Dans la lutte biologique, les champignons entomopathogénes sont reconnus comme des
agents de régulation naturelle d’un grand nombre d’insectes ravageurs. De nombreuses études ont
rapporté la pathogénicité, 1’efficacité et/ou la virulence des microorganismes Hyphomycetes,
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 et Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin,
1883, vis-a-vis des Thysanopteres Frankliniella occidentalis Pergande, 1895 (Ugine et al., 2005;
Wang & Zheng, 2012) et Megalurothrips sjostedti Trybom, 1908 (Ngakou al., 2008); des
Coléopteres dont Anthonomus signatus Says, 1831, Otiorhynchus ovatus Linnaeus, 1758 (Sabbahi
2008), Sitophilus oryzae Linnaeus, 1763 (Batta, 2004) et Callosobruchus maculatus Fabricius,
1775 (Cherry et al., 2005) ; de 1’Orthoptére Uvarovistia zebra Uvarov, 1916 (Mohammadbeigi &
Port, 2013) et de I’Hémiptere Eurygaster integriceps Puton, 1881 (Abdulhai et al., 2010). Dans un
travail préliminaire, nous avons montré la pathogénicité de certains isolats de B. bassiana vis-a-vis
de S. singularis au Cameroun (Mahot et al., 2006). Toutefois, leur efficacité et/ou virulence vis-a-
vis des mirides restent a établir. Quant a I'utilisation des extraits de plantes, elle est considérée
comme un moyen de lutte biologique pour les uns et comme un moyen de lutte sémiochimique
pour les autres. Les extraits de plantes, a I’instar de ceux de Azadirachta indica A. Juss., 1830
(Adu-Acheampong, 1997 ; Mboussi et al., 2018) et de Thevetia peruviana (Pers.) K. Schum.
(Mboussi et al., 2018), ont montré des effets insecticides, anti-apétants et méme répulsifs vis-a-vis
de S. singularis. De nombreux travaux sur la lutte sémiochimique ont aussi révélé I’efficacité dans
’attractivité des insectes ravageurs par les pi¢ges a phéromones sexuelles (Jansson et al., 1992 ;
Sugiyama et al., 1996 ; Cork, 2004 ; Jackson & Bohac, 2006). L’avantage de cette approche réside
dans son mode d’action qui permet : (a) la surveillance du seuil critique des populations d’insectes
(Blackmer et al., 2008 ; Boddum et al., 2009 ; Cross & Hall, 2009 ; Sarfo, 2013), (b) I’évitement
reproductif entre les males et les femelles (Cork, 2004) et (c) le piégeage de masse des populations
d’insectes (Yang et al., 2012). Pour tester I’efficacité de ’attractivité des pieéges a phéromones vis-
a-vis des mirides, 1’accent a été mis sur I’effet de la forme et la disposition du piege et/ou la
composition chimique de la phéromone sexuelle (Padi et al., 2000 ; Padi & Sarfo, 2002 ; Mahob et
al., 2011 ; Sarfo, 2013). Toutefois, et a notre connaissance, aucune étude concernant 1’effet de la
couleur des pieges a phéromones sur I’attractivité des mirides n’a encore été effectuée. Pourtant, la
couleur a un caractére hautement attractif pour un grand nombre de taxons d’insectes (Hassan &
Mohammed, 2004 ; Mazzoni et al., 2011 ; Thongjua et al., 2015). Ainsi, la connaissance de la

couleur la plus attractive pour les populations parasites permettrait d’optimiser la gestion et le



« monitoring » de S. singularis et, par conséquent, améliorerait le calendrier phytosanitaire actuel
de lutte contre ce ravageur cible.

L’objectif principal de ce travail est donc de contribuer a I’amélioration de la lutte contre S.
singularis via 1’utilisation des champignons entomopathogenes et des piéges de couleurs appatés.
Pour ce faire, quatre objectifs spécifiques ont été définis a savoir :

- I’évaluation du pouvoir insecticide de trois isolats fongiques de Beauveria bassiana et de
trois isolats de Metarhizium anisopliae ;

- la mise au point et la sélection des formulations de biopesticides ;

- I’évaluation de I’attractivité et de la préférence des pieges a couleurs appatés vis-a-vis de
S. singularis ;

- la détermination de I’'impact de ces piéges a phéromones sur la densité et les dégats de S.
singularis en milieu réel.

La démarche entreprise dans ce travail se résume en trois chapitres. Apres cette
introduction, le premier chapitre ou revue de littérature présente les données bibliographiques
relatives au cacaoyer, au miride ravageur S. singularis, aux champignons entomopathogenes B.
bassiana et M. anisopliae et aux pieges a phéromones. Le second chapitre décrit les sites d’étude et
les méthodes utilisées pour atteindre nos objectifs. Le troisieme présente les différents résultats
obtenus ainsi que leur discussion. Une conclusion, des recommandations et des perspectives

précédent la présentation les références bibliographiques qui cl6turent ce travail.






I.1. Cacaoyer ou Theobroma cacao Linng, 1753

1.1.1. Origine et historique du cacaoyer
Le peuple Maya au Mexique fut le premier a connaitre et a cultiver le cacaoyer dont le nom
scientifique, Theobroma cacao fut donné par Linné en 1753; ce nom rappelle une origine divine car

il dérive des mots grecs Theos et broma qui signifient dieux et nourriture ; c'est-a-dire la nourriture

des dieux. Par la suite, le cacaoyer a été cultive par les Aztéques lorsque ceux-ci se sont emparés
des terres des Maya au 15° siécle (Mbondji, 2010). C’est au 19° siécle que la culture du cacao est
introduite en Afrique et plus précisément par le Ghana en 1879. De la, cette culture est arrivée en
Cote-d’Ivoire, en 1880, ou elle a connu un grand essor & partir de 1912 puis un ralentissement
durant la guerre de 1914 a 1918. Ce n’est qu’en 1887 que les allemands introduisent le cacaoyer au
Cameroun en passant par Limbé (Mbondji, 2010).

Pendant la période du protectorat allemand (1884-1916), le cacao est resté la principale
culture d’exportation du Cameroun et sa production la principale activité des planteurs. Partant de
Limbé, son extension a été faite dans les plaines cétiéres de la zone littorale, le long des fleuves
Moungo et Wouri, puis vers I’intérieur du pays. Au Cameroun, la culture du cacao a connu un
grand boom a partir de 1925 jusqu'a la veille de la deuxiéme guerre mondiale. Durant cette période,
elle a émigré vers les régions du Centre, du Sud et de I’Est ou elle a trouvé des conditions
écologiques plus favorables (Mbondji, 1984). Et depuis cette période, on a assisté a une stagnation

de sa production pendant pres de 40 ans (Nwaga, 1988).

1.1.2. Taxonomie du cacaoyer

Les travaux de Cuatrecacas (1964) et Alverson (1999) rapportés par Whitlock et al. (2001)
puis Silva et al. (2004) permettent de faire une classification du cacaoyer ainsi qu’il suit :

Domaine des Eukaryota

Regne Vegetal

Embranchement des Spermaphytes

Classe des Magnoliidae

Ordre des Malvales.

Famille des Malvacées

Sous-famille des Sterculiacées

Genre : Theobroma Linne, 1737

Espece : Theobroma cacao Linne, 1753

Les caractéristiques morphologiques, génétiques et I’origine géographique de cette espece
végétale différencient deux grands groupes du cacaoyer: les Criollos et les Forasteros ; toutefois un
troisieme groupe, celui des Trinitarios les rassemble (Cuatrecasas, 1964 ; Efombagn et al., 2009).
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Les Criollos produisent des fruits allongés, avec une surface lisse ou rugueuse, rouge ou
verte avant maturité et un cortex peu lignifié (Eskes & Lanaud, 1997). On les trouve a Madagascar
puis du Mexique jusqu’en Colombie et au Venezuela. Ils ont une croissance lente et sont plus
sensibles aux maladies et aux ravages d’insectes (Mossu, 1990).

Les Forasteros sont des arbres vigoureux dont les fruits, de couleur jaune a maturité et de
forme tres variable, sont en général plus courts et plus ovales que ceux des Criollos. Leurs féves
aplaties et d’un violet foncé donnent un cacao de qualité moyenne. C’est un groupe trés diversifié
de cacaoyers cultivés en haute Amazonie (Pérou, Equateur, Colombie), dans le bassin amazonien
(Brésil), dans les Guyanes et le long de I'Orénoque au Venezuela (Eskes & Lanaud, 1997).

Les Trinitarios sont hybrides des deux types précédents. Les cabosses des Trinitarios
présentent toutes les formes et toutes les colorations intermédiaires entre celles des Criollos et des
Forasteros ; ils pésent de 400 a 500g. L’intérieur de la féve est violet ou rose. Les Trinitarios sont
aujourd’hui cultivés dans les pays d’Amérique centrale, dans certains pays du nord et du Sud de
I'Amérique (Colombie, Venezuela, Equateur), ainsi que dans quelques pays d’Afrique et d’Asie du
Sud-Est. Hybrides naturels tres hétérogénes, ils offrent une bonne résistance aux maladies et
représentent environ 20 a 25% de la production mondiale (Mossu, 1990 ; Solérzano, 2007).

1.1.3. Description et écologie du cacaoyer

A 1’état naturel, le cacaoyer Theobroma cacao L. (figure 1) pousse dans les étages inférieurs
des foréts humides d’Amérique tropicale, entre 20° de latitude Nord et 20° de latitude Sud, & une
altitude généralement inférieure a 1250 métres. C’est une plante pérenne qui atteint 12 a 15 metres
et voire 25 metres de haut a I'état sauvage mais sa taille est généralement maintenue entre 4 et 7
meétres afin de faciliter la récolte (Braudeau, 1969; Soldrzano, 2007; Lachenaud et al., 2007).

)
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Figure 1 : Cacaoyer (photo Mhot).

Le tronc est généralement droit avec une écorce peu épaisse de couleur brun grisatre ; son

diamétre est de 20 cm ou plus lIégerement a 1’age adulte. Les feuilles persistantes, simples et
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elliptiques, sont molles et ont une coloration variant du vert trés clair au rougeatre a 1’état jeune
puis au vert foncé a maturité. Les inflorescences, portées sur le tronc (cauliflorie) ou sur les
branches maitresses (ramiflorie), apparaissent sur des coussinets floraux qui sont des renflements
du tronc ou des branches (Swanson et al., 2008). De petite taille, les fleurs sont hermaphrodites et
formées de cing sépales, cinq pétales et cing étamines qui alternent avec cing staminodes stériles
(pentameres). Ces fleurs sont a ovaire supere et contiennent 30 a 60 ovules. L’arbre peut produire
annuellement jusqu'a 100 000 fleurs dont seulement environ 1/500 donneront des fruits (Swanson
et al., 2008).

Le fruit du cacaoyer est une baie indéhiscente fusiforme appelée chérelle au jeune age et
cabosse a 1’age adulte. Ce fruit reste attaché a 1’arbre par son pédoncule fortement lignifié. Une
cabosse ouverte présente une placentation axillaire avec des graines disposées en cing rangées,
entourées d’une pulpe mucilagineuse. Son péricarpe est constitué, de I’extérieur vers I’intérieur, de
I’épicarpe, du mésocarpe et de I’endocarpe. On dénombre 30 a 60 graines ou féves par cabosse
(Eskes & Lanaud, 1997; Santos et al., 2012 ; Yédé et al., 2012). Les graines, entourées d’une pulpe
mucilagineuse sont reliées au placenta par des funicules. La période de maturation de la cabosse
dépend des conditions climatiques et du génotype de la plante ; ainsi elle peut étre d’environ 161
jours pour les Forasteros (SCA) et de 210 jours pour les Trinitarios (ICS) (Cilas, 1991 ; Soupi
Nkeutcha, 2013).

Le systéeme racinaire d'un cacaoyer, qui provient d'un semis, s'organise autour d'un pivot
central qui peut s'enfoncer jusqu'a deux metres de profondeur, offrant ainsi un solide ancrage a la
plante. Des racines latérales prennent naissance sur la partie supérieure du pivot. Elles sont longues,
sinueuses, ramifiées et garnies d'un chevelu qui explore I'horizon de surface riche en éléments
minéraux libérés par la décomposition de la litiére (figure 2A). Lorsqu'un cacaoyer ne provient pas
d'un semis mais plutdt d'une bouture, son enracinement est fasciculé, c¢’est- a -dire qu’il ne possede

pas de pivot mais il est formé de nombreuses racines (figure 2B).

Feuillage

Tronc

Racines latérales

Racine pivotante

Figure 2 : Représentation schématique du développement du systéme racinaire du cacaoyer obtenu
a partir d’un embryon (A) ou d’une bouture (B).
Source : http://www.afd.be/~plantch/cacaoyer/conaiss/SRcacao.htm.
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1.1.4. Production mondiale et importance économique du cacao

Le cacaoyer est cultivé pour ses féves qui constituent la matiere premiere d’une importante
industrie de fabrication de produits finis et semi-finis. Les coques de cacao sont également utilisées
pour I’alimentation du bétail, dans la fabrication des engrais, en pharmacie et en savonnerie
(Mossu, 1990).

Le cacao occupe une place importante dans 1’économie des pays ou il est cultivé.
L’économie cacaoyére mondiale a, durant la deuxiéme moitié du 20° siécle, été marquée par de
grands bouleversements de rangs entre les pays producteurs. Certains grands producteurs du cacao
comme le Ghana, premier producteur mondial pendant plus de soixante ans, et le Brésil ont vu leurs
tonnages baisser progressivement tandis que la Cote- d’Ivoire prenait le relai pour devenir le leader
de la cacaoculture jusqu'a ce jour. De nos jours, la production mondiale du cacao est assurée, a pres
de 76%, par I’Afrique ; le Cameroun, cinquieme plus grand producteur mondial, couvre 7,2% de
cette production (ONCC, 2018). L'économie du Cameroun repose principalement sur I'agriculture
et le cacao occupe une place de choix parmi les produits d'importance agricole. En effet cette
denrée représente, avec le café, environ 28% des exportations non pétrolieres et 40% des
exportations du secteur primaire. C’est la principale source de revenus monétaires des masses
rurales des régions du Centre, du Sud, du Sud-Ouest, de I'Est et du Littoral. Le secteur cacao
compte pour environ 2 % du PIB national, 6 % du PIB primaire et a peu prés 30 % du PIB du sous-
secteur des produits agricoles destinés a l'exportation et a la transformation. Sur le plan social,
environ 400.000 familles de producteurs tirent I'essentiel de leurs revenus du cacao ; ces revenus
sont estimés a plus de 100 milliards de francs CFA (ONCC, 2007).

1.2. Contraintes biotiques de la cacaoculture

La culture du cacao est sujette a de nombreuses pressions. Il s’agit des problémes dus aux

maladies et aux insectes ravageurs.

1.2.1. Maladies du cacaoyer

Plante exotique dans plusieurs zones de production, le cacaoyer peut contracter un certain
nombre de maladies contre lesquelles il ne dispose parfois d’aucun mécanisme de défense
approprié. Comme maladies du cacaoyer, nous pouvons citer la pourriture brune des cabosses, la
«Cocoa Swollen Shoot Disease» en abrége CSSD, la moniliose, le balai de la sorciere et la
«Vascular Streak Dieback» en abrégé VSD. Le tableau | apporte des informations sur les agents

pathogénes responsables et la distribution géographique de quelques maladies.
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Tableau I: Quelques maladies du cacaoyer

Agent causal de la maladie Distribution | Références
Maladie géographique
Pourriture | Phytophthora Afrique Lass (1985); Nwaga (1988)
brune des | (P. palmivora Butler, 1910, centrale et de | Anonyme (2003); Cilas &
cabosses P. megakarya Brasier et Griffin, | I’Ouest Despréaux (2004) ; Ndoumbe-
1979, P. capsici Leonian, 1922 Nkeng et al. (2004) ; Tondje et
et P. citrophthora (R.E. Sm. & al. (2007); Deberdt et al.
E.H. Sm.) Leonian, 1906 (2008) ; Pohe et al. (2013);
Akrofi (2015)
Cocoa Cocoa Swollen Shoot Afrigue  de | Anonyme (2003); Dongo &
Swollen Virus  (CSSV) du genre | I’Ouest Orisajo (2007) ; Kouakou et al.
Shoot Badnavirus transmis par un (2011) ; N’guessan (2013) ;
insecte (cochenilles farineuse) de Kébé (2013) ; Dzahini-Obiatey
la famille des Pseudococcidae. & Adu Ampomah (2014) ;
Moniliose | Moniliophthora roreri Evans, | Amérique du | Anonyme (2003); Phillips-
1978 Sud Mora and Wilkinson (2007) ;
Phillips-Mora et al. (2010)
Balai  de | Crinipellis perniciosa (Stahel) Régions Anonyme (2003) ; Bateman et
sorciere Singer (Singer, amazoniennes | al. (2005) ; Anonyme (2007) ;
1942) encore appelé | de I’Amérique | Meinhart et al. (2008); Krauss
Moniliophthora perniciosa | du Sud et al. (2010)
(Stahel) Aime & Phillips-Mora,
(2005)
Vascular Oncobasidium theobromae | Asie du Sud- | Lass (1985) ; Efron et al. (2002)
Streak Talbot et Keane, 1971 encore | Est ; Anonyme (2003) ; Flood &
Dieback appelé Ceratobasidium Murphy (2004) ; Guest &
(VSD) theobromae Rogers, 1935 Keane (2007) ;
Keane (2010); Flood
(2014); Ruseani (2015)

1.2.2. Insectes ravageurs du cacaoyer

Comme pour les maladies, le cacaoyer est sujet aux attaques de nombreux insectes. Il s’agit
généralement des insectes piqueurs-suceurs, des psyllophages, des foreurs de tiges, des foreurs de

cabosses.

1.2.2.1. Psylle du cacaoyer
Le psylle (Mesohomotoma tessmanni Aulmann, 1912) parasite du cacaoyer a été découvert

au Cameroun par VVon Faber vers 1908 (Decazy, 1976). Son aire de distribution s’étend de la Sierra
Leone en Zambie et en Republique du Congo (Entwistle, 1972 ; Mbondji, 2010). Longtemps
considérés comme ennemis secondaires du cacaoyer, les psylles causent plutét des dommages
graves surtout aux jeunes plants de cacaoyers. Au moment de 1’oviposition, leurs femelles
provoquent des blessures du tissu végétal et leurs larves piquent les bourgeons, les jeunes feuilles et

les rameaux lors des préléevements alimentaires (Mbondji, 2010). Ces piqlres entrainent
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géneralement une défoliation des extrémités de rameaux, voire leur dessechement en cas de forte
attaque, et un ralentissement de la croissance des rameaux (Igboekwe, 1983). Comme moyens de
lutte contre M. tessmanni, la lutte culturale par le réglage de I’ombrage et la lutte génétique par
I’utilisation des arbres résistants jouent un role important pour prévenir les attaques; la lutte
chimique par les insecticides reste tout de méme le moyen de lutte le plus utilisé (Kadje & Tondje,
1988).

1.2.2.2. Punaise verte des cabosses du cacaoyer
La punaise verte des cabosses de cacaoyer ou Bathycoelia thalassina Herrich-Schaffer,

1844 a, depuis quelques décennies, pris une importance grandissante un peu partout en Afrique
centrale et occidentale. Owusu-manu (1976) a estimé que les pertes de production annuelles au
Ghana dues a ce pentatomide s’élevaient a 18%. Cet insecte est répertorié pour la premiére fois au
Cameroun en 1906 ; dans I’actuelle région du Sud-Ouest, des dégats particulierement graves ont été
signalés des 1963 avec des pertes en cabosses évaluées a pres de 40% dans les localités d’Tkiliwindi
et de Tombel (Mbondiji, 2010).

Les piqlres de la cabosse par B. thalassina occasionnent un mirissement prémature, total
ou partiel de celle-ci. Les feves de telles cabosses s’atrophient et noircissent au niveau des
malformations (Mbondji, 2010). L’emploi des insecticides s’est montré efficace contre la punaise
B. thalassina ; de plus, certaines especes de microhyménoptéres ont permis un taux de parasitisme

de pres de 75% contre cet insecte au Ghana (Lodos, 1967).

1.2.2.3. Foreurs des tiges et des cabosses de cacaoyer
Les foreurs des tiges ont longtemps été considérés comme des déprédateurs mineurs du

cacaoyer. Les plus connus dans ce groupe sont les coléopteres Phosphorus virescens Olivier, 1795 ;
Tragocephala castnia Thomson, 1857 et Apate monachus Fabricius, 1775. L’espéce Eulophonotus
myrmeleon Felder, 1874 (Lépidoptére : Cossidae) a €té rapportée comme nuisible dans les pays
producteurs d’Afrique de 1’Ouest et centrale (Padi and Adu-Acheampong, 2000). Depuis les années
1990, les dégats causés par ce Iépidoptére sont devenus préoccupants pour les producteurs en Cote
d’Ivoire (Caplong et al., 1993 ; N’Guessan et al., 2014 ; N’Guessan et al., 2010a). Les foreurs de
tige creusent des galeries dans le tronc et les branches des cacaoyers ; ils provoguent ainsi un
écoulement abondant de la séve, des cassures des troncs et branches, un dépérissement des
cacaoyers et une réduction du potentiel de production de 1’arbre attaqué (Okelana, 1989). Pour
limiter les dégats de ce foreur, et bien que la lutte mécanique qui consiste a boucher les trous
occasionneés par cet insecte soit le moyen le plus utilisé, I’emploi des insecticides assure un controle
satisfaisant des larves de E. myrmeleon et réduit significativement le taux d’attaques de ce ravageur

dans les cacaoyeres (Kouassi, 2005 ; Danho et al., 2014).
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Le foreur de cabosses Conopomorpha cramerella Snellen, 1904 est largement répandu a
travers I'Asie du Sud-Est, précisément en Malaisie, en Indonésie, aux Philippines et en Papouasie-
Nouvelle-Guinée (Awang & Lamin 2014). 1l a été rapporté comme le ravageur le plus grave du
cacaoyer en Asie du Sud-Est (Mumford, 1986 ; Saripah et al., 2007). Les cabosses infestées par les
larves de ce lépidoptére présentent des taches jaunes avant la maturation et des féves agrégées
souvent difficiles, voire impossibles, a extraire (Azhar, 1986). La gestion de C. cramerella est
généralement faite par les applications de pesticides (Saripah et al., 2007) mais des moyens de lutte
mécanique, génétique et biologique ont déja été testés (Anonyme, 2003).

1.2.2.4. Mirides du cacaoyer dans le monde
Parmi les insectes ravageurs du cacaoyer, les mirides constituent de loin la premiére

préoccupation des producteurs du cacao (Lavabre, 1977a). Ces organismes appartiennent a la sous-
famille des Bryocorinae, a la famille des Miridae et se rangent en deux tribus : les Odoniellini et les
Monaloniini (Lavabre, 1977b). Les Odoniellini sont caractérisés par un corps massif d’une couleur
qui tend a passer du brun au noir et d’une téte deux fois plus large que longue. Les Monaloniini,
quant a eux, ont une téte rétrécie, des pattes et des antennes longues et minces, enfin un corps plut6t
allonge (Lavabre, 1977b).

Cing genres de mirides (Sahlbergella Haglund, 1895; Distantiella Distant, 1909;
Bryocoropsis Schumacher, 1917 ; Daniela et Helopeltis Signoret, 1858) appartenant aux deux
tribus sus-évoquées attaquent principalement le cacaoyer en Afrique centrale et de 1’Ouest
(Lavabre, 1977a). Dans ces régions deux especes, Sahlbergella singularis (Haglund) et Distantiella
theobromae (Distant) ont un impact économique majeur sur la culture du cacaoyer et ont toujours
été considérées comme les insectes nuisibles les plus dommageables dans les pays producteurs
(Lavabre, 1977a ; N'Guessan et Coulibaly, 2000). Ces insectes causent des dégats tres importants et
réduisent considérablement le rendement du cacaoyer avec des pertes de I’ordre de 30 a 40 %

chaque année (Lavabre, 1977a) ainsi que le revenu du paysan.

1.3. Miride du cacaoyer Sahlbergella singularis

Des deux espéces de mirides les plus préjudiciables au cacaoyer en Afrique, Sahlbergella
singularis est la plus commune et la plus réepandue au Cameroun (Babin, 2009). Cet insecte est
observé pour la premiére fois sur le cacaoyer au Cameroun par Warburg en 1902 puis au Ghana en
1908, au Nigeria en 1913, en Sierra Leone en 1917, en Cote d’Ivoire en 1928 (Babin, 2009).
Originaire de la zone forestiere d’Afrique de 1’ouest et d’Afrique centrale, son aire de distribution
comprend : la Sierra Leone, le Liberia, la Cote d’Ivoire, le Ghana, le Togo, le Bénin, le Nigeria, le

Cameroun, la République centrafricaine, la République Démocratique du Congo, la République de
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Congo, le Gabon, la Guinée équatoriale et Sdo Tomé-et-Principe (Entwistle, 1972 ; Lavabre,
1977a).

1.3.1. Description de Sahlbergella singularis

Selon Lavabre (1977a), I’adulte de S. singularis (figure 3) mesure 8 a 9 mm de long pour le
male et de 9 a 10 mm pour la femelle. 1l a une couleur généralement marron qui rappelle celle de la
vieille écorce du cacaoyer. Sa téte, 1égérement plus claire que I’ensemble du corps, porte des yeux
proéminants et des antennes plus allongées que la moitié du corps. Ces antennes comportent
chacune quatre articles et sont recouvertes d’une fine pilosité. Le thorax et le scutellum sont
couverts de protubérances tuberculaires brillantes. Le corselet (pronotum) est plus large que long et
présente, antérieurement, un bourrelet assez net limité par un sillon transverse. En arriére de ce
sillon se trouvent deux petites plagques lisses appelées «cali». Les pattes sont recouvertes de poils
courts et les tibias sont rectilignes. Les larves de coloration plutdt rose foncé ont une forme
générale arrondie et globuleuse. Les segments abdominaux sont marqués par de gros tubercules
arrondis disposés transversalement sur chaque segment. Les derniers stades larvaires (L4 et L5)

présentent des ébauches des ailes (Lavabre, 1977b).

i CRE  NER g BY B ¥ ,
Figuré 3 : Adulte de Sahlbergella sigularis: (A) vue drsale, (B) vue latérale (photo Mahot).
1.3.2. Taxonomie de Sahlbergella singularis
En considérant les classifications de Lavabre (1977b), Delvare & Aberlenc (1989), Wheeler
(2001), la position systématique de S. singularis peut étre résumée comme suit :
Domaine : Eukaryota
Regne : Animal
Embranchement : Arthropoda
Classe : Insectes
Ordre : Hemiptera
Sous-ordre : Heteroptera
Infra-Ordre : Cimicomorpha
Super-famille : Incertae sedis

Famille : Miridae
14



Genre : Sahlbergella Haglund, 1895
Espéce : Sahlbergella singularis Haglund, 1895.

1.3.3. Cycle de développement de Sahlbergella singularis

Le cycle biologique de S. singularis a été décrit pour la premiere fois par Cotterell en 1926.
Les males et les femelles atteignent tour a tour la maturité sexuelle en 2 jours et en 3 a 7 jours apres
la derniere mue nymphale (Collingwood, 1977 ; Babin et al., 2008). L’accouplement de S.
singularis est favorisé par les phéromones sexuelles (Padi et al., 2002 ; Sarfo, 2013). Apres cet
accouplement, I’oviposition de la femelle commence entre les quatrieme et onziéme jours ; elle
continue jusqu’au trentiéme voire quarantiéme jour. Les ceufs pondus individuellement, ou plus
rarement par deux, sont insérés dans le cortex des cabosses ou sous 1’écorce des jeunes branches,
des gourmands, dans les pédoncules de feuilles et cabosses. La fécondité moyenne de S. singularis
est comprise entre 30 et 50 ceufs par femelle ; sa valeur moyenne journaliere est proche de 4 ceufs
par femelle (Williams, 1953). Ces ceufs incubent en 20 jours en moyenne (Babin et al., 2006 ;
Sarfo, 2013). Le cycle de développement de S. singularis comprend un stade embryonnaire, cing

stades larvaires et un stade adulte (figure 4).

> - e

Figure 4 : Différents stades larvaires de Sahlbergella singularis selon Babin (2009) : L1 a L5 =
stades larvaires de 1 a 5.

1.3.4. Comportement alimentaire de Sahlbergella singularis et dégéats causés au cacaoyer

Les adultes et les larves de S. singularis trouvent sur les cacaoyers plus agés un
environnement plus adapté a leur mode de vie, notamment de nombreux refuges dans les
anfractuosités de 1’écorce qui leur permettent de fuir la lumiére et d’échapper a leurs prédateurs.

Toutes les parties du cacaoyer, a 1’exception des feuilles et des racines, sont attaquées par cette
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espéce de miride. Les fruits (chérelles et cabosses), les rameaux et les jeunes gourmands sont les
organes préferés des mirides (Youdeowei, 1973 ; Babin, 2009). Deux types de dégats sont
occasionneés par S. singularis sur le cacaoyer.

Le premier dégat, qualifié de primaire, est I’action directe de la piqQre. Sahlbergella
singularis pique les différents organes du cacaoyer pour sucer la seve. Au moment de la piqdre,
I’insecte insére son stylet dans les tissus végétaux ; il y injecte sa salive toxique qui induit des
necroses autour du point de pigdre. Les blessures occasionnées entrainent la formation de taches
rondes sur les cabosses, mais allongées sur les branchettes (figure 5). Les piqdres sur les chérelles
entrainent leur dessechement, leur deformation et parfois leur chute précoce. Quant aux cabosses,
elles poursuivent généralement leur maturation (Babin, 2009 ; Sarfo, 2013 ; Yédé, 2016). En cas
d’attaque massive, les feuilles brunissent et plus tard on assiste a une défoliation complete du
cacaoyer attaqué, lorsque les larves qui s’alimentaient sur les cabosses sont contraintes de se
déplacer a I’extrémité des branches pour se nourrir aux détriments des jeunes pousses (Babin,
2009 ; Mahob, 2013).

Les dégats secondaires de S. singularis sont dus a I’envahissement des parties piquées par
les champignons cryptogamiques tels que Calonectria rigidiuscula (Berk. & Broome) Sacc. 1999
(Williams, 1953), Fusarium sp. et Lasiodiplodia sp (Adu-Acheampong et al.,, 2012). Ces
champignons jouent un important role dans la formation des chancres, qui s’accumulent sur les
branches et le tronc des arbres qu’ils fragilisent. L’action combinée des piqares de mirides et des
champignons conduit a une dégradation partielle ou totale de la cacaoyére et a une réduction du

potentiel de production des arbres (Babin, 2009 ; Kouamé et al., 2014 ; Kouamé et al., 2015).
i NS

Figure 5 : Dégats de mirides sur branchettes (A et B) et sur cabosses (C et D) de cacaoyer (photos
Mahot).
16


https://en.wikipedia.org/wiki/Berk.

1.3.5. Plantes hétes alternatives de S. singularis

Sahlbergella singularis est une espece oligophage, qui se nourrit principalement aux dépens
de plantes ligneuses, arbustives ou arborées, de 1’ordre des Malvales et plus précisément des
familles des Sterculiaceae, des Malvaceae, des Tiliaceae et des Bombacaceae. Le tableau Il fournit
la liste des plantes hotes alternatifs de S. singularis proposée par Entwistle (1972) et Padi et al.
(1996). En 1996, au Ghana, des larves et des adultes de S. singularis ont été découverts sur des
fruits de Desplatsia dewevrei (De Wild & Th. Dur.). Ce petit arbre de la zone forestiére d’Afrique
tropicale appartient a la famille des Malvaceae et a la sous-famille des Grewioideae (Hinsley,
2008). Les espéces cultivées de colatiers, principalement Cola nitida (Vent.) Schott & Endl., 1832
et C. acuminata (P. Beauv.) Schott & Endl., 1832, sont régulierement associées aux cacaoyeres et
certains auteurs supposent que cette association aurait pu contribuer a I’introduction et a la

dispersion des mirides dans 1’ensemble des zones de culture du cacaoyer en Afrique (Piart, 1977).

Tableau Il : Liste des plantes hotes alternatifs de Sahlbergella singularis d’aprés Entwistle (1972)
et Padi et al., (1996) ; nomenclature mise a jour selon la classification phylogénétique
Hinsley, (2008)

Sous-famille Nom scientifique Pays
Famille
Malvaceae | Brownlowioidea | Berrya ammonilla Roxb. Sierra Leone, Ghana
Bombacoideae Bombax buonopozense P.Beauv. République du Congo
Ceiba pentandra (L.) Gaertn. Ghana,  Cameroun,
République du Congo
Sterculioideae Cola acuminata (P. Beauv.) Schott & Endl. | Nigeria, Ghana
Cola diversifolia De Wild. & T.Durand République du Congo
Cola gigantea A. Chev. var. glabrescens Ghana
Cola lateritia K. Schum. var. maclaudi Ghana
Cola millenii K. Schum Cote d’Ivoire, Ghana
Cola nitida (Vent.) Schott. & Endl. Nigeria
Sterculia foetida L. Ghana
Sterculia rhinopetala K. Schum. Ghana
Malvoideae Gossypium sp. Ghana
Dombeyoideae Nesogordonia papaverifera (A. Chev.) | Ghana
Capuron
Byttnerioideae Theobroma bicolor Bonpl. Ghana
Theobroma microcarpum Mart. Ghana
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. Ghana
Grewioideae Desplatsia dewevrei De Wild & Th. Dur. Ghana

1.3.6. Impact économique des mirides

A T’exception des iles Caraibes, partout ou s’est développée la cacaoculture, les dommages
causés par les punaises représentent 1’un des principaux facteurs limitant de sa production. Au

Cameroun, leur importance économique est telle que ces hémipteres ont été déclarés fléau national
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et toute une structure de lutte phytosanitaire a été créée en 1962 pour limiter leur incidence. 1l s’est
agi de la Lutte Phytosanitaire AntiCapside (LPAC) (Mbondji, 2010). L’importance économique des
mirides s’est accrue au fur et a mesure que la culture du cacao s’étendait et que le continent africain
prenait une place prépondérante dans la production mondiale. En 1953, les pertes dues aux mirides
étaient estimées a 25% au Ghana, a 30% au Nigeria et dans les années 60 a 30% en Cote-d’Ivoire
(Lavabre, 1977a). Dans plusieurs régions du Cameroun, I’activité cacaoyére s’est imposée comme
principale source de revenus des ménages. Pourtant, avec une reprise timide du cours du cacao, les
producteurs font face a de nombreuses difficultés parmi lesquelles figurent les dégats causés par les
mirides (Mbondji, 2010).

1.3.7. Moyens de lutte contre Sahlbergella singularis

Plusieurs méthodes de lutte sont utilisées pour réduire ce ravageur a un seuil de nuisance
acceptable dans les plantations. Celles couramment utilisées sont : la lutte agronomique, la lutte

génétique et la lutte chimique.

1.3.7.1. Lutte agronomique
La méthode agronomigue consiste a mettre en pratique certaines techniques culturales. Il

s’agit notamment :

- du nettoyage régulier des plantations pour éliminer les mauvaises herbes qui
constituent des réservoirs de plusieurs insectes nuisibles ;

- de I’élimination des gourmands qui constituent les principaux sites de ponte des

mirides ;

- d’éviter D'utilisation des plantes hotes alternatifs des mirides comme arbre
d’ombrage ;

- de la création temporaire de ’ombrage sur les jeunes plantes et de la maintenance
d’un couvert végétal complet (Kouamé et al., 2015 ; Babin, 2009).

Cependant, il convient de noter que le réglage de 1’ombrage est une pratique assez délicate

car un exceés d’ombrage pourrait étre a ’origine des maladies fongiques a I’instar de la pourriture

brune (Nyassé et al., 1999 ; Ndoumbeé-Nkeng & Sache, 2003).

1.3.7.2. Lutte génétique
A ce jour, plusieurs études ont éte faites en Afrique sur la lutte génétique contre les mirides.

Au Nigeria, 1’évaluation de D’attractivité ou non par certains génotypes de cacaoyers par la
technique des microtests en laboratoire a permis de déceler I’existence de clones résistants aux
attaques de mirides. Les clones locaux, certains hybrides et certains clones sélectionnés testés se
sont montrés moins attractifs vis-a-vis des mirides (Anikwe et al., 2009a). En Céte-d’Ivoire,

Sounigo et al. (2003) ont évalué la sensibilité des différents clones de cacaoyer vis-a-vis des
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mirides. Les clones parentaux T79/501, UPA402, NA32, PA150 et T60/887 ont révélé, au
laboratoire, leur résistance vis-a-vis de Sahlbergella singularis (N’Guessan et al., 2010b). Au
Cameroun, les travaux de sélection des clones de cacao ont debuté avec la création de la station de
Nkoemvone en 1949. Les microtests faits en laboratoire ont permis de déceler que le clone Na33
est hautement attractif vis-a-vis de Sahlbergella singularis, alors que les clones 1CS100, IFC100,
Scal2 et Na32 le sont peu (Badegana et al., 2004). Récemment, quelques efforts consentis dans la
génétique du cacaoyer, par I’utilisation des techniques de sélection ont permis de décéler de
nouveaux clones de cacao résistants aux mirides (Efombagn et al., 2011).

1.3.7.3. Lutte chimique
Les traitements insecticides demeurent le principal moyen de lutte contre les mirides et les

périodes d’application tiennent compte des variations saisonniéres des populations de ces
déprédateurs. Cependant, pour des raisons d’économie évidentes et d’équilibre biologique, ces
traitements ne devraient étre entrepris que lorsqu’ils sont indispensables, c’est- a - dire dans des
zones ou une pullulation d’insectes menace effectivement de se déclencher (Lavabre, 1970).
Aujourd’hui, les traitements chimiques s’avérent inefficaces dans la plupart des régions
productrices de cacao, du fait non seulement des changements climatiques, qui sont intervenus
depuis quelgues années et qui ont entrainé des déplacements des pics de pullulation dans le temps,
mais également du développement rapide des formes de résistances (Kouamé et al., 2015).

Depuis les années 1940, de nombreux insecticides appartenant aux familles des
organochlorés, des organophosphorés, des carbamates, des pyréthrinoides et des nicotinoides, ont
¢été utilisés dans la lutte contre les mirides. Il s’est agi, par exemple, du lindane, du dichloro-
diphenyl-trichloroethane (DDT), de I’endosulfan, du malathion, du dioxocarb, du promecarb, du
propoxur, de la dimethrine, de la cypermethrine, de la bifenthrine, de la deltamethrine, de la
nicotine et de I’imidacloprid (Sarfo, 2013). A la suite de plusieurs travaux visant a évaluer
I’efficacité et a vérifier certaines propriétés désirables des insecticides au rang desquelles
I’innocuité vis-a-vis de ’utilisateur et du consommateur, la volatilité du produit, la spécificité aux
mirides et la non rémanence des résidus dans les féves (Sarfo, 2013), il s’est avéré qu’un bon
nombre des molécules bien qu’efficaces ne satisfont pas les critéres recherchés mais favorisent
méme I'émergence de parasites plus résistants.

En effet, mal utilisés, les insecticides a large spectre d’action peuvent entrainer dans certains
cas la rupture des équilibres biologiques dans les plantations (Nguyen Ban, 1977). L’usage massif
d’une molécule entraine souvent I’apparition de populations de mirides résistantes, ce qui
occasionne dans bien des cas un renforcement des traitements insecticides, préjudiciable a

I’environnement et a la santé des hommes (Babin, 2009).
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Au Cameroun, la filiére cacao a, au cours des années 1980, constitué 1’'une des mamelles
nourriciéres qui financait le fonctionnement des institutions du pays. Aprés cette décennie, la
production cacaoyere a baissé de maniére drastique ; I’une des principales causes de ce déclin a été
le désengagement de 1’Etat vis-a-vis du secteur agricole et sa libéralisation. En quelques années,
I’assistance matérielle et technique apportée aux planteurs par la Société de Développement du
Cacao (SODECADO) et par 1’Office National de Commercialisation des Produits de Base (ONCPB)
a été interrompue. Depuis lors, la lutte anti-miride est intégralement & la charge des planteurs qui,
malheureusement, n’ont généralement ni les connaissances techniques ni les moyens financiers
pour la mener a bien (Sonwa et al., 2002 ; Sonwa et al., 2005 ; Sonwa et al., 2008). Par conséquent,
la lutte chimique contre les mirides a montreé ses limites au Cameroun.

1.3.7.4. Lutte naturelle a base d’extraits de plantes
Il existe un grand nombre de produits obtenus d’une seule plante ou d’une association de

plantes, qui offrent une alternative dans la lutte contre les maladies et ravageurs des plantes en
jouant un role répulsif ou toxique. C’est I’exemple de I’ail et du piment utilisés seuls ou en
association ; ils sont efficaces contre un certain nombre d’insectes ravageurs de cultures tels que les
chenilles des cruciferes et la mouche de chou (Weill et Duval, 2009). Depuis plus d’une trentaine
d’années, les effets antiparasitaires des extraits de graines du neem, Azadirachta indica, ont été
largement étudiés a travers le monde (Bélanger & Musabyimana, 2008). Ces extraits ont révelé leur
efficacité dans le contréle de plus de 400 espéces d’arthropodes nuisibles et de certaines maladies
des cultures. Les dérivés de graines de neem ont montré un effet positif sur le comportement et la
physiologie du coléoptére Cosmopolites sordidus Germar, 1824 (Musabyimana et al., 2001). Au
Ghana, Adu-Acheampong (1997) a trouvé une efficacité de plus de 80% des extraits de graines de
neem au laboratoire sur D. theobroma. Au Cameroun, Mboussi et al. (2018) ont démontré les effets
répulsif et insecticide du neem vis-a-vis de S. singularis.

1.3.7.5. Lutte biologique
Tous les organismes vivants peuvent subir I’action des parasites, pathogénes et des

prédateurs. Ces ennemis naturels sont en partie responsables de la régulation naturelle des
populations d’insectes et peuvent intervenir dans la lutte biologique. Cette lutte est I’utilisation des
parasites/pathogenes et des prédateurs pour maintenir la population d’un autre organisme en deéca
du seuil de nuisance (Debach, 1964). En d’autres termes, c’est 1’utilisation, par I’homme, d’un
organisme vivant pour supprimer ou contréler les populations d’un autre organisme vivant donné
en le rendant moins dangereux (Lavabre, 1970; Eilenerg et al., 2001 ; Lazarovists et al., 2007). Ces
organismes vivants peuvent étre des virus, des bactéries, des nématodes, des insectes ou des

champignons.
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Les champignons pathogenes des insectes sont particuliers dans ce sens que, contrairement
aux autres, ils n’ont pas toujours besoin d’étre ingérés par I’hdte pour agir mais ils peuvent
directement I’envahir par sa cuticule et I’infecter. Ils sont considérés comme des agents de lutte
biologique prometteurs pour controler des pestes; ils sont intéressants dans la mesure ou ils
peuvent devenir une alternative a la lutte chimique (Clarkson & Charnley, 1996; Shah & Pell,
2003; Maniania et al., 2008; Vega et al., 2008). Dans les conditions appropriées, les champignons
entomopathogenes sont capables de causer une €pizootie au sein des insectes au point d’en éliminer
les populations (Tanada & Kaya, 1993).

La classification des champignons entomopathogenes est généralement basée sur leur cycle
de vie, leurs caractéristiques morphologiques et leurs caractéristiques moléculaires. Ces organismes
appartiennent le plus souvent aux phylums des Zygomycetes, des Ascomycetes, des des
Basidiomycetes et des Chytridiomycétes (Castrillo et al., 2005). Dans I'ensemble, leurs cycles de
vie sont assez complexes avec des stades de développement asexués et des stades sexués.
Toutefois, certains des champignons entomopathogenes manquent d’un stade sexué connu et, de ce
fait, ne sont considérés que comme des formes asexuees. Ces champignons sont classés parmi les
Deutéromycetes dits champignons imparfaits (Mohammadbeigi, 2012).

Plus de 700 espéces de champignons, appartenant a prés de 90 genres sont connues comme
pathogénes des insectes. Parmi les champignons entomopathogénes Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, 1912, Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, 1883 et Paecilomyces
fumosoroseus Wize Brown & Smith, 1929 (Ascomycota: Eurotiales) sont plus connus et largement
utilisés dans la lutte biologique contre des ravageurs (Wraight et al., 2000 ; Feng et al., 2004 ; Pu et
al., 2005). Dans la suite de ce texte, nous nous concentrerons sur la littérature concernant B.

bassiana et M. anisopliae qui font I’objet de notre travail.

> Les champignons entomopathogenes Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae

Les champignons, Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae, sont des organismes
anamorphes, c’est-a-dire qui se reproduisent de maniére asexuée. lls sont cosmopolites avec un
large spectre d’actions (Roy et al., 2006). Ces deux especes appartiennent a la classe des
Hyphomyceétes, a ’ordre des Clavicipitaceae et a la famille des Hypocréales. Depuis plusieurs
années, des pesticides biologiques commercialisés ont été développés a partir de ces deux
champignons. 11 s’agit, par exemple, de Naturalis-L, de Proecol, de Boverin, de Boverol et de
BotaniGard faits a base de B. bassiana et de Metaquino, de Bio-Path et de Cobican faits a base de
M. anisopliae (Butt & Copping, 2000).
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e Beauveria bassiana

Originellement connu sous le nom de Tritirachium shiotae (Kuru) Langeron, 1947, ce
champignon a été renommé par I’italien Agostino Bassi en 1835 lors de ses recherches sur la
muscardine blanche des vers (Ainsworth, 1956). Découvert il y a prés de 200 ans, B. bassiana
présente plusieurs caractéristiques avantageuses qui font de lui 1'un des principaux
microorganismes dans la recherche des pathologies fongiques des insectes (Steinhaus, 1963). Il
dispose d’un large spectre d’insectes hotes chez lesquels il cause une mycose, la muscardine
blanche, qui envahit I’hote de I’intérieur vers 1’extérieur (Mohammadbeigi, 2012). Ce champignon
peut étre isolé & partir des insectes ou du sol a I’aide des milieux de culture (Beilharz et al., 1982).

Beauveria bassiana est considéré comme 1’un des champignons les plus entomopathogénes
pour plusieurs raisons :

- il a une distribution cosmopolite ;

- il a une capacité a infecter tous les stades de développement de ses hétes ;

- il est plus polyphage, capable d’infecter un plus grand nombre d’insectes cibles
comparativement aux autres Ascomycetes.

De nature poudreuse, B. bassiana produit des conidies de couleur blanche a jaunatre
soutenues par de longs filaments transparents, cloisonnés et tubulaires avec un diametre de 2,5 a 25
um appelés hyphes (Sabbahi, 2008). Les conidies, dont le diamétre varie de 2 a 4 um, sont
unicellulaires, de forme globuleuse ou ovale ; elles germent habituellement en forme de coude en

zigzag comme le montre la figure 6 (Larone, 2002).

Figure 6 : Aspect des conidiospores de Beauveria bassiana en microscopie a balayage électronique
(De Kouassi, 2001).

e Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae est 1’'un des champignons entomopathogénes les plus étudiés et
appliqués contre les insectes en agriculture et ceux qui sont vecteurs de maladies humaines (Alston

et al., 2005 ; Lazzarini et al., 2006). Initialement connu sous le nom de Entomophthora anisopliae,
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ce champignon a été décrit pour la premiere fois a partir des larves infectées de Anisoplia austriaca
Herbst (Coleoptere: Scarabaeidae) en 1879 par Elie Metchnikoff. Il a été renommé Metarhizium
anisopliae par Sorokin en 1883.

Metarhizium anisopliae est a ’origine de la muscardine verte des insectes. Comme B.
bassiana, ce champignon est pathogéne pour un grand nombre d’espéces d’insectes
(Mohammadbeigi, 2012). En 1993, I’Environnemental Protection Agency (EPA) a enregistré ce
champignon pour la lutte biologique contre les mouches et les cafards (Mohammadbeigi, 2012). Il
est facilement identifiable par ses chaines de colonies blanches a I’état jeune et vertes a vert foncé
apres sporulation et maturation. Ses conidiophores sont simples ou doublées (figure 7). La taille des
conidies varie de 4,8 a 7,2 um de long et de 1,6 a 3,5 um de large (Mohammadbeigi, 2012). Il
existe deux variétés de M. anisopliae dont la différence se situe au niveau de la taille des conidies :
la forme M. anisopliae var. anisopliae dont les conidies sont environ deux fois plus longues (10 a
14 um) que celles de M. anisopliae var. majus qui a des conidies de 5 a 8 um de long (Sabbahi,
2008 ; Mouatcho, 2010 ; Mohammadbeigi, 2012).
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Figure 7 : Aspect des conidies de Metarhizium sp. en microscopie optique (Benserradj, 2014).

> Mode d’action de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae
Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae présentent des cycles de vie dimorphes. Si

I'insecte hoéte est absent, ces champignons adoptent une vie végétative asexuée (phase saprophyte)
mais en géneral, lorsque l'insecte héte est présent dans le milieu, ils deviennent pathogenes. Bien
qu’ils puissent infecter leurs hotes par ingestion (Mohammadbeigi, 2012), dans la plupart des cas,
ils le font par voie percutanée. Le processus d’infection se fait en quatre étapes (Clarkson &
Chamley, 1996 ; Mohammadbeigi, 2012) :

- I’adhésion ou I’attachement a 1’hote ;

- la germination ou la différenciation des spores ;

- la pénétration ;

- la dissémination.
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L’adhésion, premicre étape du processus de I’infection est caractérisée par un mécanisme de
reconnaissance et de compatibilité des spores avec les cellules tégumentaires de l'insecte hote
(Tanada & Kaya, 1993). Cette étape se scinde en deux phases distinctes. Au cours de la premiére
phase, dite passive, les spores entrent en contact avec 1’insecte a 1’aide d’agents naturels tels que le
vent et 1’eau. Toutefois, les spores peuvent aussi entrer dans 1’h6te par voie buccale et par voie
respiratoire (Clark et al., 1968 ; Mohammadbeigi, 2012 ; Benserradj, 2014). La seconde phase est
active et caractérisee par la production d’un mucilage hygroscopique par les spores. Ce mucilage
crée une modification épicuticulaire, qui aboutit & la germination des spores, et un environnement
favorable aux enzymes libérées par ces dernieres (Boucias et al., 1991).

La germination dépend des conditions environnantes de température et d’humidité, des
conditions physiologiques de I'néte (composition biochimique de sa cuticule) et de la susceptibilité
de ce dernier qui peuvent la favoriser ou I’inhiber (Benserradj, 2014). Cette étape est caractérisée
par la différenciation des spores avec production de tubes germinatifs encore appelés appressoria.
Ces structures terminales servent de points d’ancrage et favorisent la pénétration des spores.

La pénétration dans I'hdte est géneralement faite a travers les orifices naturels, la cuticule ou
bien par I’ingestion (Sabbahi, 2008 ; Benserradj, 2014). Elle a lieu grace a la combinaison de
pressions mécaniques et de processus enzymatiques (Goettel et al., 1989). Les hyphes fongiques
secretent des enzymes extracellulaires telles que les protéases, les lipases et les chitinases, qui
attaquent la cuticule et permettent aux spores de la franchir et de se développer dans le corps de
I’insecte hote (Charnley & St Leger, 1991).

La dissémination intervient lorsque les spores ont traversé avec succes la cuticule de I’insecte.
La colonisation de I’hdte a lieu lorsque le champignon parvient & surmonter les mécanismes
immunitaires de défense de I’insecte puis envahit I’hémolymphe. Les spores entrent dans le
systeme lymphatique de I’insecte et envahissent 1’hémoccele. Le champignon se multiplie a
I’intérieur de tous les organes et s’accroit sous forme de blastopores (Sabbahi, 2008 ; Benserradj,
2014).

La mort des insectes infectés survient apres la colonisation de I’hémolymphe qui se produit,
en principe, au bout de trois a six jours lorsque les conditions sont favorables. Toutefois, le temps
nécessaire pour que ces champignons tuent leur hote dépend de la durée des différentes étapes
(Mohammadbeigi, 2012). De manicre générale, la réussite de I’infection dépend de plusieurs
facteurs parmi lesquels on peut citer les conditions ambiantes, les caractéristiques des isolats
utilisés, les caractéristiques et le stade de développement de 1’hdte. Lorsque les conditions de
température et d’humidité sont favorables, les spores et les hyphes émergent a la surface de 1’hote

apres sa mort (Mouatcho, 2010 ; Mohammadbeigi, 2012).

24



1.3.7.6. Lutte éthologique et piégeage olfactif
Cette méthode de contrdle est un moyen de lutte sémiochimique car les organismes vivants

produisent des substances qui interviennent dans la communication entre les individus de la méme
espece ou d’espéces différentes. Lorsque la médiation est interspécifique, elle utilise des substances
allelochimiques telles que les kairomones, les allomones et les synomones (Briand, 2009 ; Heuskin,
2011 ; Sarfo, 2013). Les kairomones sont des substances produites ou acquises par un organisme,
qui induisent une réponse comportementale ou physiologique favorable au récepteur et non a
I’émetteur. Les allomones sont bénéfiques a 1’émetteur et non a 1’organisme récepteur ; quant aux
synomones, le récepteur et I’émetteur en profitent puisque les interactions sont mutuelles. Lorsque
la communication est intraspécifique, elle recourt aux phéromones (Heuskin, 2011). Celles-ci sont
définies comme des substances sécrétées par un individu A et qui, recues par un individu B de la
méme espece, provoquent une reéaction spécifique, un comportement ou une modification
biologique chez ce dernier (Briand, 2009). Deux types de phéromones interviennent dans la
communication chimique des insectes. Il s’agit des phéromones incitatrices qui agissent sur le
comportement, c’est- a - dire des phéromones d’agrégation, d’alarme et sexuelles d’une part et,
d’autre part, des phéromones modificatrices qui agissent sur la biologie, par exemple, sur la
synchronisation de la maturité des individus au sein d'une population (Cork, 2004). Les
phéromones sexuelles sont généralement produites par des femelles dans le but d’attirer les males
de leur espéce. Ce sont des substances organiques, d’un ou de plusieurs composé(s) ou groupe(s) de
composés associés ou non, dont les groupements fonctionnels sont des esters, des aldéhydes, des
alcools ou des cétones (Cork, 2004).

L'identification des phéromones d'insectes a donné I'impulsion pour leur utilisation dans la
surveillance et le contréle des ravageurs d'importance économique. Celle des phéromones de
mirides a conduit a la surveillance de l'incidence des ravageurs de cultures et a la détermination du
seuil d’infestation (Smith et al., 1991) ainsi qu’a I’implémentation du piégeage de masse et de la
confusion sexuelle (Kakizaki, 2004 ; Sarfo et al., 2007). L’emploi des phéromones sexuelles,
envisagé pour remplacer les insecticides synthétiques toxiques afin de réduire les risques causés a
I'environnement, exige 1’utilisation d’un piége pour les capturer. Les phéromones sexuelles ont
pour objectif de perturber le comportement de recherche de partenaire et d’accouplement (Briand,
2009) ; elles sont utilisees pour trois stratégies de lutte bien différentes : le monitoring, le piégeage
de masse et la confusion sexuelle (Mahob, 2013; Sarfo, 2013).

> Monitoring
Le monitoring, ou surveillance des populations d'insectes, a genéralement trois objectifs:
détecter la présence d’organismes nuisibles envahissants, estimer leur densité relative dans un site

spécifique donné et indiquer la premiere apparition de 1’espéce nuisible dans une zone donnée
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(Heuskin, 2011 ; Sarfo, 2013). Cette surveillance des populations d’insectes nuisibles permet de
savoir si le seuil critique d’infestation de la plantation est atteint puis d’orienter et d’optimiser les
périodes de traitements insecticides (Mahob, 2013).

La réalisation des objectifs du controle des mirides dépend d’un piégeage efficace du
ravageur qui est influencé, notamment par la formulation de la phéromone synthétique, les
diffuseurs de phéromones, la gamme active du leurre, la forme du piege et le caractére saisonnier
de l'insecte (Mahob, 2013 ; Sarfo, 2013). Le monitoring est considéré réussi lorsque la substance
attractive est libérée a un taux constant et pendant une longue période ; toutefois, cette réussite
dépend aussi du diffuseur utilisé pour les formulations de phéromones. Des diffuseurs inappropriés
provoquent la libération trop lente ou trop rapide des composants chimiques et peut empécher que
la cible soit atteinte (Sarfo, 2013).
> Piégeage de masse

Le piégeage de masse d’un ravageur vise a réduire directement sa population et,
indirectement, les dégats du parasite en champ et dans les produits stockés a un seuil
économiquement acceptable (Downham et al., 2004). 1l s’agit d'une action de commande
mécanique qui consiste a éliminer un grand nombre de parasites dans une zone apreés I'étape de
surveillance. La méthode directe a été appliquée dans le contrdle de plusieurs ravageurs tels que les
Iépidoptéres (Zhang et al., 2002), les coléopteres (Allou et al., 2006) et les dipteres (Suckling et al.,
2007). L’optimisation du taux de mélange des composants phéromonaux, leur dosage et leur
libération contribuent a la réussite du piégeage de masse en augmentant la compétitivité de
I'attractif par rapport aux sources naturelles d'attraction (Sarfo, 2013).

L'écologie, la biologie du ravageur, ainsi que la disposition des cultures peuvent d'une
maniére ou d'une autre déterminer le succes ou 1’échec du piégeage de masse. Plusieurs méthodes
permettent d’évaluer le succes ou l'efficacité du piégeage de masse ; il s’agit, par exemple, du
déclin des populations prises dans les piéges lors du monitoring (Suckling et al., 2007 ; Sarfo,
2013) et de la réduction des dommages sur les cultures (Zhang et al., 2008 ; Allou et al., 2006 ;
Suckling et al., 2007). Comme pour le monitoring, le piégeage de masse est également affecté par

la forme du piege, la plus intéressante étant celle qui retient un plus grand nombre d'insectes.

> Confusion sexuelle

La confusion sexuelle est une approche qui consiste a contréler les populations des bio-
agresseurs des cultures en perturbant leur comportement de reproduction (Cardé & Minks, 1995 ;
Cork, 2004). Le phénomene d'attraction du male par une phéromone sexuelle spécifique a son
espece est la base de cette lutte. La confusion sexuelle correspond a une perturbation de
I'orientation du male dans sa recherche de partenaire (Sanders, 1997). Plusieurs hypotheses des

mécanismes mis en jeu sont proposees telles que la compétition entre une femelle et une source
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synthétique, le camouflage du faisceau phéromonal naturel, le déséquilibre sensoriel ou
I’habituation et I’adaptation sensorielle (Miller et al., 2006). Toutefois, I'occupation du méle a la
poursuite de fausses traces phéromonales serait le premier comportement qui entre en jeu dans
I’efficacité de la confusion sexuelle. En général, le faisceau phéromonal de la femelle se méle a la
phéromone synthétique ; le méle se trouve alors confondu et réalise un vol orienté ; il poursuit le
faisceau synthétique émis par un diffuseur sans pouvoir retrouver sa partenaire, ce qui limite les
accouplements (Sarfo, 2013). Le succes de ce mécanisme dépend de trois facteurs. Premierement,
I'attractivité de chaque diffuseur doit étre au moins equivalente a celle d'une femelle en appel pour
entrer en compétition avec les sources naturelles. Deuxiemement, il doit y avoir suffisamment de
diffuseurs pour que la probabilité de rencontre d'une femelle soit nettement inférieure a celle de
rencontrer un diffuseur ; enfin troisiemement le diffuseur doit étre suffisamment attractif pour
occuper longtemps le méle en direction ou face a la source afin de diminuer la probabilité de
rencontrer un faisceau phéromonal naturel (Sanders, 1997).

Pour une utilisation efficace des systemes a base de phéromones dans le suivi et la lutte
contre les insectes ravageurs de culture, il importe que le piege soit bien congu. En effet, un piége
est un dispositif de détection et de surveillance continue des insectes. Il capture une large gamme
d’espéces d’insectes dans leurs stades mobiles, c’est-a-dire les larves et/ou les adultes qui rampent
ou volent. Au fil des années, de nombreux modeles de piéges ont été mis au point et chacun
présentant des avantages et des inconvénients. La figure 8 montre les photos de quelques piéges
selon Cork (2004).

b

Figure 8: Quelques formes de piéges: A= Piége a entonnoir; B= piége a sceau ; C= piege
triangulaire ; D= piége lobos ; E= piége a disque collant; F= piége triangulaire ouvert
(Cork, 2004).
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Dans un cas idéal, un piége devrait permettre une entrée facile aux insectes cibles et
perturber, le moins possible, I'odeur de la phéromone (Sarfo, 2013). L'augmentation de la zone
d'entrée accroit 1’efficacité du piege (Cork et al., 2001). Dés I’entrée des insectes dans le piége, ils
doivent étre capturés et tués. Certains modeles de piéges pouvant laisser les insectes s’échapper, il
est nécessaire d’utiliser une substance destructrice telle que les insecticides ou des mixtures nocives
(Cork et al., 2001). D’autres pieges possédent plutdt des surfaces collantes pour retenir les insectes.
Dans ce cas, la capacité de la matiére collante a retenir les insectes est capitale pour 1’efficacité du
piege. En général, les adhésifs sont spécifiques a chaque type d’insectes et doivent étre résistants a
la lumiere du soleil et hydrofuges (Cork, 2004). Les piéeges collants sont plus efficaces lorsque les
populations de ravageurs sont de faible taille car ils deviennent saturés par les insectes lorsque leur
pression démographique est forte (Cork et al., 2001 ; Cork, 2004). Pour déterminer I'aptitude du
piégeage des mirides de cacaoyers, trois modeles de piéges a phéromones ont été testés par le
Cocoa Research Institute of Ghana (CRIG). II s’agit des piéges collants triangulaires et
rectangulaires congus par le Natural Resources Institute (NRI) et le CRIG, et du piege en entonnoir.
Les pieges collants se sont avérés plus efficaces dans la capture des mirides comparés au piége en
entonnoir (Padi & Sarfo, 2002). La disposition des pieges ainsi que leur hauteur dans la canopée
constituent également un facteur trés important de leur efficacité dans la capture des insectes (Edde
et al., 2005 ; Sarfo et al., 2007 ; Sarfo, 2013).

En résumé, on peut retenir de cette littérature que les mirides sont d’importants ravageurs
des cultures en général et, en particulier, du cacaoyer dans le monde. Les pertes économiques qu’ils
causent en Afrique ont motivé, dés les années 1950, une politique volontariste des gouvernements
en matiere de lutte phytosanitaire. Depuis plusieurs années, la lutte contre ces ravageurs a été
presque uniquement réalisée par 1’utilisation des pesticides chimiques de synthése, systémiques et
de contact. Malheureusement 1’emploi abusif et intempestif de ces produits chimiques présente de
nombreux inconvénients. L’utilisation réguliére de pesticides chimiques peut entrainer de maniére
facheuse une élimination des ennemis naturels (prédateurs et parasites qui servent d’agents de
controle naturel des populations d’insectes ravageurs) et un développement d’une entomofaune
résistante. De plus, ces insecticides chimiques sont, par leur effet rémanent, a 1’origine de la
pollution de I’environnement ; leurs résidus s’accumulent dans les eaux et, plus tard, dans les
chaines alimentaires exposant ainsi la santé¢ humaine. Le souci de maintenir et méme d’accroitre le
rendement en cacaoculture conduit a intégrer de nouvelles méthodes de gestion des ravageurs, qui
sont respectueuses de 1’environnement et de la santé humaine (Padin et al., 2002 ; Hendrawan &
Ibrahim, 2006 ; Mahdneshin et al., 2009).

Depuis quelques décennies, un accent est porté sur le développement de nouvelles méthodes

de lutte contre les mirides. Malheureusement, ces recherches ne sont guére assez avancées pour
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proposer une reelle alternative a la lutte chimique. Tout de méme, la lutte biologique et la lutte
sémiochimique semblent représenter des stratégies durables pour 1’environnement. C’est dans cette
optique que nous avons opté de mener la présente étude pour tester la virulence de potentiels
champignons entomopathogenes et pour évaluer [’utilisation des piéges a phéromones de
différentes couleurs dans la réduction des populations de mirides.

Notre hypothése de travail est qu’il est possible de contréler efficacement les populations de
mirides en cacaoculture par I’utilisation des champignons entomopathogenes et des piéges a
phéromones colorés. Plus précisément, nous supposons que :

- certains isolats, par exemple, de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae peuvent réduire
significativement les populations mirides en laboratoire et en milieu réel ;

- les piéges a phéromones sont attractifs pour les méles de Sahlbergella singularis. Une fois que ces
insectes males sont attirés et capturés par les piéges, les taux d’accouplement et donc la taille de
populations sont par ce fait reduits.

Pour vérifier nos hypotheses, nous nous sommes fixés 1’objectif général de contribuer a
I’amélioration de la lutte contre S. singularis grdce aux champignons entomopathogénes et a
I’optimisation de I’attractivité des piéges a phéromones colorés vis-a-vis de S. singularis. Afin de
répondre aux attentes de ce travail, nous avons défini quatre objectifs spécifiques :

- I’évaluation du pouvoir insecticide de trois isolats fongiques de Beauveria bassiana et de
trois de Metarhizium anisopliae ;

- la mise au point et la sélection des formulations de biopesticides ;

- I’évaluation de I’attractivité et de la préférence des pieges a couleurs appatés vis-a-vis de
S. singularis ;

- la détermination de 1’impact de ces pieges a phéromones sur la densité et les dégats de S.

singularis en milieu réel.
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I1.1. Sites d’étude

Le pouvoir entomopathogene des champignons a été testé au laboratoire de pathologie de

I’Institut International d’Agriculture Tropicales (IITA) de Nkolbisson (11°5’N et 3°8’E), une

banlieue de la ville de Yaoundé, dans le 7°™ arrondissement du département du Mfoundi. Il a été

testé dans les parcelles cacaoyeres expérimentales de I’IITA pour des raisons logistiques et

techniques (ressources humaines). L’attractivité des pieges & phéromones a été évaluée en champs

dans deux localités appartenant aux grands bassins de production cacaoyere a savoir : Ayos dans la

région du Centre et Konye dans le Sud-ouest du Cameroun (figure 9).
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Figure 9 : Carte de la localité de Konye dans le Sud-ouest et de celle d’Ayos dans le Centre.
Source : ProCisa/lITA, 2016.

La localité d’Ayos (3°90'N, 12°52'E, 705m d’altitude) est située a 138 Km de Yaoundé. Elle

se trouve dans le bassin du Nyong dont le climat équatorial est de type guinéen. Cette localité est

sous I’influence d’une pluviométrie bimodale avec des précipitations annuelles qui varient de 1500

a 2000 mm en moyenne. En raison de son altitude relativement élevée, le climat y est frais et doux

avec des moyennes de température variant de 24°C a 26°C et une humidité relative de 75% a 80%

(Olivry, 1986). La localité d’Ayos est caractérisée par un climat a quatre saisons bien marquées:

une petite saison seche de juillet a aodt, une grande saison séche de décembre a mars, une petite

saison de pluies d’avril a juin et une grande saison de pluie de septembre a novembre (IRAD,

2008 ; Anonyme, 2016). En fonction de la diversité de ses conditions pédo-climatiques, Ayos se

trouve dans la zone agro-écologique V d’aprés la subdivision faite par ’'IRAD en 1996. Dans cette
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zone, qui couvre tout le plateau sud camerounais, de Yaoundé a Yokadouma, d’Ebolowa a Ambam
et Moloundou, pousse une végétation faite d’une forét dense humide, semi-décidue et
sempervirente, de type hémi-ombrophile congolaise caractérisée par une certaine caducité
périodique du feuillage des arbres (Olivry, 1986 ; IRAD, 2008). Le caractére semi-caducifolié de
cette forét est un trait dominant, avec des espéces arborescentes distinctives telles que les
Sterculiacées (Olivry, 1986). Située dans le grand Sud-Cameroun, I’orographie d’Ayos montre, en
général, un paysage composé de nombreuses petites collines séparées par des ruisseaux a débit lent
et régulier. Les sols de type ferralitique sont argileux et de couleur rouge (Olivry, 1986 ; Anonyme,
2016).

Quant a la localité de Konye (4°56'N, 9°28'E, 271 m d’altitude), elle est située a 116,71 km
de Buea, en passant par Kumba dans le Sud-ouest Cameroun. Konye appartient a la zone agro-
écologique 1V ; elle se trouve dans le bassin de la Mémé sous I’influence d’un climat équatorial
cotier de type monomodal a une saison pluvieuse avec des précipitations abondantes de 2500 a
4000 mm et une saison seéche parfois non existante, aux températures moyennes de 1’ordre de
22,5°C en moyenne (Olivry, 1986 ; IRAD, 2008 ; Anonyme, 2016). L’humidité relative y est tres
élévée et varie entre 85% et 90% ; la végétation est de type forét dense dans cette localité mais se
transforme en mangrove au contact de 1’océan. Cette zone présente également des paturages a
graminées gazonnants ou stoloniféres avec de nombreuses especes qui évoquent celles des régions
tempérées, ce qui leur confere un caractére subalpin (Olivry, 1986). Les sols, de types andosols
bruns et eutrophes et situés sur ou dans les roches volcaniques, sont jeunes avec un profil
homogéne (Olivry, 1986). lls sont tres fertiles en raison du volcanisme fréquent dans cette aire
géographique ; ils constituent par conséquent des terres arabes riches a haut potentiel agricole
(Olivry, 1986 ; Anonyme, 2016).

La station de I'IITA de Nkolbisson a Yaoundé (3°51'N, 11°30'E, 760 m d’altitude) se
trouve, comme Ayos, dans la zone agro-écologique V. La localité de Nkolbisson est sous
I’influence d’un climat de type équatorial de transition a quatre saisons (Olivry, 1986) : une petite
saison séche de juillet a ao(t, une grande saison séche de décembre en mars, une petite saison de
pluies d’avril a juin et une grande saison de pluies de septembre a novembre. A cause de son
altitude relativement élevée (760m), le climat de Nkolbisson de type yaoundeen est frais et doux
températures constantes et des précipitations variant entre 1500 et 3000mm. (IRAD, 2008 ;
Anonyme, 2016).
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11.2. Méthodologie
11.2.1. Collecte des données géographiques et météorologiques des sites de I’étude

Dans le cadre de ce travail, les données géographiques ont été collectées a 1’aide du GPS
(Global Positioning System) de marque Garmin (Garmin International, Inc, 1200 East 151% Street,
Olathe, Kansas, 66062, USA). Les données climatiques nous ont été offertes gracieusement par le
projet ProCISA, en charge de les collecter dans les grands bassins de production cacaoyere au

Cameroun en vue d’évaluer I’impact de changements climatiques sur la productivité des cacaoyers.

11.2.2. Collecte et élevage des mirides

Les mirides ont été localisés par examen minutieux & I’ceil nu des differents organes de
cacaoyer puis capturés a I’aide d’un pinceau dans la parcelle cacaoyere du Centre de Recherche de
I’HTA-Cameroun, entre 6H30” et 10H30’ du matin, en raison de leur forte activité a cette période
de la journée (Bisseleua et al., 2011 ; Mahob et al., 2015). Une fois capturés, les spécimens ont été
conservés dans des boites de dimension 9 x 7 x 1,5 cm®, contenant un segment de branchette
fraiche de cacaoyer comme ressource alimentaire. Ces boites ont été prealablement perforées afin
de permettre une aération de I’enceinte pendant le transport des mirides vers la salle d’¢élevage
(insectarium) caractérisée par une température de 24,7 £ 0,9° C, une humidité relative (HR) de
64,9 £9,73% et une photopériode de 12:12 L.D (Babin et al., 2008). Une fois a I’insectarium les
larves collectées en champ sont transférées sur des cabosses de cacao matures et déposées dans les
seaux en plastique tapissés de papier absorbant et aérés, de dimension 24x19x26 cm®.

L’élevage de mirides a été réalisé grace au protocole mis au point par Babin et al. (2008),
qui recommande une alternance des spécimens (larves et imagos) entre I’insectarium et le milieu
naturel (parcelle cacaoyeére). En effet, les femelles adultes ont été transférées des seaux vers les
boites sus-décrites pendant 5 jours afin de leur permettre d’atteindre la maturité sexuelle. Pour la
méme raison, les males ont également été soumis a ce traitement pendant 2 jours seulement. A la
maturité sexuelle, des couples adultes de mirides (male et femelle) ont été formés dans d’autres
boites pour favoriser leur accouplement. Vingt-quatre heures post accouplement, chaque couple a
été transferé en champs et mis en contact avec une cabosse saine. L’ensemble a été recouvert d’un
manchon en tissu de mousseline (figure 10) pour confiner ces insectes sur la cabosse d’une part, et
les protéger contre les prédateurs d’autre part. Seize jours aprés I’installation du dispositif, des
visites journalieres ont été effectuées pour rechercher des larves. Dés observation de celles-ci, la
cabosse a été récoltée et ramenée a 1’insectarium pour élever ces larves de mirides jusqu’au stage
imaginal puis le cycle a recommencé. La ressource alimentaire (cabosse de cacao) a été remplacée
tous les deux jours pour éviter des mortalités des mirides liées a la mauvaise qualité des aliments.

Les larves de quatrieme (L4) et de cinquieme stades (L5) obtenues ont été utilisées pour les
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travaux ultérieurs a cause de la vulnérabilité de celles des stades L1 a L3 et de la mobilité extréme

des imagos.

Figure 10 : Manchon de mousseline isolant un couple de mirides (méle et femelle) sur une cabosse
de cacao dans une cacaoyere (Photo Mahot).

11.2.3. Ré-isolement de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae

Trois souches de Beauveria bassiana (BIITAC8.1.5; BIITAC6.2.2 et BIITAC10.3.3) et trois
autres de Metarhizium anisopliae (MIITAC6.2.2 ; MIITAC11.3.4 et MIITAC6.4.2) ont été utilisees
dans ce travail. Isolés a partir des échantillons de sol des bananeraies de la Région du Centre, ces
champignons sont conservés dans la mycothéque du Laboratoire de Pathologie de 1ITA-Cameroun
(Membang, 2013). Ce laboratoire les a mis a notre disposition pour des essais de pathogénicité
contre les mirides dans le cadre de notre these.

Pour vérifier leur pouvoir pathogéne potentiel, ces champignons ont été ré-isolés a partir des
specimens de mirides. Ces insectes ont été plongés dans des suspensions d’isolats pendant 5
secondes. Ensuite, ils ont été déposés dans des boites d’élevage susdécrites. Dés la mort de ces
individus, leur paroi a été stérilisée a 1’aide d’une solution d’hypochlorite de sodium a 1% pendant
une minute ; trois ringages successifs de 10 secondes chacun dans de I’eau distillée stérile ont suivi.
Ces insectes ont ensuite été¢ immergés dans de 1I’éthanol 70% pendant 15 secondes et rincés dans de
I’eau distillée stérile pendant 10 secondes (Inglis et al., 2012). Enfin, ils ont été séchés sur du
papier filtre stérile sous une hotte a flux et transférés sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
(Lab M Limited 1 Quest Park, Moss Hall Road, Heywood, Lancashine BL97 JJ, United Kingdom)
supplémenté d’antibiotiques (pénicilline 0,03% et streptomycine 0,08%) pour éliminer toute
éventuelle croissance bactérienne. Les boites de Pétri ont été scellées et incubées dans le noir a
25°C, HR 64,85+9,73% (Inglis et al., 2012).

Les champignons obtenus ont été repiqués dans d’autres boites de Pétri et purifies (figure

11) ; ensuite, ils ont servi a la réalisation des tests de pathogénicité.
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Figure 11 : Cultures de Beauveria bassiana (A) et de Metarhizium anisopliae (B) agées de 21 jours
sur milieu PDA (Photo Mahot).

11.2.4. Epreuves biologiques des champignons vis-a-vis des mirides

11.2.4.1. Préparation des suspensions
Les suspensions des deux espéces de champignons ont été préparées suivant le protocole de

Inglis et al. (2012), chaque isolat ayant préalablement été cultivé sur le milieu PDA supplémenté
d’antibiotiqgues comme indiqué plus haut. A I’aide d’un scalpel, les cultures de 21 jours ont été
raclées du milieu PDA puis mélangées a de 1’eau distillée stérile et au Tween 80 (0,1 %)
(Lobachimie). Le mélange a été agité au vortex pendant trois minutes afin de détacher les conidies
les unes des autres. A travers un tissu en mousseline, les suspensions ont été filtrées pour séparer
les conidies du mycélium. Pour calibrer la suspension de conidies, 20 pl du filtrat ont été déposés
sur une cellule de MALASSEZ et observés au microscope optique & I’objectif 40. Une série de
quatre concentrations 1x10"; 1x10%; 3,2x10° et 1x10° conidies.mL™ a été utilisée pour la suite des
manipulations (Mahot, 2006 ; Abdulhai et al., 2010 ; Mohammadbeigi & Port, 2013).

11.2.4.2. Evaluation du potentiel insecticide et de la virulence de Beauveria bassiana et de
Metarhizium anisopliae

L’évaluation du potentiel insecticide des champignons a consisté a tester leur pouvoir
pathogene sur des populations de S. singularis. En s’inspirant des travaux de Liu et al. (2002) et de
Sabbahi (2008), la série de concentrations sus-retenues a été adoptée pour chaque isolat de B.
bassiana et de M. anisopliae. Deux types de contaminations, a savoir le contact direct ou
immersion et le contact indirect ou ingestion ont été utilisés. La contamination par contact direct a
consisté a immerger les mirides individuellement dans 1 ml de suspension de conidies pendant 5
secondes. Ensuite, ces insectes ont été placés dans de petites boites aérées de 19,5 X 13 X 4,5 cm®
contenant, chacune, une chérelle comme support alimentaire. Pour le test par contact indirect, les
chérelles ont plutdt été immergées dans les suspensions fongiques pendant 5 minutes. Pour les deux

experiences, les boites ont été placées a une température de 24,7 + 0,9°C, HR de 64,9 + 9,73% et
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une photopériode de 12:12 L: D. Pour chaque expérience, des observations journaliéres de
mortalité des spécimens ont été faites pendant 14 jours. Le traitement témoin a consisté a mélanger
de I’eau distillée stérile au Tween 80 (0,1%). Cinq répétitions, de 7 insectes chacune, ont été
effectuées pour chaque traitement testé a savoir I’isolat & une concentration précise et selon un type
de contamination.

La virulence des différents isolats vis-a-vis des mirides a été estimée en déterminant les
concentrations létales 50 (CL50) et les temps létaux 50 et 90 (TL50 et TL90). La CL50 est la
concentration qui cause une mortalité de 50% d’insectes au sein d’une population et le temps létal
50 (ou 90) est celui au bout duquel un isolat est capable de causer une mortalité de 50% (ou de
90%) au sein d’une population (Hajek et al., 2012).

Au cours d’une visite journaliere de 1’essai, les insectes morts ont été retirés des boites
d’expérimentation et traités comme indiqué au paragraphe 11.2.3 (page 34) dans le but d’éliminer
toute poussée de champignons opportunistes et de confirmer que la mortalité observée a réellement
été induite par I’isolat testé. Au bout de 7 jours post-incubation des spécimens, ceux ayant présenté
la muscardine blanche ou verte sur la paroi de leur corps ont été considérés comme atteints et/ou
morts des suites d’une mycose ; ce qui a confirmé le pouvoir pathogéne de 1’isolat testé vis-a-vis

des mirides.

11.2.4.3. Transmission horizontale de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae
Pour le test de transmission horizontale ou contamination d’un individu par contact avec un

autre infecté, deux isolats de B. bassiana et deux de M. anisopliae qui ont révélé une activité
insecticide plus importante ont été utilisés. En considérant les résultats acquis lors de 1’évaluation
du pouvoir insecticide et de la virulence des isolats fongiques aux différentes concentrations, ce test
a été réalisé par la technique d’immersion 4 la concentration 1x10°conidies.mL™. La contamination
a éte faite a trois niveaux :

- par un traitement & 20%, c’est-a-dire que 20% de mirides traités ont été mis dans le méme
environnement que 80% d’insectes non traités (ratio 2 : 8);

- par un traitement a 50% soit un ratio 5 : 5;

- par un traitement a 80% soit un ratio 8 : 2.

Quatre répétitions, de 10 insectes chacune, ont été effectuées pour chacun des trois niveaux

de contamination.

11.2.5. Mise au point des formulations des isolats de Beauveria bassiana et de Metarhizium
anisopliae
11.2.5.1. Production massive des isolats fongiques
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Le screening par les tests du pouvoir pathogene et de transmission ont permis de retenir,
pour la suite du travail, deux isolats a savoir pour B. bassiana 1’isolat BIITAC6.2.2, et pour M.
anisopliae I’isolat MIITAC11.3.4. En général, la production massive des champignons permet d’en
obtenir des quantités importantes pour des travaux ultérieurs.

Les échantillons de ces deux isolats ont fait I’objet d’une multiplication a grande échelle par
I’Unité de Production de I’IITA-Benin, par un procédé diphasique (liquide, solide) selon Cherry et
al. (1999). La recherche de la forme sous laquelle le champignon sera appliqué en champ, afin de
protéger les conidies contre les rayons UV et d’assurer un bon contact entre la spore et la cuticule

de I’insecte, nous a conduit a la mise au point de formulations a base des différents adjuvants.

11.2.5.2. Effet des différents adjuvants sur les isolats fongiques

L’une des étapes importantes dans le développement d'une formulation de mycoinsecticide
est I'évaluation de I’effet de ses composants sur la viabilité¢ des conidies ; il est alors question de
sélectionner des produits compatibles avec les conidies. Ainsi, il s’est avéré nécessaire d'évaluer la
compatibilité des composants de la formulation avec les conidies pour confirmer leur utilisation
dans nos formulations (Gatarayiha et al., 2010; Lotfi Mola and Afkari, 2012 ; Boruah et al., 2015).
Pour cela, des associations ont été faites entre chaque adjuvant et 0,5 g de la poudre de I’isolat de B.
bassiana et de celui de M. anisopliae. Ces mélanges ont été conservés a 1’obscurité a une
température de 25°C et une HR 64,9 £ 9,73%. Ainsi, 20 ml des différents adjuvants suivants ont été
utilisés :

- 20 ml d’huile de palme raffinée ;

- 20 ml d’huile de soja ;

- 20 ml d’huile de coton ;

- 20 ml d’huile de palme brute ;

- 20 ml de Glycérol ;

- 20 ml de Tween20 ;

- 20 ml de TEA (TriEthanolAmine) ;
- 20ml d’eau distillee stérile.

Pour determiner I’effet des différents adjuvants sur les conidies, la croissance radiale, la
sporulation, la biomasse fongique et la viabilité des spores ont été évaluées selon Inglis et al.
(2012), Otgonjargal et al. (2015) et Rodrigues et al. (2017). La concentration de chaque suspension
mére préparée a été de 98,8 x 10° spores/ml.

» Croissance radiale ou végétative des champignons sur milieu de culture
Pour étudier la croissance végétative des champignons, nous avons d’abord procédé a une

recherche des disques de culture. Des milieux de culture nutritifs (PDA) ont été préparés et coulés
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dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre. Apres leur séchage, des adjuvants contenant des
conidies ont été étalés dans cing boites. Au bout de quatre jours post-inoculation des milieux de
culture, des disques de culture de 4 mm de diametre ont été découpés sous une hotte-a-flux a 1’aide
d’un emporte-piéce stérile. Par la suite, de nouvelles boites de Pétri contenant du PDA ont été
ensemencées en leur centre a 1’aide de I’implant de 4 mm de diametre obtenu tel que décrit ci-
dessus. Ces derniéres boites de Pétri ont été scellées et incubées a 1’obscurité, a une température de
25°C et une HR 64,9 + 9,73%. Pendant 20 jours, et a un intervalle d’observations de cing jours, le
diamétre moyen de croissance fongique a été mesureé (figure 12).

di
d2

Figure 12 : Evaluation du diametre de croissance fongique a I’aide d’une régle graduée (Photo
Mahot).
Cette opération a été répétée trois fois pour chaque adjuvant et chaque isolat de
champignon. Le diamétre moyen de croissance de la culture a été calculé en millimétre par la
formule suivante:

d1+d2

D= ,
2

ouDest le diamétre moyen de poussée du

champignon, d1 est le diamétre selon 1’axe 1 et d2 est le diamétre selon I’axe 2.

> Sporulation des champignons
La sporulation des champignons a été déterminée par le nombre de conidies produites au

bout de vingt jours par chaque adjuvant. Au 20ieme jour de 1’évaluation de la croissance radiale, 10
ml d’eau distillée stérile ont été ajoutés a chaque boite de Pétri; les cultures ont ensuite été
soigneusement raclées a I’aide d’une spatule stérile. Les suspensions obtenues avec ces raclures ont
été transférées dans des Erlenmeyer contenant 10 ml d’eau distillée stérile et des billes de verre
pour agitation. Aprés une série de dilutions, les conidies présentes dans les suspensions ont eté
comptées au microscope optique a 1’objectif x40 (LEICA DMLS 11501200) a 1’aide d’une cellule

de Malassez et d’un compteur manuel.
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> Biomasse fongique
La biomasse a été évaluée suivant le protocole modifié de Otgonjargal et al. (2015), qui a

permis d’estimer la production des spores et du mycelium dans chaque adjuvant. Pour chaque isolat
et chaque adjuvant, trois tubes a essai ont été utilisés pour préparer 20 ml de milieu de culture
liquide PDB (Potato Dextrose Broth). Ainsi, 1 ml de la suspension composée de I’adjuvant et des
conidies concentrées a 10° spores/ml a été inoculé dans chaque tube. Ces tubes ont ensuite été
conservés dans la chambre d’incubation a I’obscurité, a une température de 25°C et une HR 64,9 +
9,73%. Au dixiéme jour d’incubation, les milieux ont été filtrés a travers un papier filtre buvard.
Les résidus de spores et du mycélium ont été peses sur une balance (High Precision Milligram
Jewerlry Scale, Smart Weigh, made in China, Lot No A15-299) pour déterminer leur biomasse
aprées avoir passé 12 h dans un incubateur réglé a 45°C (Otgonjargal et al., 2015). Cinq répétitions

ont été faites pour chaque adjuvant.

> Viabilité des spores de champignons
La viabilité des conidies dans les adjuvants a été évaluée par la technique de décompte des

colonies ou Colony Forming Units (CFU) de Alves & Moraes (1998) citée par Oliveira et al.
(2015). Elle stipule qu’une spore est capable de former une colonie sous l'influence de certaines
conditions de l'essai telles que le milieu de culture, la température, 1’oxygénation du milieu... Une
colonie peut provenir d'une seule spore (cellule) ou d'un groupe de spores qui ne se sont pas
séparées (Sriram & Savitha, 2011). Selon cette méthode, chaque suspension du mélange (adjuvant
+ isolat) préparé et conservé a une température de 25°C et une HR 64,9 + 9,73%, a été étalée sur un
milieu de culture a I’aide d’une spatule stérile. Toutes les deux semaines, et pendant dix-huit
semaines, une série de dilutions ont été faites pour ces suspension mélanges ; ensuite un échantillon
de 50puL & 10* conidies/mL a été étalé sur du milieu PDA dans des boites de Pétri de 4,5 cm de
diametre. Le comptage de colonies a été fait le septieme jour post-inoculation dans des boites de

Pétri. Quatre répétitions ont été effectuées pour chaque type de mélange.

11.2.6. Criblage des formulations liquides

Le développement d'une formulation appropriée est essentiel pour optimiser I'utilisation des
mycoinsecticides. Butt et al. (2001) ont rapporté que la capacité des spores de champignons a
persister dans un environnement est un important facteur pour leur succes comme agent de lutte
biologique. Ainsi, les facteurs qui limitent l'utilisation des champignons comme mycoinsecticides
sont abiotiques tels que la température, I’humidité, I’ensoleillement et I’aptitude a se propager
(Bateman et al., 1993 ; Lotfi Mola & Afkari, 2012 ). De nombreuses formulations peuvent affecter

la viabilité des conidies, ce qui se traduit par une courte durée de conservation (Moore & Prior,
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1993). Une formulation d'agents pathogenes dans de I'huile augmente I’infectuosité de ces dernieres
comparativement aux formulations a base d'eau classique.

Les huiles sont utilisées comme adjuvants pour protéger les champignons des facteurs
environnementaux et pour augmenter leur activité sur les insectes cibles (Fargues & Luz, 1998 ;
Hong et al., 2005 ; Gatarayiha et al., 2010). Deux types de formulations huileuses ont été mises au
point : les émulsions et les émulsions inverses. La composition des formulations s’est inspirée des
travaux antérieurs (1997 ; Batta, 2007 ; Sabbahi, 2008 ; Batta et al., 2011 ; Ummidi & Vadlamani,
2014). Les émulsions ont été composees avec de I’huile végétale, du glycérol, du lait écrémé, de
I’argile, du carbonate de sodium et du Tween 20. L’huile est généralement un adhésif qui favorise
le contact entre les conidies et la cuticule lipophile de 1’hdte ; 1’argile protége des rayons UV ; le
glycérol joue les roles d’humectant, de nutriment et d’adhésif ; le lait servirait de nutriment; le
carbonate de sodium est un surfactant alors que le Tween 20 est un stabilisateur (Goettel & Inglis,
1997 ; Jenkins et al., 1998 ; Burgues, 1998 ; Poprawski & wraight 2000). Au cours de ce travail, la
préparation des émulsions a consisté a mélanger des ingrédients consignés dans le tableau I11.

Tableau I11: Différents adjuvants utilisés pour les émulsions dans ce travail

Emulsion (FE1) Emulsion (FE2) Emulsion (FE3)

Adjuvant

Huile (10%) (10%) (10%)
Glycérol 1% 2% 0%

Lait 1% 0% 2%
Carbonate de sodium 1% 1% 1%
Argile 1% 1% 1%
Tween 20 1% 1% 1%
Suspension de conidies 85% 85% 85%

Pour la préparation des émulsions inverses (EI), deux phases ont d’abord été apprétées :

- 50% d’une phase aqueuse constituée de 44% d’eau distillée stérile, de 4% glycérol et de
1% de TriEthanolAmine (TEA) qui joue le role d’émulsifiant ;

- 50% d’une phase huileuse constituée de 47% d’huile et de 2% de Tween 20.

Une fois les deux phases bien mélangées par agitation a la main, 2% de la poudre de spores

y ont été ajoutées (figure 13). Quel que soit le type d’émulsion, une sélection a été faite entre
I’huile de palme raffinée (PR), I’huile de soja (S), I’huile de coton (C) et I’huile de palme brute
(PB). Les mélanges ont été réalisés dans un environnement stérile sous une hotte a flux laminaire.
Ainsi, les formulations a base des deux isolats retenus (BIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4) ont éte
préparées et quantifiées grace a une Cellule de Malassez, puis conservées a 1’obscurité a 25°C et
64,9 + 9,73% HR.
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A = Formulation FE1
B = Formulation FE2
C = Formulation FE3

D = Formulation El

Figure 13 : Différentes formulations des champignons entomopathogenes

Apres avoir préparé les formulations, leur criblage a consisté a évaluer leur capacité a
maintenir des conidies viables des conidies de la matiere active. Cette évaluation a été faite toutes
les deux semaines et pendant dix-huit semaines par la technique de décompte des colonies CFU
(Oliveira et al., 2015) sur un milieu PDA. Des séries de dilutions ont réguliérement été faites pour
faciliter ce décompte de colonies. Quatre répétitions ont été effectuées pour chaque type de
formulations (FE1, FE2, FE3 et El) et pour chaque huile (de Palme Raffinée noté PR, de Palme
Brute noté PB, de Soja noté S et de Coton noté C).
11.2.7. Tolérance des conidies dans les émulsions inverses vis-a-vis de quelques températures

L’évaluation de la viabilité des conidies dans différentes formulations a 25°C a permis de
choisir des formulations inverses pour la suite du travail. La tolérance des Emulsions Inverses (El)
a différentes températures a été mesurée par le protocole de Luz & Fargues (1997) modifié, afin de
sélectionner la température de conservation ultérieure des formulations et une huile pour la suite
des tests. Ainsi, chaque formulation EI préparée a été quantifiée et répartie dans cing tubes stériles,
placés dans des incubateurs pendant dix-huit semaines : le premier a 4°C, le second a 15°C, le
troisiéme a 22°C, le quatriéme a 25°C et le cinquiéme a 30°C. Toutes les deux semaines, un
échantillon de 50uL d’une formulation, prélevé dans chaque tube a I’aide d’une pipette et
préalablement dilué & 10* conidies/mL, a été étalé sur une boite Pétri de 4,5 cm de diamétre
contenant un milieu de culture PDA. Au bout de sept jours, les colonies ayant germé dans chaque
boite de Pétri ont été dénombrées. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque huile.
11.2.8. Evaluation de la pathogénicité des champignons formulés vis-a-vis des mirides
11.2.8.1. Bio-essai des formulations au laboratoire

Les essais d’évaluation de la viabilité et de la tolérance a différentes températures des
conidies formulées ont permis de sélectionner les formulations El et deux huiles (de soja et de
palme raffinée). Les formulations de B. bassiana et de M. anisopliae, faites & base de ces deux
huiles et & la concentration de 10° conidies.mL™ ont été utilisées pour les tests in vitro de bio-
efficacité. Cette concentration a montré les taux de mortalité les plus élevés lors des tests de

pathogénicité avec les suspensions. Chaque specimen S. singularis a été immergé dans une
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formulation essai a 1’aide d’une pince molle. Pour chaque isolat et chaque formulation, les insectes
contaminés ont été placés dans des boites rectangulaires aérées de 19,5 x 13 x 4,5 cm®, contenant
chacune une cherelle comme support alimentaire. Ces boites ont par la suite été conservées dans la
salle d’incubation a une température de 25°C, HR de 64,9 + 9,73% et une photopériode de 12 : 12
L.D. Des observations journalieres ont été effectuées pendant 14 jours et les mortalités des insectes
dénombreées. Le test témoin a été fait par un traitement avec une formulation indemne d’agent
pathogéne. Cing répétitions ont été réalisees par isolat et par formulation ; un total de dix individus
a éte utilisé par répétition.
11.2.8.2. Bio-essai des formulations de bio-insecticide en champ

Cet essai a eté réalisé a la suite de celui mené au laboratoire. Trois traitements, a savoir : (1)
avec une formulation du biopesticide de B. bassiana a base d’huile de soja, (2) un insecticide
chimique le 20g/L imidachlopride + 20g/L lambdacyhalotrine et (3) le témoin non traité, ont été
effectués dans une parcelle cacaoyére de I’lITA de superficie 0,25 ha a 1’aide d’un pulvérisateur a
dos a pression entretenue de 15L. Seule la formulation de B. bassiana a base d’huile de soja a été
préparée faute du colt de I’expérimentation et des contraintes liées aux ressources financieres. Pour
chaque traitement, 27 cacaoyers sur lesquels la population de mirides avait préalablement été
évaluée la veille (un jour avant) ont été répartis en trois blocs complets de maniére aléatoire. Le
nombre de mirides évalués avant les traitements est consigné dans le tableau 1V. En raison de la
taille de la parcelle cacaoyere, chaque bloc ne comptait que 9 arbres. De plus, deux lignes de
cacaoyers ont régulicrement séparé¢ deux blocs consécutifs afin d’éviter une interaction entre les
différents traitements. Le cacaoyer a été traité dans son entiéreté, c’est-a-dire toutes ses parties
aeriennes : le tronc, les branches, les fruits et feuilles. Le décompte des mirides morts et vivants a
été effectué tous les trois jours pendant deux mois. Au bout d’un mois (30 jours), les mémes
traitements ont été appliqués sur les mémes arbres dans tous les blocs.
Tableau 1V : Population de mirides évaluée sur chaque cacaoyer a la veille des traitements

Type traitements Blocs Nombre d’arbres (répétitions) / bloc | Nombre de mirides / bloc
Formulation de B. bassiana 1 9 21
2 9 225
3 9 42
Sous total 27 288
Insecticide Parastar 1 9 52
(témoin positif) 2 9 45
3 9 27
Sous total 27 124
Témoin négatif 1 9 15
2 9 65
3 9 42
Sous total 27 122

Total 8lcacaoyers 534 mirides
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11.2.8.3. Persistance de la viabilité des conidies du bioinsecticide en milieu réel
La persistance de la viabilité des conidies du bioinsecticide en milieu réel a été évaluée sur

les feuilles et sur les cabosses de cacaoyers. La viabilité des conidies des champignons sur les
feuilles a été déterminée par la technique des «Colony Forming Units» (Sabbahi, 2008 ; Oliveira et
al., 2015). En effet, 2 feuilles ont été prélevées de maniere aléatoire de chaque arbre traité avec la
formulation aux 20eme, 40éme et 60éme jours post-traitement. Un emporte-piéce en cuivre stérilisé
a eté utilisé pour découper les disques des feuilles échantillonnées ; les conidies y ont été détachées
par la technique de lavage décrite par Inglis et al. (1993). Sous une hotte-a-flux laminaire stérile,
chaque feuille a été découpée en disque de 15 mm de diamétre. Dix disques d’une méme feuille ont
été lavés dans 20 ml d’eau distillée stérile contenant du Tween 80 a 0,1% et des billes de verre. Un
millitre de la suspension obtenue apres le lavage a été inoculé et étalé sur le milieu de culture PDA
supplémenté avec la streptomycine (0,1g/1), le chloramphénicol (0,1g/1) et la tétracycline (0,1g/1).
Au bout de sept jours post-inoculation, les colonies ont été comptées et la densité de conidies a été
déterminée par unite de surface foliaire (Sabbahi, 2008).

L’évaluation de la persistance des conidies sur les cabosses a consisté a déterminer la
période pendant laquelle I’agent pathogéne (conidies fongiques) reste 1étal ou infectieux pour les
populations de mirides. La technique de Sabbahi (2008) modifiée a été utilisée a cet effet. Des
cabosses, récoltées aprés deux mois post-application des propagules fongiques, ont été exposées
pendant 14 jours aux mirides pour leur alimentation. Ce test a été réalisé en cing répétitions avec
sept mirides par répétition. Le témoin a consisté a alimenter les insectes avec des cabosses
indemnes de la formulation de B. bassiana. Le hombre de mirides morts a été noté quotidiennement
pendant toute la période d’essai ; seuls les insectes morts présentant une poussée de B. bassiana sur

leur paroi corporelle ont été considérés comme ayant succombé des suites de I’infection fongique.

11.2.9. Monitoring des mirides par les piéges a phéromones

11.2.9.1. Dispositif expérimental
Des parcelles de 0,5 ha chacune et plantées de 600 pieds de cacaoyers en moyenne ont été

choisies dans des plantations n’ayant recu aucun traitement insecticide au cours des cinq dernieres
années. Cette précaution a évité tout effet rémanent desdits produits chimiques sur les mirides. Les
cacaoyeres prospectées étaient généralement de type traditionnel, c'est-a-dire avec la présence des
arbres fruitiers et des arbres forestiers comme arbres d’ombrage. Ce type de cacaoyeres ne respecte
pas en géneral les espacements recommandés entre les pieds soit 3 x 3 m ou 2,5 x 2,5 m (Anonyme,
2002). Au total 16 parcelles, dont huit avec piéges a phéromones et huit témoins (parcelles sans
piéges a phéromones) a Ayos, et 14 parcelles dont sept avec pieges a phéromones et sept témoins a

Konye, ont été sélectionnées sur la base du critére « absence du traitement insecticide ». Des piéges
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a phéromones rectangulaires, de couleurs verte, violette et blanche (figure 14), fabriqués avec du
matériel local (plexiglass de 2 mm d’épaisseur, 40 cm de longueur x 15 cm de largeur x 10 cm de
hauteur) ont servi dans cet essai. Le diffuseur de phéromone était suspendu au centre du piége dont
les surfaces internes étaient tapissées d’un plastique badigeonné de colle. Les pieges suspendus aux

cacaoyers etaient disposés dans le champ a 2 m de hauteur au plus par rapport au niveau du sol.

Diffuseur de phéromone

Plastique badigeonné d’adhésif

Figure 14 : Piéges a phéromones rectangulaires de couleur verte, violette et blanche (Photo
Mahot).

Au total 18 pieges ont été disposés dans chaque parcelle traitée, a raison de six piéges par
couleur suivant le schéma de la figure 15. Une fois tous les deux mois, le dispositif badigeonné de
colle a été changé pour éviter la saturation du piége en mirides. A la méme occasion, les
phéromones supposées déja inefficaces ont été changées dans les pieges (Sarfo, 2013). Pour ne pas
confondre le caractére «préférence dune couleur par les mirides» avec 1’abondance de ces derniers
dans une poche a mirides d’une parcelle, les positions des piéges ont été interchangées chaque mois
tout en évitant de laisser cOte-a-cote deux pieges de méme couleur. Pour évaluer directement la
taille de la population de mirides présents sur un cacaoyer ainsi que 1’ampleur de leurs dégéts, 30

pieds ont été marqués de facon aléatoire pour les futures inspections.
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11.2.9.2. Evaluation de ’attractivité des mirides par les pieges a phéromones

L’évaluation de I’attractivité des mirides par les piéges & phéromones a consisté a collecter
tous les spécimens capturés, toutes les deux semaines et ceci pendant deux années consécutives de
septembre 2014 a aolt 2016. Lors de chaque descente sur le terrain, les nombre de mirides et
d’autres insectes capturés par piege et par couleur ont été enregistrés. Ces insectes ont été extraits
du piége pour éviter tout biais et conservés dans des pots de 40 ml contenant de 1’alcool a 70°
pendant leur transport vers le laboratoire. Au laboratoire, les spécimens récoltés ont été identifiés a

I’aide des clés dichotomiques de Delvare & Aberlenc (1989).

11.2.9.3. Impact des pieges sur la population de Sahlbergella singularis et sur leurs dégats
Pour déterminer I’impact des piéges sur la taille de la population de S. singularis ainsi que

sur leurs dégats, nous avons comparé les dégats d’une part et les abondances de mirides d’autre part
entre les parcelles avec et ceux/celles sans piéges a phéromones.

L’evaluation de la taille d’une population de mirides a éte réalisée par un comptage direct a
vue des spécimens présents sur 1’arbre pendant la période d’essai allant de septembre 2014 a aoGt
2016. Ce comptage a éte effectué une fois par mois, entre 6H30’ et 10H30’ du matin, en raison de
leur forte activité a cette période de la journée (Bisseleua et al., 2011 ; Mahob et al., 2015) ; en
effet, en dehors de cette période, les mirides se cachent sous la canopeée, sous les pédoncules des
cabosses de cacao et dans les zones de contact entre les cabosses et le tronc. Les observations
directes ont été effectuées a une hauteur de moins de 3 m du sol en raison des limites du pouvoir
séparateur de 1’ceil au-dela de cette altitude.

Pour I’évaluation des dégats de S. singularis, nous avons procédé par une notation des
dommages sur la plante hote, une fois par mois et pendant la période d’essai mai 2015 a aolt 2016.
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Nous inspirant des travaux de Brun et al. (1997), Sounigo et al. (2003), Anikwe et al. (2009b),
Mahob (2013) et Mahob et al. (2015), les dégats récents des mirides ont été enregistrés sur les
cabosses de tout stade de développement, a 1’aide d’une échelle de notation de dégats variant entre
0 et 3 (tableau V). Cette évaluation a généralement été faite @ moins de 3 m du sol pour la méme

raison que celle sus-évoquée.

Tableau V: Notation des dégats récents causés par les mirides aux cabosses de cacaoyer

Echelle des dégats
0 1 2 3
Absence de | Moins de 25% de la|25% a 50% de la | Lésions observées sur plus
pigdres surface de la cabosse | surface de la cabosse | de 50% de la surface de la
piquée piquée cabosse

11.3. Analyses des données

11.3.1. Epreuves biologiques

Pour déterminer le potentiel insecticide et la transmission horizontale des agents pathogénes
testés, les mortalités cumulées ont été corriges selon Abbott (1925) et transformeés par la fonction :
Arcsin,/Proportionselon Zar (1996) afin d’atteindre la condition de normalité. Une analyse de
variances a deux facteurs (isolat et concentration) a été faite. Les mortalités de mirides et les
fréquences des spécimens sur lesquels le champignon a sporulé, ont été comparés grace au test
post-hoc de Tukey, lorsque la comparaison multiple a révélé 1’existence d’une différence
significative entre les facteurs testés (p < 0,05) et ceci a I’aide du logiciel JMP 8.0.2. Par ailleurs, le
test de corrélation de Pearson r a permis d’estimer le degré de relation linéaire qui existerait entre
les mortalités cumulées de mirides et les concentrations des suspensions fongiques testées. Le
temps nécessaire pour avoir 50 et 90% de mortalité de mirides, encore appelé respectivement temps
Iétal 50 (TL50) et temps létal 90 (TL9O0), et la concentration de la suspension fongique la plus
efficace, c¢’est-a-dire celle pour laquelle on enregistre 50% de mortalité de mirides (CL50), ont été

estimés 14 jours apres le traitement, en utilisant les probits et a I’aide du logiciel SPSS 20.0.

11.3.2. Evaluation de I’effet des différents adjuvants sur les isolats

L’effet des différents adjuvants sur les isolats fongiques a été évalué par la vitesse de

croissance (V) des champignons en mm/jour d’apres la formule suivante:

Diametre moyen de croissance

V =

Nombre de Jours

Les valeurs moyennes de la vitesse de croissance, du taux de sporulation sur le milieu de

culture PDA et de la biomasse seche de champignon ont été analysées grace a un Modéle Linéaire
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Généralise (GLM), afin d’apprécier si elles étaient influencees par les différents adjuvants utilisés.
En cas de différence significative (P < 0,05) obtenue lors de la comparaison multiple des, des
comparaisons deux a deux ont été effectuées a I’aide du test de Student-Newman-Keuls (SNK)
grace au logiciel SAS 9.2.

Pour la viabilité, le nombre de colonies comptées a été transformé en CFU (Colony

Forming Unit) suivant la formule de Inglis et al. (2012) :

N x FD
CFU = z , ou N est le nombre de

Volume de suspension ensemencé sur milieu de culture

colonies comptées et FD le facteur de dilution de la suspension fongique.

Les données de comptage étant trés dispersées, le Modele Linéaire Généralisé (GLM)
suivant la loi Quasipoisson a été utilisé avec pour fonction de lien la fonction « log » suivie de
I’ANOVA (m, test= « F »). Pour comparer deux a deux les valeurs moyennes des CFU, le test de

Tukey HDS a été utilisé. Le logiciel R version 3.4.3 nous a servi dans cette analyse.

11.3.3. Criblage des formulations

La normalité des valeurs de CFU obtenues a la suite de 1’évaluation de la viabilité des
spores, dans différentes formulations et a différentes températures, a été vérifiée par le test de
Shapiro-Wilk. Lorsque cette normalité n’était pas respectée et que les données de CFU etaient

dispersees, I’analyse a été faite de la méme fagon que celle expliquée dans le paragraphe ci-dessus.

11.3.4. Evaluation de la pathogénicité des champignons formulés sur les mirides

11.3.4.1. Bio-essai des formulations au laboratoire et en milieu réel
Les mortalités des mirides et les taux de sporulation fongique sur les cadavres de ces

insectes obtenus au laboratoire ont été cumulés. Les mortalités causées par la formulation du
biopesticide et par I’insecticide ont été corrigées avec la formule suivante de Henderson-Tilton
(Plntener, 1981) :

MC(%) =1 — %X 100 , ol MC = mortalité Corrigée, n; = taille de la population
3 XNy

d’insectes dans le lot témoin (Co) avant le traitement, n, = taille de la population d’insectes dans le
lot d’insectes traités (T) apres le traitement, nz = taille de la population d’insectes dans le lot témoin
(Co) apres le traitement, n, = taille de la population d’insectes dans le lot d’insectes traités (T) avant

le traitement.

Les taux de réduction de la population vivante ont été calculés selon Adu-Acheampong

(1997) “Taux de Réduction(%) — (Nombre de mirides vivants aJy—- Nombre de mirides vivants é]i)Xloo ot J
’ Nombre de mirides vivants aJ ! 1 20

est le jour avant le traitement et J; le jour i apres le traitement.
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En absence de normalité et d’homoscedasticit¢ des données vérifiées grace au test de
Shapiro-Wilk, les tests de Kruskal-Wallis puis de Dunn ont permis de rechercher une différence
éventuelle entre les taux de réduction de la taille de la population vivante par traitement
(biopesticide, insecticide et témoin) en fonction du temps. Le logiciel R version 3.4.3 a été utilisé

pour ces analyses statistiques.

11.3.4.2. Persistance des conidies sur les feuilles et sur les cabosses
Le nombre de colonies de spores comptées dans les boites de Pétri a été transformé en

CFU par unité de surface foliaire suivant la formule de Inglis et al. (2012) :
N x FD

CFU = . - ——  ou N est le nombre de colonies
Volume de suspension ensemencé x Surface foliaire

comptées et FD le facteur de dilution de la suspension fongique.
Par la suite, les taux de réduction de viabilité des spores ont été calculés par la formule
d’Adu-Acheampong (1997) modifiée :
B (CFU aJp0- CFU aJy)

Taux de Réduction(%) = CFU T, x 100 , oti CFU est le nombre de colonies

formées par unité foliaire, Jo est le 20e jour post-traitement avec la formulation, J, le jour n de
I’échantillonnage avec n=40 ou 60 jours post-traitement avec la formulation selon les cas. L’étude
de la persistance de I’effet insecticide de la formulation du biopesticide sur les cabosses a été

menée en calculant les taux moyens de mortalité journaliére.
11.3.5. Utilisation de pieges a phéromones

I1.3.5.1. Evaluation de P’attractivité des différentes couleurs des piéges a phéromones
Pour obtenir les décomptes mensuels de mirides, les données sur les nombres de mirides

capturés ont été cumulées - pour chaque village - par couleur de piéges, par mois et chaque année
d’échantillonnage. La comparaison de ’attractivité des mirides par les différentes couleurs de
piéges a été faite & deux niveaux : d’abord a I’intérieur d’'un méme village puis entre les deux
localités d’Ayos et de Konye. Les données de captures ne respectant pas la loi normale, le Modéle
Linéaire Généraliseé (GLM) a été utilisé suivant la loi de poisson avec pour fonction de lien la
fonction « log » suivie de ’ANOVA (m, test= « Chisq ») pour deceler une probable différence
entre les couleurs des piéges. Lorsque cette situation s’est présentée, le test de Tukey HDS a été

utilisé pour comparer I’effet des couleurs deux a deux.

11.3.5.2. Evaluation des dégats causés par Sahlbergella singularis
Seules les données allant du mois de mai 2015 a aolt 2016 ont été prises en compte en

raison du changement de la méthode d’échantillonnage au cours de I’expérimentation. Ces données
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sur la sensibilité des cabosses aux infestations des mirides en parcelles traitées (avec piéges) et en
parcelles témoins (sans piéges) ont permis de calculer les prévalences des dégats et leur sévérite.

Le taux d’expansion des dégats de mirides sur les cabosses, ou encore prévalence des degats
selon Bush et al. (1997), a été calculé pour chaque arbre suivant la formule de d’Aka et al. (2009):

Nombre de cabosses piquées par S. singularis
1 = e g x 100

Nombre total de cabosses

La sévérité des dommages de mirides sur les cabosses de cacao, ou encore intensité des
dommages de mirides selon Bush et al. (1997) et Ambang et al. (2007) ; a été calculée par la
formule de Tchoumakov & Zaharova (1990) :

b . o .
IS = flz—N x 100, ou IS: Indice de Sévérité des dégats, a: nombre de

cabosses endommagees, b: degré ou intensit¢é de I’infection correspondant (notation des
dommages), ne : note la plus élevée dans la notation des dommages, N : nombre total de cabosses

examinées

11.3.5.3. Impact de I’utilisation des pieges a phéromones sur les populations de Sahlbergella
singularis et sur leurs dégats

La prévalence et la sévérité des dégats des mirides ne suivant pas une distribution normale
et les parcelles sites étant indépendantes, le test de Mann-Whitney W a permis de comparer les
valeurs moyennes de ces parametres entre les parcelles traitées et les parcelles témoins. Le test de
Spearman a permis de rechercher de probables corrélations entre la prévalence et la sévérité d’une
part et, d’autre part, entre le nombre de mirides piégés et les dégats causés. Toutes les analyses
statistiques liées aux expérimentations sur les piéges a phéromones ont été réalisées avec le logiciel

R version 3.4.3 ; ’erreur consentie était de 5%.
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111.1. Résultats

111.1.1. Epreuves biologiques

111.1.1.1. Evaluation du potentiel insecticide et de la virulence de B. bassiana et de M.
anisopliae
> Par contact direct (ou par immersion)

Nos investigations indiquent que les effets pathogenes des isolats de B. bassiana
(BIITAC8.1.5; BIITAC6.2.2 et BIITAC10.3.3) et de M. anisopliae (MIITAC6.2.2;
MIITAC11.3.4 et MIITAC6.4.2) testés vis-a-vis de S. singularis varient en fonction des
concentrations et des isolats fongiques utilisés. Les mortalités oscillent entre 40 a 100% pour les

isolats de B. bassiana et de 35 a 100% pour ceux de M. anisopliae (figure 16).
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Figure 16 : Taux de mortalité corrigée des specimens de S. singularis exposés par immersion et en

fonction des concentrations des isolats fongiques testes.

L’analyse de variances a montré une différence significative des mortalités des mirides
aussi bien au sein des deux effets (ddl =5 ; F = 3,3 ; P = 0,008 pour les isolats ; ddl =3 ;F=3,9; P
= 0,01 pour les concentrations) (tableau V1) que pour I’interaction isolats*concentrations (ddl = 15;
F = 6,4; P <0,0001). Toutefois, I’isolat MIITAC11.3.4 aux concentrations 3,2x10% et
1x10%onidies.mlI™ a montré la méme pathogénicité vis-a-vis de S. singularis que les isolats
BIITAC10.3.3 a 1x10° et MIITAC6.2.2 & 1x10°onidiesmL™. De méme, les traitements

MIITAC6.4.2 a 1x10° et 1x10%conidies.mL™?, BIITACS.1.5 4 3,2x10% et BIITAC6.2.2 & 3,2x10° ont
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révelé la méme pathogenicité vis-a-vis des mirides (tableau VI). Ces deux groupes de traitements
ont induit les meilleures pathogénicités alors que MIITAC6.2.2 & 3, 2x10° et BIITAC6.2.2 & 1x10®
ont révélé les plus faibles taux de pathogénicité. Dans 1’ensemble, les mortalités des mirides aux
différentes concentrations fongiques ont été significativement différentes (P = 0,0106) en formant
sept groupes homogeénes.

Par ailleurs, nos résultats ont montré une corrélation positive et hautement significative
entre les mortalités corrigées de mirides dues aux champignons et les concentrations fongiques
testées (r = 0,57; ddl = 22; p = 0,004). En considérant seulement le test de pathogénicité, les
concentrations 1x108, 3,2x10° et 1x10°conidies.mL™ des six isolats ont eu un effet plus significatif

vis- & -vis de S. singularis que la concentration 1x10"conidies.mL™.

Tableau VI : Effet de différents traitements (isolat-concentration) de B. bassiana et M. anisopliae

sur les mortalités corrigées de S. singularis par immersion
Traitement (Isolats - Concentration Taux moyens de mortalité (+ ES) de

des suspensions fongiques) mirides
MIITAC11.3.4 & 1x10° 100,0+0°
BIITAC10.3.3 & 1x10° 100,0+0°
MIITAC6.2.2 & 1x10° 100,0+0°
MIITAC11.3.4 & 3, 2x10° 100,040
MIITAC6.4.2 & 1x10° 97,1+2,8%
BIITAC8.1.5 4 3, 2x10° 96,7+3,3%
MIITAC6.4.2 & 1x10° 95,045
BIITAC6.2.2 4 3, 2x10° 95,045
MIITAC6.4.2 43, 2x10° 90,0+1%°
BIITAC8.1.5 & 1x10° 90,0+6,7%°
MIITAC11.3.4 & 1x10° 90,046,7%*
BIITAC10.3.3 & 1x10° 85,0£15"°
BIITAC10.3.3 a 3, 2x10° 90,0+6,12™
BIITAC6.2.2 a 1x10’ 80,0+15,5"™
MIITAC6.2.2 a 1x10’ 80,0+£9,3%
BIITACS.1.5 & 1x10’ 80,0+9,3%
BIITAC10.3.3 4 1x10’ 76,0£7,5%%
BIITAC6.2.2 & 1x10° 68,0+£10,2°™
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MIITAC6.2.2 & 1x10° 60,012, 7%
MIITAC6.4.2 a 1x10’ 57,1+4,5™
MIITAC11.3.4 & 1x10’ 56,0+17,2°
BIITACS.1.5 & 1x10° 45,7+5,3%
BIITAC6.2.2 & 1x10° 40,0+10°
MIITAC6.2.2 a 3, 2x10° 35,0+6.12°

* Les valeurs moyennes de mortalités des mirides suivies par la méme lettre a I’intérieur de la colonne ne différent pas
significativement au seuil de 5%, selon le test de Tukey.

Les concentrations létales 50 (CL50), les temps létaux 50 et 90 (TL50 et TL90) des six
isolats fongiques sont rendus dans les tableaux VII et VIII. L’analyse par les probits a montré
I’existence d’une relation significative (P<0.05) entre le logarithme de la concentration et le probit
de la mortalité (tableau V11). Avec la plus faible valeur de CL50 (8,97x10°conidies.ml™), I’isolat
BIITAC10.3.3 de B. bassiana, et celui MIITAC6.4.2 de M. anisopliae (3,69x10°conidies.mL™),
auraient tous les deux un meilleur potentiel insecticide vis-a-vis des mirides par rapport aux autres
isolats fongiques testés (tableau VI1). En revanche, les isolats BIITAC8.1.5 (1.15x10) de B.
bassiana et MIITAC6.2.2 (2,18x107) de M. anisopliae seraient moins efficaces/pathogénes pour S.

singularis que leurs homologues (tableau VII).

Tableau VII: Probits des concentrations létales 50 des isolats de B. bassiana et M. anisopliae lors
de leur application directe sur S. singularis

Isolats Paramétres de Probit + SE
ClLso X?
Intercept Pente
(conidie.ml™)
B. bassiana  BIITAC6.2.2 4,32x10° -3,54+0,78 0,535+0,98 24,92
BIITAC8.1.5 1,15%10’ -5,15+0,78 0,729+0,98 2,00
BIITAC10.3.3  8,97x10° -3,4940,92 0,586+0,12 7,185
M. anisopliae MIITAC11.3.4  7,16x10° -6,998+0,96 1,021+0,12 8,178
MIITAC6.2.2 2,18x10’ -8,678+0,91 1,182+0,12 5,895
MIITAC6.4.2 3,69x10° -2,756+0,74 0,420+0,09 18,518

La mortalité journaliere maximale des mirides a varié en fonction des isolats testés. Les

valeurs des temps létaux 50 et 90, notées LT50 et LT90, pour les isolats de B. bassiana et de M.
anisopliae sont consignées dans le tableau VIII. Parmi les isolats de B. bassiana et de M. anisopliae
testés, BIITAC10.3.3 et MIITAC11.3.4 ont eu une meilleure virulence vis-a-vis des mirides, avec
des valeurs moyennes respectives de LT50 et LT90 de 4,2 et 8,7 pour BIITAC10.3.3 et de 4,1 et

7,5 pour MIITAC11.3.4.
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Tableau VIII: Temps létaux 50 (TL50) et 90 (TL90) des mirides exposés aux isolats de B.
bassiana et M. anisopliae lors de leur application direct sur S. singularis

Isolats TL50 95% intervalle de confiance TL90 95% intervalle de confiance
(jour) (jour)

Borne Borne Borne Borne

inférieure supérieure inférieure supérieure
BIITAC6.2.2 51 4.4 5,8 13,2 11,2 16, 6
BIITAC8.1.5 4.4 3,2 55 11,0 8,6 16,7
BIITAC10.3.3 472 3,0 5,2 8,7 6,9 12,6
MIITAC11.3.4 41 3,7 45 7,5 6,8 8,5
MIITACG6.2.2 47 41 5,2 12,6 11,0 15,1
MIITAC6.4.2 55 472 6,7 15,1 115 25,1
> Par contact indirect (ou ingestion)

Les résultats des essais d’infection par ingestion ont présenté une pathogénicité variable des
isolats fongiques vis-a-vis des mirides. Les mortalités des insectes ont varié de 6,7 a 94,3% pour les

isolats de B. bassiana et de 16 & 94,3% pour ceux de M. anisopliae (figure 17).
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Figure 17 : Taux de mortalit¢ de S. singularis exposés par ingestion et en fonction des

concentrations des isolats fongiques testés.

L’analyse de variances a révélé une différence significative des mortalités des mirides en
10,0, P <0,0001) et de [I’interaction

isolats*concentrations (ddl = 15; F = 3,5; P <0,0001). Les plus fortes mortalités ont été obtenues

fonction du facteur concentration (ddl = 3; F

54



avec les traitements avec BIITAC10.3.3, BIITAC6.2.2, BIITAC8.1.5 et MIITAC6.42 a
3,2x10%onidies.mL™ puis MIITAC6.2.2 & 1x10%onidies.mL ™ (tableau IX). Les traitements les
moins pathogénes étaient ceux avec BIITAC6.2.2 & 1x10° et MIITAC11.3.4 & 1x10’conidies.mL™.
Une corrélation significative et positive a été notée entre les taux de mortalité corrigée due aux six
microorganismes et la concentration des suspensions fongiques (r = 0,55; R*= 0,30 ; ddI= 22; p =
0,005). Les taux de mortalité ont en général augmenté avec l'augmentation de la concentration de
conidies dans la suspension. Sur la base du résultat de cet essai par ingestion, BIITAC10.3.3,
BIITACS8.1.5, BIITAC6.2.2, MIITAC6.4.2 et MIITAC6.2.2 ont été considérés comme des isolats
prometteurs pour la pathogénicité ; de plus la concentration 3,2x10%conidies.mL™ pourrait étre
retenue pour les essais suivants (tableau 1X).

Tableau IX : Effet de différents traitements (isolat-concentration) sur les mortalités corrigées des

larves de S. singularis exposés, pendant 14 jours, par ingestion des isolats de B.
bassiana et M. anisopliae

Traitement (Isolats - Concentration

des suspensions fongiques)

Taux moyens de mortalité (£

ES) de mirides

BIITAC10.3.3 & 3,2x10° 94,345,7°
MIITAC6.2.2 & 1x10° 94,3+3,5°
BIITACS8.1.5 & 3,2x10° 93,3+4°%

MIITAC6.4.2 & 3,2x10° 91,745,3
BIITAC6.2.2 & 3,2x10° 85,0£10™

BIITAC8.1.5 & 1x10’

84,0+11,7%¢

MIITAC6.2.2 & 3,2x10° 85,0+6,1°°
MIITAC11.3.4 & 1x10° 80,0+14,5%°
BIITAC10.3.3 & 1x10° 82,8+10,5™
MIITAC11.3.4 & 3,2x10° 80,0+9,5%
MIITAC6.4.2 & 1x10° 82,845,3%
BIITAC10.3.3 & 1x10° 75,048

BIITAC10.3.3 & 1x10’

68,0+13,7%«

BIITAC6.2.2 & 1x10’

74,3+5,3%

MIITAC6.4.2 & 1x10®

70,0+9,3%

MIITAC11.3.4 & 1x108

40,0+26,7%>

BIITAC8.1.5 & 1x10° 64,040
MIITAC6.2.2 & 1x10° 51,448,620
BIITAC6.2.2 & 1x10° 6,7+28, 7%
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MIITAC6.4.2 & 1x10’ 40,06,7%
MIITAC6.2.2 & 1x10’ 25,021
BIITACS.1.5 & 1x10° 13,3+9,7°
BIITAC6.2.2 & 1x10° 15,0+15%
MIITAC11.3.4 & 1x10’ 16,04

* Les valeurs moyennes de mortalités des mirides suivies par la méme lettre a I’intérieur de la colonne ne différent pas
significativement au seuil de 5%, selon le test de Tukey.

Les concentrations létales 50 (CL50) estimées pour chacun des isolats de B. bassiana et de
M. anisopliae sont consignées dans le tableau X. Ces résultats indiquent une relation significative
(P <0,05) entre la dose logarithmique des suspensions fongiques et le probit des taux moyens de
mortalité. 1l apparait clairement que, parmi tous les isolats de B. bassiana, BIITAC10.3.3 a donné
la plus petite valeur de CL50 (6,45x10°conidies.mL™) ; il a ainsi un meilleur potentiel insecticide
que BIITAC6.2.2 et BIITAC8.1.5. En tenant compte de la CL50 de M. anisopliae, le meilleur
potentiel insecticide a été attribué a l'isolat MIITAC6.4.2 avec une valeur de CL50 égale a
2,09x10"conidies.mL™.

Tableau X : Concentrations létales 50 (CL50) des isolats de B. bassiana et M. anisopliae par
application indirect sur S. singularis 14 jours aprés 1’essai

Isolats CL50 Parametres de Probit + SE X?
(conidies.ml™) " Intercept Pente
BIITAC6.2.2 1,46x10° -8,490+0,841 1,040+0,103 33,876
B. bassiana BIITAC8.15  5,71x10’ -7,912+0,814  1,020+0,100 9,989
BIITAC10.3.3 6,45x10° -2,266x0,786 0,390+0,098 3,427
MIITAC11.3.4 9,47x10’ -8,013+0,818 1,005+0,100 7,097
M. anisopliae MIITAC6.2.2  7,55x10’ -10,49+0,905 1,335+0,112 47,471
MIITAC6.4.2  2.09x10’ -5.697+£0.772 0.778+0.096 0.056

La régression binomiale des probits a permis d’évaluer la mortalité des mirides en fonction
du temps dans la méthode par ingestion des résidus contaminés. En prenant en compte les différents
TL50 des isolats de B. bassiana, on note que BIITAC6.2.2 a eu la plus petite valeur, soit 7,6, tandis
que BIITACS8.1.5 et BIITAC10.3.3 ont enregistré les plus petits TL90 (tableau XI). Les valeurs de
TL50 de 4,0 et de TL90 de 10,8 de l'isolat MIITAC6.2.2 de M. anisopliae ont été les plus faibles et
donc semblent étre les plus intéressantes. Les valeurs de TL50 ont montré que les isolats
MIITAC6.2.2 et MIITAC6.2.2 pourraient étre choisis du fait de leur virulence plus avérée sur les

insectes.
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Tableau XI: TL50 et TL90 des isolats de B. bassiana et M. anisopliae appliqués par contact
indirect & 3,2.10%conidies.mL™

Isolats 95% intervalle de confiance 95% intervalle de confiance
TL50 Borne Borne TL9O Borne Borne
(jour) inférieure supérieure  (jour) inférieure supérieure
BIITAC6.2.2 7,6 6,2 9,5 30,9 20,6 68,4
BIITAC8.1.5 9,6 9,2 10,0 19,0 174 21,3
BIITAC10.3.3 9,0 8,6 9,4 19,4 17,6 21,9
MIITAC11.34 11,3 9,4 15,7 24,7 17,2 63,1
MIITAC6.22 4,0 3,4 4,5 10,8 9,4 13,2
MIITAC6.4.2 7,8 7,4 8,2 18,0 16,4 20,2

En général pour B. bassiana, la méthode d’infection des mirides par immersion a pu
causer jusqu'a 100% de mortalité avec I’isolat BIITAC10.3.3 a 1x10°conidies.mL™, tandis que M.
anisopliae a atteint une mortalit¢ maximale avec les isolats MIITAC11.3.4 & 3,2x10° et
1x108conidies.mL™ puis MIITAC6.2.2 & 1x108. Le test de Tukey a révélé que quel que soit I'isolat
fongique, les taux moyens de mortalité calculés & la concentration 3,2x10%conidies.mL™ ont
toujours été significativement plus importants que ceux obtenus avec les autres concentrations (P =
0,01 pour la contamination par immersion et P <0.0001 pour la contamination par ingestion).
> Test de Confirmation de I’infection fongique
Les taux d’insectes morts et présentant une sporulation fongique des deux espéces B.
bassiana et M. anisopliae (figure 18) ont également varié en fonction des isolats et des méthodes

d’application.

Figure 18 : Sporulation fongique sur S. singularis suite a I’infection par B. bassiana (A) et par M.
anisopliae (B) (Photo Mahot).

En immersion, B. bassiana a présenté des taux de sporulation sur des insectes, rangés entre

22,8 et 97,1% contre 42,8 et 97,1% pour le M. anisopliae. Les taux d’apparition de spores ont

significativement été influencés par les concentrations (ddi=3; F=27,6 ; P<0,001) et les isolats

(ddI=5 ; F=13,4; P<0,001). L’interaction entre ces deux facteurs (isolat*concentration) a également

été significative (ddI=15; F=6,0 ; P<0,001). L’isolat BIITACS.1.5 aux concentrations 1x10’ et
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1x10%onidies.mL™ s’est montré moins sporulant sur les mirides morts. En revanche, les
traitements  MIITAC11.34  (1x10%onidiesmL™), MIITAC6.2.2  (1x10%onidies.mL™),
BIITAC10.3.3 (1x10°%onidies.mL™), BIITAC6.2.2 (3,2x10%conidies.mL™) et MIITAC11.3.4
(3,2x10%onidies.mL™) se sont révélés plus sporulants chez les populations hétes (tableau XI1).

Tableau XI1: Comparaisons des taux (moyennes + ES) de mirides morts, suite & leur exposition
par immersion aux différents traitements et présentant une sporulation

Isolats Concentration des Taux moyens (+ ES) de mirides morts
suspensions fongiques  présentant une sporulation
MIITAC11.3.4 1x10° 97,1+2,8%
MIITAC6.2.2 1x10° 97,1+2,8%
BIITAC10.3.3 1x10° 97,1%2,8°
BIITAC6.2.2 3, 2x10° 88,6x7,0%
MIITAC11.3.4 3, 2x10° 91,4%3,3%
BIITAC10.3.3 3, 2x10° 88,6+2,8°°
BIITACS8.1.5 1x10° 74,3+11,4%
BIITAC10.3.3 1x10° 77,18,5®
MIITAC6.4.2 3, 2x10° 71,4+12,0%%
MIITAC11.3.4 1x10° 74 345 300
BIITAC6.2.2 1x10° 74,345 3001
MIITACE.2.2 1x10° 74,345,300
BIITAC8.1.5 3, 2x10° 62,85, 700ef
MIITAC6.2.2 3, 2x10° 62,8:+3 5571
MIITAC6.2.2 1x10’ 54,3+8,3"°1
BIITAC6.2.2 1x10° 48,6+7,3°%%
MIITAC11.3.4 1x10’ 45,7+8,3%19
MIITAC6.4.2 1x10° 42,8+7,8%1
MIITAC6.4.2 1x10° 42,8+7,8%1
BIITAC6.2.2 1x10’ 40,0+5,3%"9
BIITAC10.3.3 1x10’ 40,0+5,3%"9
MIITAC6.4.2 1x10’ 28,6+4,5°
BIITAC8.15 1x10’ 31,4+12,3"
BIITAC8.15 1x10° 22,845,7°

* Les valeurs moyennes de mirides morts avec sporulation suivies par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne
différent significativement au seuil de 5%, selon le test de Tukey P <0,05.
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Avec la méthode d’ingestion des aliments contaminés, le taux d’insectes morts et présentant
une sporulation a varié de 11,4 a 88,6 % pour les isolats de B. bassiana contre 22,8 et 68,6% pour
ceux de M. anisopliae. L’ANOVA a montré une différence significative des taux de mirides morts
avec sporulation tant en fonction des facteurs concentration (ddl=3 ; F=30,3 ; P<0,0001) et isolats
(ddI=5 ; F=7,8; P<0,0001) que pour I’interaction entre les deux (ddI=15; F=6,4 ; P<0,0001). Les
traitements de BIITAC6.2.2 & 3,2x10°%conidies.mL™ et ceux de BIITAC10.3.3 & 1x10°conidies.mL™
puis & 3,2x10%conidies.mL™ se sont montrés plus inducteurs de la sporulation. Cependant, les
traitements BIITAC8.1.5 & 1x10” puis & 1x10%conidies.mL™ ont été moins efficaces a sporuler chez
les populations individus morts (tableau XIII).

Tableau X111 : Comparaisons des taux (moyennes + ES) de mirides morts, suite a leur exposition
aux différents traitements par ingestion et présentant une sporulation

Isolats Concentration des Taux moyens (x ES) de mirides morts
suspensions fongiques présentant une sporulation

BIITAC6.2.2 3. 2x10° 88,5+7,0°
BIITAC10.3.3 1x10° 77,148,5%
BIITAC10.3.3 3. 2x10° 77,145,7%
BIITAC10.3.3 1x10° 74,3+5,3"
MIITAC11.34 3. 2x10° 68,6+5,3"
MIITAC6.2.2 3. 2x10° 62,8+3,5°"
MIITAC6.2.2 1x10° 62,8+3,5°"
MIITAC11.34 1x10° 57,1+11,0%*
BIITAC8.15 1x10° 54,3+5,3"
BIITAC8.15 3. 2x10° 51,4+9.7°
MIITACE6.4.2 1x10° 48,6+7,3"
MIITACE6.4.2 1x10° 48,6+7,3"
MIITACE6.4.2 3. 2x10° 45,77,0°
MIITACE6.2.2 1x10’ 42,5+4,5°
MIITAC11.3.4 1x10° 37,1+7.3%%1
BIITAC6.2.2 1x10’ 34,343,510
BIITAC6.2.2 1x10° 34,343,510
MIITAC6.2.2 1x10° 28,6+4,5""
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BIITAC6.2.2 1x10° 28,6+4,5%%

MIITAC6.4.2 1x10’ 22,8+3 5%
MIITAC11.3.4 1x10’ 22,8457
BIITAC10.3.3 1x10’ 25.7+7,01
BIITACS8.1.5 1x10’ 20.0+3,5™
BIITACS.1.5 1x10® 11,4+5,3¢

* Les valeurs moyennes de mirides morts avec sporulation suivies par des lettres différentes a 1’intérieur de la colonne
different significativement au seuil de 5%, selon le test de Tukey.

111.1.1.2. Transmission horizontale de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae

Quel que soit I’isolat de champignon et le niveau de contamination, la mortalité des
insectes testés a été observée a partir du deuxiéme jour de I’expérimentation, exception faite pour
quelques traitements (figures 19 A, B, C et D). La mort des insectes contaminés (receveurs) n’a pas
toujours débuté apres celle de tous les spécimens contaminateurs.

La transmission horizontale des champignons (B. bassiana et M. anisopliae), exprimée en
taux de mortalité de mirides, a varié entre les isolats testés. La mortalité des mirides contaminateurs
ou donneurs (traités et mis en contact avec les insectes non traités), causée par BIITAC6.2.2 au
ratio 5: 5 ou 1: 1 ou encore 50% de mirides traités et 50% non traités d’une part et, par
MIITAC11.3.4 auratio 2: 8 ou 1 : 4 ou encore a 20% de mirides traités et 80% non traités d’autre
part, a rapidement atteint son maximum, soit 100%, au bout de six jours post-traitement/exposition
(figures 19 B et C). En revanche, les isolats BIITAC10.3.3 et MIITAC6.2.2 ont été responsables
des plus faibles taux de mortalité au sein des groupes donneurs (figures 19 A et D). Les insectes
traités ou contaminateurs ont transmis I’infection a leurs congénéres, indemnes de champignons au
départ, leur causant un taux de mortalité de I’ordre de 37,5% a 100%. Les résultats ont révélé des
taux de transmission de 46,87 a 87,5% pour le ratio 1 : 4, de 65 a 100% pour le ratio 1 : 1 et de 37,5
a 87,5% pour le ratio 4 : 1.
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Figure 19 : Taux de transmission de I’effet bioinsecticide des isolats (A: BIITAC 10.3.3, B:
BIITAC6.2.2, C: MIITAC11.3.4, D: MIITAC6.2.2.) des mirides donneurs aux

contaminés.

Au bout des quatorze jours d’observation les taux de transmission, évalués en taux de
mortalité, les plus élévés ont été de 100% et 87,5% avec les traitements BIITAC6.2.2 au ratio 1 : 1
et 1: 4 puis 4:1 contre 81,25% avec MIITAC11.3.4 au ratio 1 : 4. La transmission effective de
I’infection a été confirmée par la sporulation sur la paroi des mirides contaminés (receveurs) avec
des fréquences rangées entre 25% et 75% (tableau XIV). Les insectes morts dans le traitement
témoin n’ont pas présente de sporulation fongique.

Le test de Tukey a montré des différences significatives des taux de mortalité de mirides
au sein des lots contaminés entre les isolats (ddl=3; F=11,3; P<0,001) et entre les ratios ou
traitements (ddl=3; F=68,5; P<0,001). L’interaction « isolat*ratio » a été significative (ddl=9;
F=3,2 ; P<0,004). Quatre groupes homogenes bien différents les uns des autres se sont révélés. Les
fréquences de sporulation sur les insectes contamines et morts ont aussi été tres différentes entre les
isolats (ddI=3 ; F=3,1 ; P<0,033) et entre les ratios (ddI=3 ; F=57,5 ; P<0,001). Ces fréquences ont

permis de classer les isolats fongiques en trois groupes homogeénes ; les isolats BIITAC6.2.2 et
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MIITAC11.3.4 ont, au ratio 4 :1, donné les fréquences de sporulation les plus élévées sur mirides
tandis le taux de mortalité causée par MIITAC6.2.2 au ratio 4 :1 a été semblable a celui du témoin
(tableau X1V).

Tableau X1V : Effet des traitements sur la mortalité et la frequence de sporulation sur les insectes
(traités et non traités) morts

Isolat*Traitement | Mirides contaminateurs (donneurs) | Mirides contaminés (receveurs)
Taux moyen Fréquence Taux moyen Fréquence
mortalité moyenne de | mortalité moyenne de

sporulation sporulation
20%BIITAC6.2.2 | 100+0,0° 100+0,0° 87,5+8,8° 62,5+8,8°
20%BIITAC10.3.3 | 12,5+12,5° 12,5+12,5" 62,5+13.5° 34,37+9,4°
20%MIITAC11.3. | 100+0,0° 87,5+12,5% 81,5+8,0° 59,4+10,7°
20%MIITAC6.2.2 | 25+2% 25+2°° 46,9+11,8% 31,3+11,9°%
50%BIITAC6.2.2 | 100+0,0° 85+9,6° 100+0,0° 50+19,1°
50%BIITAC10.3.3 | 259,62 25+9,6% 7045,8° 25+12,6°
50%MIITAC11.3. | 95+5a 85+5° 80+14,1° 70+12,9°
50%MIITAC6.2.2 | 50+20,8° 35+17,0° 65+9,6 55+5°
80%BIITAC6.2.2 | 100+0,0° 100+0,0° 87,5+12,5% 75+14,4°
80%BIITAC10.3.3 | 59,37+12,9°°  59,37+12,9° 75+14,4° 62,5+12,5°
80%MIITAC11.3. | 87,5+8,8% 81,25+8,0° 75+14,4° 75+14,4°
80%MIITAC6.2.2 | 28,12+3,1° 25+5,10% 37,5+23,9° 37,5+23.9%
0%BIITAC6.2.2 - - 5,58+1,6" 0+0,0°
0%BIITAC10.3.3 - - 5,58+1,6" 0+0,0°
0%MIITAC11.3.4 - - 0+0,0° 0+0,0°
0%MIITAC6.2.2 - - 0+0,0° 0+0,0°

*Les Taux moyens des mortalités et les fréquences de sporulation cumulées (xES) suivis de lettres différentes a
I’intérieur de la colonne different significativement au seuil de 5%, selon le test de Tukey.

111.1.2. Mise au point des formulations fongiques
111.1.2.1. Influence des différents adjuvants sur les spores des isolats fongiques

> Croissance radiale ou végétative de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae en
présence des adjuvants

Dans I’ensemble, les diameétres moyens de la croissance des champignons sur le milieu de
culture PDA ont varié en fonction des additifs utilisés et des isolats. Les diametres moyens de
croissance les plus importants pour B. bassiana ont été notés avec les adjuvants huile de soja, huile
de coton et glycérol, alors que pour M. anisopliae ils ont été enregistrés avec le TEA, le tween 20 et
le glycérol (figure 20).
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Figure 20 : Diamétre moyen de croissance radiale fongique (mm) en présence des différents

additifs ou adjuvants au jour 20 post-ensemencement.

Trois, quatre et deux groupes homogeénes des adjuvants sont définis aux jours 5, 10 et 15
respectivement. Quel que soit le jour d’observation, la vitesse de croissance radiale de 1’isolat
BIITACG6.2.2 de B. bassiana sur le PDA a significativement varié en fonction des adjuvants, sauf
au jour 20 (tableau XV). A bout de ce temps, aucune différence n’a été notée entre les vitesses de
croissance en présence des adjuvants ; toutefois, avec 1’huile de soja et le glycérol ces vitesses ont
été un peu plus élevées.

Tableau XV: Vitesse de croissance radiale (en cm/jour) de BIITAC6.2.2 de B. bassiana en
présence des différents adjuvants

Adjuvants utilisés Temps d’observation

Jour 5 Jour 10 Jour 15 Jour 20
Huile de Coton 3,83+0,14® | 2,91+0,09" 2,54%0,01° 2,55%0,02°
Huile palme brute 3,90+0,10° | 2,93+0,13° 2,71+0,04° 2,45+0,20°
Huile palme raffinée | 3,33+0,06° 2,76+0,03° | 2,37+0,17° 2,37+0,09°
Huile de soja 3,96+0,06 | 3,26+0,01° 3,11+0,02° 2,69+0,00°
Glycérol 3,63+0,12" 2,91+0,04° 2,60+0,15° 2,65+0,21°
TEA 3,330,16° 2,78+0,06® | 2,53+0,10° 2,20%0,20°
Tween20 5,060,83" 2,68+0,14®° | 2,53+0,05" 2,49+0,05
Témoin 2,80+0,26" 2,5+0,00° 2,28+0,04 2,41%0,08
Valeurs statistiques p=0,008; F=|p<0,001; F=|p<0,001; F=|p=0,306; F=

4,15 ;ddl=7 |7,37;ddl=7 |6,89;ddl=7 |1,31;ddl=7

*Les vitesses moyennes de croissance fongique (+ ES) sur milieu PDA suivies par des lettres différentes a I’intérieur de la
colonne different significativement au seuil de 5%, selon le test de Student-Newman-Keuls.
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Quant a I’isolat MIITAC11.3.4 de M. anisopliae, aucune différence significative n’a été
révélée entre les vitesses de croissance en presence des différents adjuvants et celle du témoin
(tableau XVI1). De méme, entre les adjuvants, la vitesse de croissance fongique n’a montré aucune
différence significative. Toutefois, I’huile de coton aux jours 5 et 15, le glycérol et le TEA aux
jours 10 et 20, respectivement, ont permis d’obtenir les vitesses de croissance les plus importantes,
tandis qu’avec le Tween20 au jour 5, I’huile de palme brute aux jours 10 et 20, I’huile de palme

raffinée et le TEA au jour 15, les vitesses de croissance fongique ont été plus faibles (tableau XVI).

Tableau XVI: Vitesses de croissance radiale (en cm/jour) de MIITAC11.3.4 de M. anisopliae en
présence des différents adjuvants

Adjuvants utilisés Temps d’observation

Jour 5 Jour 10 Jour 5 Jour 20
Huile de Coton 2,63+0,21° 2,08+0,04° 1,66+0,01° 1,56+0,07°
Huile palme brute 2,13+0,03 1,83+0,17° 1,60+0,12° 1,50+0,14°
Huile palme raffinée 2,30+0,11° 1,85+0,12° 1,54+0,05% 1,71+0,04°
Huile de soja 2,60+0,15° 1,93+0,19° 1,58+0,09° 1,80+0,26°
Glycérol 2,46+0,12° 2,10+0,02% 1,64+0,02° 1,92+0,03°
TEA 2,00£0,15% 1,90+0,15° 1,54+0,04° 2,07+0,13
Tween20 1,93+0,23° 1,95+0,17° 1,56+0,07° 1,98+0,18°
Témoin 2,40+0,32° 2,18+0,06° 1,66+0,06° 1,79+0,06°

p=1,119; F= | p=0,591; F=|p=0,821;, F=|p=0,124; F=
Valeurs statistiques 1,99; ddl=7 |0,81;ddl=7 0,50 ; ddI=7 1,97 ; ddI=7

*Les vitesses moyennes de croissance fongique (+ES) sur PDA suivies par des lettres différentes a I’intérieur de la
colonne different significativement au seuil de 5%, selon le test de Student-Newman-Keuls.

> Sporulation de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae en présence des
adjuvants

De tous les adjuvants utilisés, le glycérol a fourni une plus grande production de spores

quelle que soit I’espéce fongique utilisée (figure 21).
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Figure 21 : Nombre de spores de B. bassiana (BIITAC6.2.2) et de M. anisopliae (MIITAC11.3.4)

produites par millilitre de suspension en fonction des différents adjuvants.

Quel que soit I’isolat fongique, aucune différence significative n’a été observée entre les
différentes valeurs de production de spores en présence des adjuvants (B. bassiana: ddI=7;
F=1,47; P=0,245; M. anisopliae : ddI=7 ; F=2,48 ; P=0,062). Tout de méme, dans le glycérol, le
Tween20 et I’huile de soja, I’espéce fongique B. bassiana a produit un plus grand nombre de spores
alors que dans I’huile de coton, elle en a produit le plus faible nombre. Dans le glycérol, le
Tween20 et le TEA M. anisopliae a eu une sporulation plus importante alors que dans I’huile de

soja, le nombre de spores produites a été moins important méme comparé au témoin.

> Biomasse de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae en présence des adjuvants
La biomasse fongique séche a éte affectée par les différents adjuvants utilisés. Pour 1’espece
fongique B. bassiana, une différence tres significative a été révélée entre les réponses des différents
adjuvants (tableau XVII). Quatre groupes sont distinguables entre les biomasses évaluées en
présence des adjuvants. L huile de soja a favorisé la production fongique la plus importante, tandis
qu’avec le Tween20 le résultat n’a pas differé du témoin qui a été plus important que celui avec
I’huile de palme brute et le TEA. Pour M. anisopliae aucune différence significative n’a été notee
entre les effets des adjuvants et le témoin. Néanmoins, I’huile de soja et le glycérol ont semblé

permettre une plus grande production de M. anisopliae (tableau XVII).
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Tableau XVII: Biomasse fongique séche (en g) de BIITAC6.2.2 de B. bassiana et MIITAC11.3.4
de M. anisopliae en présence des différents adjuvants

Adjuvants utilisés BIITAC6.2.2 MIITAC11.34
Huile de Coton 0,018+0,000%® 0,015+0,007%
Huile palme brute 0,001+0,000° 0,004+0,002
Huile palme raffinée 0,017+0,005% 0,004+0,004°
Huile de soja 0,023+0,000° 0,029+0,013°
Glycerol 0,014+0,002%° 0,022+0,011°
TEA 0,002+0,002° 0,000+0,00?
Tween20 0,010+0,002" 0,010+0,010?
Témoin 0,010+0,003" 0,003+0,003?

Valeurs statistiques

P=0,0001 ; F= 9,16; ddI=7

P=0,174 ; F=1,72 ; ddI=7

*Les taux moyens de biomasse sséche (£ ES) suivis par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne différent
significativement au seuil de 5%, selon le test de Student-Newman-Keuls.

> Viabilité de Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae en présence des adjuvants

Dans I’ensemble, la viabilité des spores de B. bassiana (isolat BIITAC6.2.2) a

significativement varié entre les différents adjuvants testés (tableau XVIII). Avec le Tween 20 et

I’huile de soja, les spores ont plus germé durant toute 1I’expérimentation. Cette viabilité des spores a

graduellement diminué avec le temps pour s’annuler a partir de la douzieme semaine pour le

témoin, les huiles de coton et de palme raffinée puis a la dix-huitieme semaine pour I’huile de

palme brute.

Tableau XVI111 : Nombre de conidies viables de BIITAC6.2.2 (CFU/mI X 10°+ Ecart-type) sous

I’effet des différents additifs

Adjuvants Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs

utilisés statistiques

Huile de | 400,04 13,3+9,4%® 0,0£0,0™ 0,0£0,0%¢ P<0,001;

Coton F=55,04 ; ddI=3

Huile de | 400,04 16,9+12,6% 0,8+0,8% 0,0£0,0%®° P<0,001;

palme brute F=32,1; ddI=3

Huile de | 40+0,0% 23,043,7° 0,0£0,0 0,0£0,0 P<0,001 ;

palme raffinée F=614,7 ; ddI=3

Huile de soja | 40+0,0°* 24,9+16,3° 2,9+1,6° 1,0 £1,2°° P<0,001 ;
F=21,3; ddI=3

Glycérol 34,8+9,0 8,5+3,9" 1,0£0,8 0,2+0,2% P<0,001 ;
F=54,1; ddI=3

TEA 26,043,224 7,9+3,0% 1,7+0,9° 0,4 +0,0°° P<0,001 ;
F=86,5 ; ddI=3

Tween20 40+0,0" 31,246,0%® 10,3+1,0°% 2,0+0,8%° P<0,001 ;
F=5,41; ddI=3
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Témoin 31,5454 6,7+1,5™ 0,0£0,0™ 0,0£0,0%¢ P<0,001 ;
F=218,8 ; ddI=3

Valeurs P=0,002 ; P=0,013; P<0,001 ; P<0,001 ;
statistiques F=5,41 ; ddI=7 F=3,75 ; ddI=7 F=32,1; ddI=7 F=12,8 ; ddI=7

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a 1’intérieur de la colonne (lettre minuscule) et a I’intérieur de la
ligne (lettre majuscule) sont significativement différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey entre les adjuvants.

La viabilité des spores a également diminué avec le temps pour I’isolat MIITAC11.3.4 de
M. anisopliae. Des la douziéeme semaine, exception faite pour I’huile de soja, I’huile de palme

raffinée et du témoin, elle s’est s’annulée et les spores n’ont plus germé (tableau XIX).

Tableau XIX : Nombre de conidies viables de MIITAC11.3.4 (CFU/ml X 10°+ Ecart-type) sous
I’effet des différents additifs

Adjuvants Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs
utilisés statistiques
Huile de Coton | 24,3+14,0** 0,2+0,5°° 0+0,0 0+0,0°¢ P<0,001 ;
F=28,9 ; ddI=3
Huile de palme | 40+0,0*" 2,1+3,6° 0+0,0 0+0,0°¢ P<0,001 ;
brute F=62,4 ; ddI=3
Huile de palme | 40£0,0*" 0,4+0,4% 0,13+0,2°¢ 0+0,0°° P<0,001 ;
raffinée F=530,5; ddI=3
Huile de soja | 37,5+4,3" 7,8+2,0° 0,8+1,3% 020,0 P<0,001 ; F=904;
ddl=3
Glycérol 6,1+5,0" 0,6+1,1° 0+0,0° 0+0,0° P=0,005; F=9,3;
ddl=3
TEA 1,5£1,0™ 0,4+0,7% 0£0,0° 0£0,0° P=001; F=75;
ddl=3
Tween20 0,0+0,0% 2,1+1,5° 0+0,0°° 0+0,0%° P<0,001 ;
F=22,0 ; ddI=3
Témoin 4,5+4,2° 2,1+1,0° 0,13+0,2" 0+0,0°° P<0,001 ;
F=35,7 ; ddI=3
Valeurs P<0,001 ; P=0,005; P=0,029 ; P=1; F=0;
statistiques F=35,7 ; ddI=7 F=4,6; ddI=7 F=3,07 ; ddI=7 ddl=7

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a ’intérieur de la colonne (lettre minuscule) et a I’intérieur de la
ligne (lettre majuscule) sont significativement différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey entre les adjuvants.

111.1.2.2. Criblage des formulations

La viabilité des spores fongiques dans les formulations de biopesticides a été influencée
par I’huile utilisée et dans le temps. La germination des spores des isolats de B. bassiana et de M.
anisopliae sur le milieu de culture PDA, évaluée par le nombre de colonies formeées (CFU), a
graduellement diminué avec le temps.

Quelle que soit I’huile utilisee, les conidies de BIITAC6.2.2 de B. bassiana ont été viables
sur une période plus importante dans la formulation de type Emulsion Inverse (EI) comparées aux
autres formulations (FE1, FE2 et FE3), exception faite pour FE3 a base d’huile de palme brute a la

dix-huitieme semaine. Au sein des formulations El, celles & base d’huiles de soja et de palme
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raffinée ont plus maintenu la viabilité des spores avec le temps comparées a celles a base d’huiles

de coton et de palme brute, excepté a la semaine 1 (tableau XX).

Tableau XX: Nombre de conidies viables (CFU/ml x 10°+ Ecart-type) de BIITAC6.2.2 dans
différentes formulations a base d’huiles

Formulation | Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs
statistiques
EIS 34,5+2,8 24,7+4,4% 7,245,6° 0,445,6° P<0,0001 ;
F=47,11 ; ddI=3
EIPR 35,1+7,2°4 22,5+3,0°° 10,4+5,2% 4,4+1,3%P P<0,0001 ;
F=35,6 ; ddI=3
EIC 40,0+0,0% 16,9+12,8°® 3,5+2,4% 0,1+0,2%° P<0,0001 ;
F=171,6 ; ddI=3
EIPB 33,0+8,5" 7,9+6,1% 5,3+1,6° 0+0,0™ P<0,0001 ; F=40,1;
ddi=3
FE3S 22,5+8,0%" 6,0+1,9°° 0,8+0,9°° 0,1+0,2°° P<0,0001 ;
F=42,7 ; ddI=3
FE2PR 14,6+2,8" 3,9+0,7" 0,8+1,0°° 0,1+0,2°° P<0,0001 ;
F=63,4 ; ddI=3
FE1PR 13,0+6,6%" 3,7+0,6"° 1,2+1,5° 0+0,0™ P<0,0001 ;
F=22,9 : ddI=3
FE3PR 13,0+7,0% 9,0+1,0% 0,4+0,6™ 0+0,0™ P<0,0001 ;
F=26,5 ; ddI=3
FE3PB 12,7+9,8™ 4,1+1,0™ 1,3+0,9" 0,5+0,5"° P<0,0001 ;
F=11,3 ; ddI=3
FE2C 9,045,5" 4,3+1,7% 0,740,4% 0,0+0,0™ P<0,0001 ;
F=22,9 : ddI=3
FE2PB 9,242 5" 3,240,7°¢ 1,3+0,4™ 0,0£0,0™ P<0,0001 ;
F=86,4 ; ddI=3
FE1PB 7,9+2,84 1,5+0,9™ 0,5+0,0" 0,0£0,0™ P<0,0001 ;
F=435 ; ddI=3
FE3C 7,1+1,6" 4,5+2 3® 2,9+2,2%¢ 0,0£0,0™ P<0,001; F=17,0;
ddi=3
FE1C 6,7+4,3™ 1,8+1,0™ 0,5+0,2' 0,0£0,0™ P<0,0001 ;
F=19,4 ; ddI=3
FE2S 5,8+1,0™ 2,743,3® 2,1+1,0% 0,0£0,0™ P=0,002; F=9,1;
ddi=3
Temoin 3,9+8,7" 1,1+1,0°8 0,5+0,3" 0,240,2P P=0,01; F=52;
ddi=3
FE1S 2,542 9PA 1,0+0,5"® 2,3+2,2 0,1+0,2°° P=0,02; F=4/4:
ddi=3
Valeurs P<0,05; F=21,5; | P<0,05; F=32,7; | P<0,05; F=11,5; | P<0,05; F=26,4;
statistiques | ddI=16 ddl=16 ddl=16 ddl=16

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne (lettre minuscule) et a I’intérieur de la
ligne (lettre majuscule) sont significativement différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey entre les adjuvants.

EIS : Emulsion Inverse & base d’huile de Soja ; EIPR : Emulsion Inverse a base d’huile de Palme Raffinée ; EIC :
Emulsion Inverse a base d’huile de Coton ; EIPB : Emulsion Inverse a base d’huile de Palme Brute ; FE1S : Emulsion
1a base d’huile de Soja ; FELPR : Emulsion 1 a base d’huile de Palme Raffinée ; FE1C : Emulsion 1 a base d’huile de
Coton ; FE1PB : Emulsion 1 a base d’huile de Palme Brute ; FE2S : Emulsion 1a base d’huile de Soja ; FE2PR :
Emulsion 1 a base d’huile de Palme Raffinée ; FE2C : Emulsion 1 a base d’huile de Coton ; FE2PB : Emulsion 1 a
base d’huile de Palme Brute ; FE3S : Emulsion 1a base d’huile de Soja ; FE3PR : Emulsion 1 & base d’huile de Palme
Raffinée ; FE3C : Emulsion 1 a base d’huile de Coton ; FE3PB : Emulsion 1 a base d’huile de Palme Brute.

Les résultats sur la viabilité des conidies de 1’isolat MIITAC11.3.4 de M. anisopliae se

rapprochent de ceux de I’isolat de B. bassiana. Le nombre de spores viables a été plus éleve dans
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les formulations de type Emulsion Inverse (EI) avec chacune des huiles comparées aux autres

formulations (FE1, FE2 et FE3), exception faite pour El a base d’huile de coton a la semaine douze.

Les spores de MIITAC11.3.4 ont été bien plus viables dans le témoin que dans toutes les

formulations aux semaines six et douze, excepté pour EI a base d’huile de soja (EIS) a la semaine

six. Aux semaines six et douze, dans les formulations El, les huiles de soja et de palme raffinée ont

plus maintenu la viabilité des spores comparées aux huiles de coton et de palme brute (tableau

XXI).

Tableau XXI: Nombre de conidies viables (CFU/ml x10°+ Ecart-type) de MIITAC11.3.4 dans
différentes formulations a base d’huiles

Formulation | Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs
statistiques
EIS 40,0+0,0 29,6+3,0%® 4,0+0,0° 0,0+0,0%° P<0,0001 ;
F=47,11; ddI=3
EIPR 40,0+0,0 22,0+3,0® 5,0+5,2"C 0,0+0,0°° P<0,0001 ;
F=30,6 ; ddI=3
EIC 40,0+0,0 3,0+3,0°® 0,0+0,0% 0,0+0,0%° P<0,0001 ;
F=106,3 ; ddI=3
EIPB 40,0+0,0 4,5+6,1% 1,0+1,6% 0,0+0,0°° P<0,0001 ;
F=70,7; ddI=3
FE3S 14,4+3,8% 0,1+1,0™ 0,0+0,0% 0,0+0,0° P<0,0001 ;
F=154,1 ; ddI=3
FE2PR 9,3+3,5 1,2+0,7"® 0,0+0,0% 0,0+0,0° P<0,0001 ;
F=42.9; ddI=3
FE1PR 23,3+19,4%* 2,1+0,6™ 0,0+0,0% 0,0+0,0° P=0,001 :
F=17,0 ; ddI=3
FE3PR 11,0+3,44 0,0+1,0™ 0,0+0,0% 0,0+0,0%® P<0,0001 ;
F=149,1 ; ddI=3
FE3PB 14,1+6,1" 0,0+1,0™ 0,0+0,0% 0,0+0,0%® P<0,0001 ;
F=77,3; ddI=3
FE2C 18,6+4,6™ 1,0+1,7°® 0,1+0,4™ 0,0+0,0°° P<0,0001 ;
F=43,7 ; ddI=3
FE2PB 40,0+0,0* 2,4+0,7% 0,0+0,0% 0,0+0,0° P<0,0001 ;
F=87,4 ; ddI=3
FE1PB 40,0+0,0 0,0+0,9"™ 0,0+0,0% 0,0+0,0%® P<0,0001 ;
F=1,4x10" ;
FE3C 31,4+2,5" 2,8+2,3® 0,8+2,2°¢¢ 0,0+0,0°° P<0,0001 ;
F=64,9 ; ddI=3
FE1C 29,9+7,1°4 0,2+1,0® 0,1+0,2% 0,0+0,0° P<0,0001 ;
F=180,5 ; ddI=3
FE2S 14,6+9,0" 1,7+3,3® 0,0+0,0% 0,0+0,0% P<0,0001 ;
F=20,1; ddI=3
Temoin 40,0+0,0* 22,6+1,0" 7,440,3% 0,0+0,0%° P<0,0001 ;
F=32,6 ; ddI=3
FE1S 24,9+10,7% 0,1+0,5™ 0,0+0,0% 0,0+0,0% P<0,0001 ;
F=72,7 ; ddI=3
Valeurs P<0,05; F=15,21; | P<0,05; F=24,18; | P<0,05; F=23,3; | P=1; F=0;
statistiques | ddI=16 ddi=16 ddi=16 ddi=16

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne (lettre minuscule) et a I’intérieur de la

ligne (lettre majuscule) sont significativement différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey entre les adjuvants.
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111.1.2.3. Tolérance des conidies dans les Emulsions Inverses vis-a-vis de quelques
températures

La tolérance des spores a varié dans le temps et entre les différentes températures testées
quels que soient I’isolat fongique et ’huile utilisés.

Cela a été le cas pour les spores de BIITAC6.2.2 de B. bassiana, sauf a la dix-huitieme
semaine pour I’huile de palme brute. Aux sixieme et douziéme semaines, les spores de
BIITAC6.2.2 formulées dans les huiles de coton, de palme brute, de palme raffinée et de soja ont
été plus viables a 25°C, 30°C, 22°C et 15°C respectivement. Toutefois, a la douziéme semaine, les
spores de BIITAC6.2.2 ont aussi toléré la température de 30°C en présence des huiles de palme; a
la dix-huitiéme semaine, seule la température de 25°C a pu conserver les spores, excepté avec
I’huile de palme brute (tableau XXII).
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Tableau XXI1 : Nombre de conidies viables (CFU/mI x10°+ Ecart-type) de BIITAC6.2.2 dans les formulations de type El & base de différentes
huiles et a différentes tempeératures

Huile Tempé- Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs
rature (°C) statistiques
Coton 4 20000,0+0,0** 1,06+0,36"° 0,002+0,0°“ 0,0+0,0°° P<0,0001;
F=1757425 ; ddI=3
15 18200,0+3117,7°4 0,008+0,002% 0,013+0,023"° 0,0+0,0°® P<0,0001 ;
F=377,9 ; ddI=3
22 20000,0+0,0** 0,15+0,041°° 0,0+0,0¢ 0,0+0,0°¢ P<0,0001 ;
F=1962016 ; ddI=3
25 2,00+0,0°* 10,66+1,22%° 4,33+2,9%¢ 0,066+0,11%° P<0,0001 ; F=70,7;
ddI=3
30 20000,0+0,0** 0,0+0,0%° 0,0+0,0°¢ 0,0+0,0°° P<0,0001 ;
F=1,3x10% ; ddI=3
Valeurs P <0,0001 ; P<0,0001 ; F=397,6 ; | P<0,0001; F=26,06; | P=0,033; F=4,02;
statistiques F=243,8 ; ddI=4 ddi=4 ddl=4 ddl=4
Palme 4 20000,0+0,0** 0,47+0,34%® 0,05+0,03°“ 0+0,0° P=0,001 ;
Brute F=838289 ; ddI=3
15 20000,0+0,0** 0,06+0,040%° 0,006+0,011°¢ 040,02 P<0,0001 ;
F=475286 ; ddI=3
22 12600,0+6630,2"" 0,12+0,075% 0,0+0,0® 0+0,0%° P<0,0001 ; F=40,0 ;
ddI=3
25 15,33+4,16°" 4,26+1,51°° 2,47+0,95°¢ 0+0,0%° P<0,0001 ; F=49,6 ;
ddI=3
30 3,51+0,67%" 5266,66+1792,5%° 400,0+692,8% 0+0,02° P=0,0001 ; F=28,2 ;
ddI=3
Valeurs P <0,0001 ; P <0,0001 ; P =0,035; P =1;
statistiques F=59,8 ; ddI=4 F=103,63 ; ddl=4 F=3,958 ; ddI=4 F=0; ddl=4
Palme 4 3,55+0,8* 1,31+0,99% 0,18+0,10°“ 0+0.0°° P=0,0001 ; F=27,3 ;

Raffinée

ddl=3
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Tableau XXII, suite

15 20000,0+0,0** 0,01+0,023%° 0+0,0%¢ 0+0.0°° P<0,0001;
F=554514 ; ddI=3

22 20000,0+0,0** 3133,3+611,01%° 66,66+115,4%“ 0+0.0°° P<0,0001;
F=554514 ; ddI=3

25 19,27+1,27°4 8,27+0,64° 6,1+2,20° 1,86+1,6%° P<0,0001 ; F=31,6 ;
ddI=3

30 20000,0+0,0** 733,3+642,9°° 66,66+115,4%¢ 0+0.0°° P<0,0001 ;
F=264,1; ddI=3

Valeurs P <0,0001; P <0,0001 ; P <0,0001 ; P <0,001;

statistiques F=872058; ddI=4 F=47,06 ; ddI=4 F=32,10 ; ddi=4 F=16,34 ; ddI=4

Soja 4 20000+0,0*" 1,17+0,96%° 0,13+0,030% 0+0,0°° P<0,0001 ;

F=274264 : ddI=3

15 20000+0,0** 200,0+0,0%° 66,67+115,47%¢ 0+0,0°° P<0,0001 ;
F=1061 ; ddI=3

22 17066,6+5080,6* 0,001+0,0003°° 3,33+5,77°° 0+0,0°° P<0,0001 ; F=72,7 ;
ddI=3

25 17,13+1,7% 11,47+1,66° 2,33+0,42¢ 0,2+0,34%° P<0,0001 ; F=32,6 ;
ddI=3

30 19466,6+923,7°4 66,67+115,47°° 0+0,0%¢ 0+0,0°° P<0,0001 ;
F=873,8 ; ddI=3

Valeurs P<0,0001 ; P =0,0022; P =0,057; P =0,033;

statistiques F=872058; ddI=4 F=9,11 ; ddI=4 F=3,28 ; ddI=4 F=4,023 ; ddI=4

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne (lettre minuscules) et a I’intérieur de la ligne (lettre majuscule) sont significativement
différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey.
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Comme pour B. bassiana, les résultats obtenus avec MIITAC11.3.4 de M. anisopliae
montrent que la température a significativement influencé la germination des spores conservées
dans de I’huile végétale. Aux sixiéme et douziéme semaines, ces spores de MIITAC11.3.4
formulées dans les huiles de coton, de palme brute et de soja ont été plus viables a 25°C.
Formulées dans I’huile de palme raffinée, elles ont été plus viables a 25°C a la sixiéme semaine
et a 15°C a la douziéme semaine. En revanche, MIITAC11.3.4 n’a toléré aucune température dés
la 18°™ semaine (tableau XXI11).
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Tableau XXIII : Nombre de conidies viables (CFU/ml x10°+ Ecart-type)

différentes huiles et a différentes températures

de MIITAC11.3.4 dans les formulations de type El & base de

Huile Tempé- Semaine 2 Semaine 6 Semaine 12 Semaine 18 Valeurs statistiques
rature (°C)
Coton 4 0,027+0,01% 0,026+0,011°® 0,0£0,0°° 0,0+0,0%¢ P=0,0002; F=24,3;
ddl=3
15 13533,3+7422,4%4 0,001+0,0023°® 0,0+0,0°® 0,0+0,0%® P<0,0001; F=36,9;
ddl=3
22 186,67+1331,6" 0,0£0,0°® 0,0+0,0°® 0,0+0,0%® P=0,0003; F=218;
ddl=3
25 20,0+0,0°" 14,0+2,0%® 3,0+1,0%¢ 0,0+0,0%° P<0,0001; F=230,6;
ddl=3
30 0,0+0,0% 0,0+0,0°" 0,0+0,0°* 0,0£0,0% P=1: F=0: ddI=3
Valeurs P<0,0001 ; P <0,0001 ; P<0,0001 ; P=1:F=0;ddl=4
statistiques F=28,346 ; ddI=4 F=569,2 ; ddI=4 F=108,64 ; ddI=4
Palme 4 0,00213+0,0013%" 0,0+0,0%® 0,0+0,0°® 0+0,0%® P=0,0001; F=285;
Brute ddl=3
15 0,048+0,003%" 0,006+0,0005® 0,0+0,0°° 0+0,0%¢ P<0,0001 ; F=1451,3 ;
ddl=3
22 0,330,024 0,014+0,0013"® 0,0£0,0°¢ 0+0,0¢ P<0,0001 ; F=1929,5 ;
ddl=3
25 20,0+0,0°* 3,0+1,0%° 0,66+1,15% 0+0,0° P<0,0001; F=715;
ddl=3
30 66,66+115,47% 0,0+0,0%® 0,0+0,0® 0+0,0%® P=0,06 ; F=3,7 ; ddI=3
Valeurs P =0,05; P=3,78x107%; P =0,03; P=1;
statistiques F=3,39 ; ddI=4 F=106,23 ; ddl=4 F=4,023 ; ddl=4 F=0; ddl=4
Palme 4 0,03+0,006%* 0,012+0,005"® 0,013+0,023"¢ 0+0,0%° P=0,03 ; F=4,5 ; ddI=3
Raffinée
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Tableau XXIII, suite

15 3733,3+901,8"" 0,0013+0,0016% 0,66+1,15° 0+0,0%¢ P<0,0001; F=188,1;
22 15866,6+1361,3*" 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0+0,0%° gilo_,gom; F=1506,5 ;
25 20,0£0,0 2,0£2,0%° 0,0+0,0° 0+0,0%¢ g(ilo_,gom ,  F=959;
30 2333,31986,57" 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0+0,0%° g(ilo_,gom . F=62,0;
Valeurs P<0,0001 ; P =0,0008; P =0,04; P =1, 1=
statistiques F=181,52; ddI=4 F=11,808 ; ddI=4 F=3,78 ; ddI=4 F=0; ddI=4

Soja 4 0,05+0,0058°" 0,015+0,013%° 0,0+0,0°¢ 0+0,0% P<0,0001; F=40,9;
15 0,04+0,007%* 4,0+6,92°° 0,0+0,0°° 0+£0,0% g(ilo_,ge ; F=3,6 ; ddI=3
22 0,0+0,0™" 0,0+0,0™" 0,0+0,0°" 0+£0,0 P=1;F=0; ddI=3
25 20,0£0,0" 16,0+3,46°° 2,66+0,98% 0+0,0%° P<0,0001; F=137,5;
30 0,0+0,0™" 0,0+0,0™" 0,0+0,0°" 0+£0,0* g(ill_ ?on ; ddI=3
Valeurs P<0,0001 ; P<0,0001; P<0,0001’ P=1;
statistiques F=144226; ddI=4 F=12,97 ; ddI=4 F=88,18 ; ddi=4 F=0; ddI=4

*Les taux moyens des CFU suivis par des lettres différentes a I’intérieur de la colonne (lettre minuscules) et a I’intérieur de la ligne (lettre majuscule) sont significativement
différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey.
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111.1.3. Evaluation de la pathogénicité des champignons formulés vis-a-vis des mirides

111.1.3.1. Bio-essai au laboratoire

L’étude de la pathogeénicité des isolats testés a rendu des taux de mortalité de mirides
de 78% pour BIITACG6.2.2 de B. bassiana et 80% pour MIITAC11.3.4 de M. anisopliae avec
I’huile de palme raffinée, contre 84% et 76% pour BIITAC6.2.2 et MIITAC11.34
respectivement avec I’huile de soja. La virulence, exprimée en fréquence de sporulation
fongique chez les insectes morts, a donné des valeurs de 64% avec I’isolat de B. bassiana et
de 68% avec celui de M. anisopliae pour I’huile de palme raffinée, contre 78% et 66% pour

les isolats de B. bassiana et M. anisopliae, respectivement, avec 1’huile de soja (figure 22).
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Figure 22 : Mortalité et fréquence de la sporulation fongique sur les mirides au quatorziéme

jour d’infection.

Le test H de Kruskal Wallis a révélé une différence significative entre les mortalités
de mirides (H=9,91 ; ddI=3; P=0,019) et entre les fréquences de sporulation fongique sur
mirides morts (H=9,93; ddI=3; P=0,019) quelle que soit I’huile utilisée. Toutefois, les
comparaisons (test de Dunn) par paire ont révélé que les taux de mortalité des mirides et les
fréquences de sporulation fongique différent significativement (P<0,05) entre les traitements
(BIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4) et les témoins, indépendamment de I’huile utilisée. De
méme, quel que soit I’isolat considéré, aucune différence de mortalités de mirides (P>0,05)
et/ou de fréquences de sporulation fongique (P=0,63) n’a été trouvée entre les

traitements/formulations a base d’huile de palme raffinée et de soja. Seule la formulation El
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de B. bassiana BIITAC6.2.2 a base de I’huile de soja a été testée par la suite en champ en

raison de sa disponibilité et de son efficacité.

111.1.3.2. Bio-essai en milieu réel de la pathogénicité de B. bassiana formulé sur
les populations de mirides

Les résultats montrent que les populations de mirides vivants ont diminué dans
chacun des traitements : formulation de biopesticide & base de B. bassiana, insecticide ou
témoin positif et témoin négatif (aucun traitement).

En effet, des le sixieme jour post-traitement a base de la formulation de
biopesticide, on a noté une chute rapide des populations de mirides allant de 296 a 46
individus. Le taux de réduction de la population vivante par rapport au jour pré-traitement a
atteint 100% deés le trente-sixieme jour post-application du biopesticide. Concernant le
traitement insecticide ou témoin positif, aprés la phase de chute brutale du nombre des
mirides vivants, soit un passage de 97 a 5 mirides au troisieme jour, on a enregistré un taux
de réduction de la population vivante de 100% au jour 18. Quant au témoin négatif, le
nombre de mirides vivants est passé de 149 avant le traitement a 58 mirides a soixante jours
post-application. Le taux de réduction dans ce témoin négatif a évolué en dents de scie et a
donné une valeur maximale de 94,6% au jour cinquante-sept (figure 23).

Le test de Dunn a révelé une différence hautement significative (H=32,8 ; ddl =2

P<0,001) entre les taux de réduction de mirides vivants causés par les trois traitements.
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Figure 23 : Taux de réduction temporelle du nombre de mirides vivants dans les trois

traitements.
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111.1.3.3. Rémanence de ’effet insecticide du bioinsecticide en milieu réel

Le nombre de spores viables évalué sur les feuilles de cacaoyers traités en champ avec
le biopesticide formulé, a considérablement diminué avec le temps. Les résultats ont révélé
8,4x10** spores viables par mm? de feuille au jour 20 ; 4,92 x10** au jour 40 et 2,34x10" au
jour soixante post-application de la formulation en champ (figure 24). Le taux de réduction
moyen du nombre de conidies a été de 1’ordre de 41,3% au jour quarante et de 72,0% au
soixantieme jour, respectivement, par rapport au jour vingt post-application du biopesticide

en champ.
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Figure 24 : Persistance des conidies de B. bassiana sur les feuilles de cacaoyers en fonction
du temps (en jours).
La persistance de I’action du bioinsecticide formulé, évaluée en termes de taux de
mortalité des mirides exposés aux cabosses traitées et récoltées 2 mois post-traitement, a
donné un taux optimal de 91,4% dés le 13° jour de ’essai contre 0% de mortalité de miride

dans le lot témoin (figure 25).
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Figure 25 : Taux journalier de mortalité des mirides due a la persistance des conidies sur les
cabosses soixante jours post-application du biopesticide en champ.

I11.1.4. Pieges a phéromones

111.1.4.1. Evaluation de ’attractivité des mirides par les pieges a phéromones

Au total, 3750 mirides ont été capturés par les pieges dans les deux localités d’étude,
soit 2429 a Ayos, avec une moyenne de 0,70+0,019 miride par mois et par piége, et 1321 a
Konye, avec une moyenne de 0,44+0,015 par mois et par piége. A Ayos, pendant la premiére
année d’essai, 1316 spécimens ont été capturés, soit en moyenne 1,02+0,05 ; 0,71+0,04 et
0,54+0,03 mirides ont été pris par mois, par piege vert, violet et blanc respectivement. Au
courant de la deuxiéme année d'expérimentation, 1113 individus ont été capturés, soit en
moyenne 0,91+0,06 ; 0,63+0,05 et 0,38+0,03 mirides par mois et par piege vert, violet et
blanc respectivement. A Konye, 722 ont été capturés pendant la premiere année de 1’essai,
soit en moyenne 0,73+0,05 ; 0,47+0,04 et 0,27+0,03 par mois, par piége vert, violet et blanc
respectivement. Au cours de la deuxieme année, 599 mirides ont été pris soit en moyenne
0,54+0,04 ; 0,41+0,04 et 0,23+0,02 par mois et par piege vert, violet et blanc respectivement.

Les courbes du suivi mensuel des captures de mirides par les pieges ont quasiment
les mémes profils durant les deux années d’étude dans la méme localité. Elles sont
polymodales, non cycliques ; les performances de captures de mirides sont dans 1’ordre

suivant : piege vert > piege violet > piége blanc (figure 26).
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Figure 26 : Dynamique mensuelle de capture de S. singularis les pieges de différents couleurs
dans les deux localités.

En rassemblant les données des deux localités, il apparait que I’attractivité des mirides
a été significativement influencée par la couleur du piége (ddI=5; P <0,001). Le temps n'a
pas affecté I'effet des couleurs, les réponses observées ayant presque suivi la méme tendance
quelle que soit ’année. Gréce au test de Tukey, cing groupes de performance de captures de
mirides par piége de différentes couleurs ont été définis au courant de chaque année (tableau
XXIV).

Tableau XXIV: Réponse des couleurs de piéges a phéromones entre les deux sites (intersite)
sur I’attractivité des mirides

Année 1 : Septembre 2014-Aout 2015 Année 2 : Septembre 2015- Aolt 2016
Couleur du Nombre moyen de | Couleur du Nombre moyen de
piége/Site mirides/piege +SE | piége/Site mirides/piege +SE
Vert _Ayos 0,91 +0,05" Vert_Ayos 0,94 +0,06"

Vert _Konye 0,81+0,05"" Violet_Ayos 0,67+0,04°

Violet _Ayos 0,61+0,04 °¢ Vert_Konye 0,55+0,05°¢

Violet_ Konye 0,54+0,04 P Blanc_Ayos 0,42+0,03 P

Blanc _Ayos 0,37+0,03° Violet_Konye 0,41+0,03P

Blanc_ Konye 0,34+0,03° Blanc_Konye 0,23+0,02°

*Les nombres moyens par mois et par couleur de piege suivis par des lettres différentes sont significativement
différents au seuil de 5%, selon le test de Tukey
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I11.1.4.2. Variation mensuelle des populations de Sahlbergella singularis dans les
parcelles d’étude

Durant toute la période de 1’expérimentation, 4191 mirides ont été échantillonnés dans
les deux localités d’étude soit 3826 dans les parcelles avec pieges (2474 a Ayos et 1352 a
Konye) et 368 dans les parcelles sans piéges (263 & Ayos et 105 a Konye).

A Ayos, la variation mensuelle du nombre de S. singularis s’est avérée presque
similaire pour les deux années (année 1 et année 2). Cing phases se sont clairement
distinguées (figure 27). Pour I’année 1, dans la premiére phase du profil qui s’étend de
septembre 2014 a mi-janvier 2015, on assiste a une diminution graduelle du nombre
d’individus de S. singularis. L’augmentation de ce nombre & partir de mi-janvier avec un pic
au mois de mars 2015 constitue la seconde phase. Lors de la troisieme phase, qui court de mi-
mars a mi-mai 2015, le nombre de mirides décline progressivement. La quatriéme phase,
allant de mi-mai a mi-juillet 2015 et caractérisée par une légere augmentation de la
population de mirides, est suivie de la cinquiéme phase qui est marquée par une diminution
de la population jusqu’en en ao(t 2015. Pour 1’année 2, la phase d’augmentation de la
population de mirides de septembre a mi-octobre 2015 est suivie de sa décroissance de mi-
octobre 2015 & mi-janvier 2016. La troisiéme phase commence en mi-janvier et forme un pic
en mi-mars. De mi-mars a mi-mai, on assiste a une phase de déclin de la population de
mirides qui précede la cinquiéme phase caractérisée par sa croissance jusqu’en ao(t 2015
(figure 27).

Durant les deux années, la pluviométrie a permis de noter 1’existence des saisons de
pluies (quatre grandes et deux petites), et une saison seche qui s’est étendue de décembre
2015 a mars 2016. Les températures les plus basses et les plus élevées ont été enregistrées en
décembre et en mars 2015 respectivement. Les mois de février 2015 et juin 2016 ont été
marqués par une humidité relative plus basse et plus élevée respectivement (figure 27). Le
nombre de mirides collectés a été tres faiblement et positivement corrélé avec les facteurs
climatiques (pluviométrie (P=0,62; r=0,1; R?=0,01) ; humidité relative (P=0,67 ; r=0,08 ;
R?=0,007) ; température (P=0,06 ; r=0,4 ; R*=0,14).
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Figure 27 : Relation entre la variation du nombre de mirides capturés et les paramétres
climatiques a Ayos.

Quant a Konye, la variation mensuelle du nombre de S. singularis semble suivre sept
phases lors I’année 1 et cing autres au cours de 1’année 2 (figure 28). Pour I’année 1, dans la
premiere phase du profil on assiste a une diminution du nombre de S. singularis de septembre
a mi-octobre 2014. Ensuite vient une augmentation de ce nombre de mi-octobre a mi-
décembre 2014 puis sa diminution, qui court de mi-décembre 2014 a mi-février 2015.
L’augmentation de 1’abondance de mirides de mi-février & mi-mars 2015 suivie de sa
décroissance de mi-mars a mi-avril 2015 représentent respectivement les quatrieme et
cinquiéme phases du profil. Les sixiéme et septieme phases montrent une augmentation
graduelle de la population de mirides, a partir de mi-avril et atteignant un pic en mi-juillet
2015, qui précede sa diminution jusqu’en ao(t 2015. Au cours de I’année 2, la premiere phase
est marquée par une diminution du nombre de mirides de septembre a mi-décembre 2015.
Une phase d’augmentation rapide vient ensuite de mi-décembre 2015 a mi-février 2016. Elle

est suivie d’une diminution brusque de mi-février & mi-avril 2016. Les quatrieme et
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cinquiéeme phases du profil des variations mensuelles du nombre de mirides présentent
respectivement une croissance brusque de mi-avril a mi-mai 2016 et une croissance a partir
de mi-mai jusqu’en aotit 2016 (figure 28). Dans la localité de Konye, le caractere monomodal
du climat a été clairement marqué. Durant les deux années d’essai, on a assisté a trois saisons
de pluies et deux saisons seches. Le mois de juillet 2015 a été caractérisé par les
précipitations les plus importantes. Les tempeératures les plus faibles et les plus élevées ont
été enregistrées aux mois de juillet et mars 2015 respectivement. Le plus faible taux
d’humidité relative a été noté aux mois de février 2015 et 2016 et le plus élevé en juillet 2015
(figure 28). Le nombre de mirides collectés a été tres faiblement et positivement corrélé avec
la pluviométrie (P=0,41 ; r=0,2; R*=0,04) et I’humidité Relative (P=0,74 ; r=0,03; R?*=0,001)
et négativement avec la température & Konye (P=0,92 ; r= - 0,1 ; R?*=0,0003).
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Figure 28 : Relation entre la variation du nombre de mirides capturés et les parametres
climatiques a Konye.
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111.1.4.3. Evaluation des dégats de Sahlbergella singularis

> Prévalence des dégats de S. singularis sur les cabosses

Indépendamment de la localité d’étude, I’infestation des organes hotes (cabosses) par
S. singularis s’est révélée moins élevée dans les parcelles essai comparées aux parcelles
témoins. Dans la localité d’Ayos, le taux moyen de cabosses affectées a été de 1,7 % dans les
parcelles essai contre 3,6% dans les témoins tandis qu’a Konye, il a été de 1,3 % contre 5,5%
respectivement. En outre, la prévalence des dégats de S. singularis sur les cabosses a été plus
importante aux mois de juillet 2015 et 2016 a Ayos contre juillet 2015 et ao(t 2016 a Konye
dans les parcelles témoins. En revanche, dans les parcelles essai, le maximum de dégats a été
observé en juillet 2015 a Ayos contre juillet 2015 et Aodt 2016 a Konye (figure 29A & B).
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Figure 29 : Prévalence des dégats de S.singularis sur les cabosses les parcelles
avec pieges et sans pieges dans les deux localités (A=Ayos et B=Konye)
d’étude

Prévalence des dommages dus a S.singularis (%)
w N
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Le test W de Wilcoxon a révéle que les rangs moyens des dommages de S. singularis
sur les cabosses ont été significativement différents (ddl=1, P <0,0001) entre les parcelles

essai et témoins.
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> Sévériteé des dégats de S. singularis sur cabosses

La sévérité des dégats de S. singularis sur les organes hotes (cabosses) observee dans
les parcelles témoins a été plus importante que celle observée dans les parcelles essai, soit
1,06% et 0,53% a Ayos contre 1,63% et 0,42% a Konye respectivement. Les courbes
relatives a la sevérité des dommages de S. singularis sur les cabosses présentent des profils
différents entre les deux localités d’étude. A Ayos, la sévérité des dégats parasitaires due a S.
singularis sur les cabosses est nettement faible dans les parcelles essai comparées aux
parcelles témoins. Ces profils de sévérité de dégats sont similaires et caractérisés par des
courbes bimodales, avec des pics correspondant aux mois de juillet 2015 et 2016 pour les
parcelles essai et juillet 2015 puis juin-juillet 2016 pour les parcelles témoins (figure 30A).
En revanche, dans la localité de Konye, les profils ont montré deux pics (en juillet et
décembre 2015) puis une augmentation de la sévérité des dégats dus a S. singularis dans les
parcelles témoins alors que I’on a observé trois pics mais plus faibles en juillet, septembre

puis novembre - décembre 2015 dans les parcelles essai (figure 30 B).
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Figure 30 : Sévérité moyenne des dommages de S. singularis enregistrée dans les champs
traités et t¢émoins d’Ayos (A) et de Konye (B).
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Les rangs moyens des dégats de S. singularis sur les cabosses ont été
significativement différents suivant le test W de Wilcoxon (ddl=1; P <0,001) entre les
parcelles essai et témoins.

Le test de Spearman a montré I’existence d’une forte corrélation positive entre le la
prévalence des dommages et leur sévérité (p<0,0001 ; r=0,97 ; R>= 95,3%). Le modéle de
régression linéaire utilisé indique que 95,3 % de la variation de la séverité des dommages de
mirides sur les cabosses est expliquée par sa prévalence. Lorsque 1’on s’intéresse aux
populations de mirides capturées dans les piéges et aux dégats enregistrés sur les cabosses
dans les parcelles d’étude, nos investigations révelent I’existence d’une corrélation négative
entre ces deux parametres, que ce soit sur la base de la prévalence (P=0,04; r= -0,03;
R?=0,0009) ou sur celle de la sévérité : (P=0,04 ; r=-0,03 ; R?*=0,0009).

111.2. Discussion
I11.2.1. Potentiel insecticide et virulence de Beauveria bassiana et de Metarhizium
anisopliae

Dans la nature, la régulation des insectes peut se faire par 1’utilisation des
champignons entomopathogenes. En ce qui concerne les pestes du cacao, peu d’études ont
examiné l'action nocive de B. bassiana et de M. anisopliae sur les mirides (Tong-Kwee et al.,
1989). Dans la présente étude, le potentiel entomopathogene de plusieurs isolats de ces deux
especs fongiques a été évalué contre des nymphes de Sahlbergella singularis. Les épreuves
biologiques réalisées ont montré que les isolats utilisés peuvent infecter et induire la mort des
individus de S. singularis par contact et par ingestion dans les conditions de laboratoire. Les
taux de mortalité de 76,0 a 80,0% obtenus et induits par B. bassiana appliqué par immersion
de S. singularis & 1x10”conidia.mL™ différent de ceux rendus par Abdulhai et al. (2010), soit
86 a 100% en immergeant I’Hémiptére Eurygaster integriceps dans des suspensions de
certaines souches de B. bassiana & 1x10°conidie.mL™. Cette différence pourrait se justifier
soit par la variabilité génétique des souches de B. bassiana employées, soit par la différence
entre les espéces d'Hemiptéres ciblées. Khashaveh et al. (2011) ont trouvé 100% de mortalité
d’un échantillon du Coléoptére Trogoderma granarium Everts, 1899 seulement 10 jours post-
immersion dans une suspension de M. anisopliae & 1x10°conidie.mL™. Ce résultat se
rapproche du nétre avec les isolats de M. anisopliae & 1x10°conidie.mL™ avec la méthode
d’immersion qui a donné des taux de mortalité atteignant 97,1%. Les taux de mortalité de S.

singularis de pres de 95% acquis, par la méthode d'ingestion, se rangent dans la gamme de
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35,7 a 100% obtenue par Mahot (2006) ; ils confirment que ces champignons peuvent
effectivement infecter les mirides par ingestion et causer leur mort.

Le taux de mortalité a généralement augmenté avec la concentration de I'inoculum qui
est un facteur important pour la pathogénicité des champignons entomopathogenes (Demirci
et al., 2011). Parker et al. (2003) ont en effet démontré que lorsque le champignon Isaria
farinosa (Holmskjold) Fries, 1832 est appliqué aux concentrations 1x10°conidies.mL™,
1x10"conidies.mL™ et 1x10%conidies.mL™, les taux de mortalité de E. integriceps augmentent
avec la concentration de l'inoculum. La méme tendance émerge de la présente étude, a
I'exception des isolats BIITAC6.2.2 et MIITAC6.2.2 avec la méthode par immersion, et
BIITAC8.1.5, BIITAC6.2.2 et MIITAC6.2.2 a 1x10°onidies.mL™ avec la méthode par
ingestion. Ce résultat suggére que le stade physiologique de I'insecte a pu étre responsable de
cette déviance. L'efficacité des champignons a varié avec les isolats. En effet, il est connu que
différents isolats d’une méme espece fongique n'ont pas toujours le méme potentiel
pathogeéne vis-a-vis de la méme cible (Altre et al.,, 1999). Les différences de toxicité
potentielle observées entre les isolats ici étudiés pourraient dépendre de leurs propriétés
physiologiques et enzymatiques (Leland & Behle, 2005), la pathogénicité fongique étant un
processus complexe qui tient compte des caractéristiques a la fois de 1’agent pathogene et de
I'note.

La capacité d'un agent pathogene donné a provoquer une maladie est essentielle dans
le screening des souches de champignons entomopathogenes. Un parameétre important dans la
sélection d'une souche entomopathogéne est sa virulence ; il s’agit de la quantité de
I’inoculum d'un agent pathogene pour causer une maladie dans un groupe d'insectes (Inglis et
al., 2001). La quantité de conidies doit étre suffisamment élevée pour qu'un insecte soit en
contact avec ce stade infectieux et pour dépasser le seuil d'inoculum et provoquer la mort
dudit insecte (Inglis et al., 2001). Etant donné qu’un agent fongique pathogéne trés virulent
nécessite moins de propagules pour induire la maladie (Inglis et al., 2001), la CL50 peut étre
utilisee comme parametre d’évaluation de la virulence d’un agent de lutte biologique.
Sabbahi (2008) signale aussi que la CL50 sert a revéler le potentiel insecticide des
champignons entomopathogénes. Ainsi, dans ce travail, la plus faible CL50 estimée avec la
méthode par immersion, & 14 jours post-traitement, a été de 8,97x10°conidies.mL™ et
3,69x10°conidies.mL™ pour les isolats BITTAC10.3.3 et MITTAC6.4.2 de B. bassiana et M.
anisopliae, respectivement. Pour la méthode par ingestion, les valeurs de la CL50 les plus
faibles ont été de 6,45x10°conidies.mL™ et de 2,09x10’conidies.mL™, respectivement pour
ces mémes isolats. Ces résultats sont quelque peu proches de ceux de Liu et al. (2002) et de
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Ziani (2008). En effet, Liu et al. (2002) ont montré que des concentrations de certains isolats
de B. bassiana et de M. anisopliae, allant de 0,8x10° & 5,0x10°conidies.mL™, sont nécessaires
pour causer, en 8 jours, 50% de mortalité de Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois), un autre
miride. Ziani (2008) a, quant a lui, démontré que les isolats de B. bassiana INRS-IP et INRS-
CFL ont une CL50 de I’ordre de 8,0x10° et 1,7x10%*conidies.mL™ pour L. lineolaris en 6
jours. Les temps létaux 50 et 90 (TL50 et TL90) étant liés a la CL50, ils peuvent également
servir d’indice de mesure de la virulence (Benserradj, 2014 ; Eberle et al., 2012). Les isolats
INRS-IP et INRS-CFL ont tué 50% des nymphes en moyenne en 4,77 et 5,03 jours
respectivement & 1x10°onidies.mL™ (Zihani, 2008), alors que pour nos isolats de B.
bassiana, le TL50 a varié entre 4,1 & 5,1 jours a 3,2x10%conidies.mL™ avec la méthode par
immersion. Liu et al. (2002) ont aussi révélé une sensibilité des nymphes de L. lineolaris a
certains isolats de champignons. Ainsi, & la concentration 2x10’conidies.mL™, ils ont obtenu
des valeurs de TL50 de 2,5 ; 2,7 ; 3,4 et 4 jours pour les isolats de B. bassiana ARSEF5665,
ARSEF1394, ARSEF3769 et ARSEF0353, respectivement, et de 2,9 jours pour l'isolat de M.
anisopliae ARSEF3540. La différence entre les résultats de ces auteurs et les notres pourrait
se justifier par les différentes origines des isolats fongiques et des insectes hétes bien qu’ils
soient tous des Hémipteres, et par la durée de I'expérimentation. Il faut aussi noter que la
structure de la cuticule des insectes peut jouer un certain réle. En effet, les types de cuticules
de divers insectes different par leur composition en protéines et leur degré de sclérotisation
(Charnley, 2003). La cuticule d’un insecte semble influencer toutes les étapes du processus
d'infection de celui-ci, a savoir I'adhésion, la germination et la différenciation appressorium
(Butt et al., 2001).

La virulence des isolats fongiques peut également étre attribuée a leur capacité a
germer, croitre et proliférer a I’intérieur et a I’extérieur d’un ’insecte. L'excroissance des
champignons permet généralement de confirmer qu’un insecte a réellement succombé du fait
d’une mycose (Inglis et al., 2012) ; elle peut également révéler la virulence des isolats
fongiques et aider a leur screening. Pendant leur croissance et leur prolifération, les isolats de
B. bassiana et de M. anisopliae colonisent rapidement tous les tissus et organes, tout en
produisant des toxines (immunosuppresseurs) qui peuvent endommager les hémocytes et
causer la paralysie puis la mort des insectes (Flores-Villegas et al., 2016). Ces effets sont
probablement dus a la capacité de ces champignons a produire une couche de collagéne qui
masque la reconnaissance des f-1,3-glucanes, puissants immunomodulateurs du systeme
immunitaire de l'insecte (Sabbahi, 2008 ; Flores-Villegas et al., 2016). La prolifération

fongique sur la cuticule d’un insecte n’est pas toujours prise en compte pour tester la

88



virulence d’un champignon, étant donné que les insectes peuvent bien mourir d’une mycose
mais ne pas étre colonisés par le champignon en raison de la compétition avec d’autres
microorganismes saprophytes (Inglis et al., 2012). Toutefois, cette colonisation de la cuticule
reste importante dans le choix de l'isolat le plus contagieux d'un insecte a l'autre. La
difference des fréquences de sporulation observees entre les isolats de B. bassiana d’une part
et, d’autre part, de M. anisopliae pourrait étre attribuée (1) a la différence d'agressivité entre
les isolats fongiques utilisés, (2) au stade physiologique de I'hdte et & celui du substrat
alimentaire. Les valeurs de CL50, TL50, TL9O0 et la fréquence de sporulation sur la cuticule
des insectes morts permettent de retenir les isolats fongiques BIITAC10.3.3, BIITAC6.2.2,
MIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4 pour la suite des manipulations.

Lorsqu’un biopesticide est appliqué en champ, I'organisme nuisible cible peut étre
affecté par un contact direct a travers sa cuticule ou par l'ingestion de la source alimentaire
contaminée par I’agent infectieux. Sur le plan pratique, le mode de contamination par
ingestion serait le meilleur moyen de protection des cacaoyers étant donné que les mirides,

parfois absents au moment du traitement, peuvent provenir des cacaoyeéres environnantes.

111.2.2. Transmission horizontale de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae

La transmission horizontale d'une infection fongique des insectes contaminés aux
insectes indemnes par l'accouplement ou le contact physique a fait 1’objet de plusieurs
travaux chez des arthropodes parmi lesquels on peut citer les Dipteres Ceratitis capitata
(Wiedemann, 1824) (Quesada-Moraga et al., 2008 ; Dimbi et al., 2013), Anastrepha ludens
Loew, 1873 (Toledo et al., 2007), les Lépidopteres Diatraea saccharalis Fabricius, 1794
(Svedese et al., 2013); les Isopteres Microcerotermes diversus Silvestri (Cheraghi et al.,
2012) ; les Coléopteres Cosmopolites sordidus (Lopes et al., 2011) et les Hémipteres
Triatoma infestans Klug, 1834 (Forlani et al., 2011). La capacité des champignons
entomopathogénes a étre transmis horizontalement est un attribut/avantage qui peut
contribuer a leur succes comme agents de lutte biologique (Cheraghi et al., 2012 ; Dimbi et
al., 2013).

Dans ce travail, des insectes contaminateurs (insectes donneurs) ont pu transmettre
leur infection a d’autres insectes indemnes (receveurs) et entrainer leur mort. La mortalité des
receveurs, avant celle de tous les donneurs, se justifierait par le comportement grégaire des
mirides qui a facilité les contacts physiques et donc la dissémination de 1’agent pathogéne
dans la population. Les isolats BIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4 ont présenté les taux de

transmission les plus élevés et, de ce fait, seraient plus efficaces dans la réduction de la

89



population de mirides. Cheraghi et al. (2012) ont relevé que la transmission mécanique des
conidies de champignons entomopathogenes peut étre considérée comme un parametre assez
important de I’évaluation de I’efficacité des souches fongiques. Statistiquement parlant, les
trois ratios ont eu des réponses similaires dans le lot des insectes receveurs. Toutefois, le ratio
donneur : receveur 1 : 1 a présenté, des taux de mortalité relativement plus €levés que le ratio
1: 4 indépendamment de I’isolat. Ce résultat s’expliquerait par le fait que lorsque, le nombre
d’individus indemnes augmente, la mortalité chute également. Cette mortalité des insectes
non-contaminés serait étroitement liée au ratio insecte donneur : insecte receveur. Ceci est
clairement justifié par Kreutz et al. (2004) qui ont montré que le coléoptere Ips typographus
Linnaeus, 1758 peut transmettre 1’infection a B. bassiana (Boverol®) et causer des taux de
mortalité de 96% ; 90% ; 83% ; 77% et 75% respectivement aux ratios 1:1,1:2,1:5,1:10
et 1:20. De méme, Quesada-Moraga et al. (2008) ont démontré qu’avec les ratios donneur :
receveurdel1:1,1:2,1:5 1:10et1:20 des mouches de I’espéce C. capitata, les taux de
transmission de M. anisopliae s’élevaient respectivement a 100% ; 96,9% ; 90% ; 62,5% et
42,5%. La similarité entre les réponses enregistrées pour le taux de mortalité de 80% di a
MIITAC6.2.2 au ratio 4 : 1 et celui du témoin expliquerait le manque performance de cet
isolat par rapport aux autres. Les fréquences de sporulation fongique sur les insectes non
receveurs et morts se sont avérées plus importantes pour les isolats BIITAC6.2.2 et
MIITAC11.3.4 quel que soit le ratio de la contamination. La fréquence de sporulation sur les
insectes receveurs a été plus importante pour le ratio 4 : 1. La sporulation étant une preuve
incontestable d’une mortalité survenue a la suite d’une infection fongique, il serait intéressant
de prendre en compte ce résultat qui corrobore celui de Cheraghi et al. (2012), qui ont montré
que les ratios 30% et 50% sont plus efficaces que le ratio 10%.

La capacité de transmission horizontale des champignons pathogénes entre les
insectes est un parametre essentiel dans le choix d’une stratégie de lutte contre ces derniers
(Dimbi et al., 2013). La présence d’insectes infectés par un champignon et morts dans un
champ peut permettre de reconnaitre des foyers de mycose et, de cette fagon, d’augmenter la
mortalité des insectes. La transmission est également un parametre fondamental qui
encourage le maintien de 1'inoculum dans I’environnement (Svedese et al., 2013). Le succes
de la transmission horizontale de B. bassiana est indicateur que la procédure de lutte
biologique par son emploi pourrait étre adoptée comme stratégie de contrble des nuisibles
(Svedese et al., 2013). Les résultats acquis dans ce travail peuvent étre benéfiques pour les
applications en champ car le comportement social des mirides favorise la création des

conditions épizootiques. La transmission horizontale est de ce fait extrémement importante
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pour I’application du champignon entomopathogéne sur un terrain ou de fortes densités

d’insectes sont rencontrées.

111.2.3. Effet des différents adjuvants sur les isolats

Daoust et al. (1983) argumentent que le développement d'une formulation appropriée
est essentiel pour une utilisation réussie de biopesticides commerciaux. Cependant, il est
connu que de nombreuses formulations peuvent affecter la viabilité des conidies, se
traduisant par une courte durée de conservation (Moore & Prior, 1993). 1l s’avere donc
nécessaire d'évaluer soigneusement la compatibilité des composants d’une formulation avec
les conidies avant son utilisation. Par conséquent, la premiere étape dans le développement
d'une formulation de biopesticide consiste & évaluer I’influence de ses composants sur la
viabilité des conidies, afin de sélectionner les produits compatibles avec les conidies
fongiques.

Dans ce travail, la différence de la croissance végétative a été tres significative avec le
glycérol et I’huile de soja pour B. bassiana et avec le TEA, le tween 20 et le glycérol pour M.
anisopliae. Quant a la formation des spores ou sporulation, le glycérol qui joue un réle
nutritif et humectant s’est montré favorable pour les deux souches de champignons. Dans le
processus d’infection, le champignon entomopathogene a pour challenge la production d’une
importante quantité de spores viables qui constituent I’agent infectieux (Mora et al., 2017).
En étudiant la compatibilité des huiles végétales avec le champignon Paecilomyces farinosus
Holmskjold A.H.S. Brown & G. Smith, 1957, Visalakshy et al. (2006) ont suggéré que
I'addition d'huiles de noix de coco, de neem et de tournesol accélére la croissance végeétative
et la sporulation de cet entomopathogéne tout en augmentant son infectuosité chez I’insecte
cible. La différence observée dans le présent travail entre les taux de sporulation des
champignons dans les différents additifs utilisés s’expliquerait par I’existence possible d’une
interaction entre ces champignons et ces additifs. Un certain nombre d’études ont révélé
diverses interactions possibles entre les additifs et les champignons telles que des synergies et
des antagonismes. Les additifs tels que le glyceérol, les huiles de coton, de soja et de palme
raffinée ont facilité 1’obtention d’une masse importante de germes sur le milieu de culture
liquide. Cette masse contient a la fois les spores et le mycélium ; toutefois le caractere
infectieux du mycélium de B. bassiana et M. anisopliae n’a pas encore été élucidé. L huile de
soja est apparue comme 1’huile qui aurait le meilleur effet positif sur la multiplication des
spores en vue de I’obtention d’une masse importante de champignons. Boruah et al. (2015)

ont récemment démontré que le traitement au glycérol permet une production plus importante
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de la biomasse fongique comparé a 1’huile d’arachide. Ces auteurs ont expliqué ce résultat
par I’atout qu’a le glycérol de fournir de I'numidité au champignon qui maintiendrait la
qualité et la vigueur des spores nécessaires pour leur germination. La germination et la
formation des colonies par les spores est aussi un facteur de viabilité important dans le
processus d’infection.

Le Tween 20, le glycérol, I’huile de soja et le TEA se sont révélés plus performants
pour B. bassiana alors que seules les huiles de soja et de palme raffinée été pour M.
anisopliae avec un nombre élevé de spores montrant une importante germination. En partie
nos résultats sont soutenus par I'étude de Luz & Batagin (2005) qui ont rapporté un effet
relativement moins toxique des surfactants non ioniques tels que le Tween 20 sur les spores
de B. bassiana. De plus, Kollmann et al. (2003) ont indiqué une stimulation de la production
de spores et de la germination avec un surfactant non ionique chez Fusarium oxysporum
Wollenw, 1935. Le Tween 20 améliorerait le développement de I'inoculum en raccourcissant
la période de latence pendant la croissance de la culture (Woertz & Kinney, 2004 ; Mishra et
al., 2013). La présente étude ressort que le glycérol et I’huile de soja seraient les adjuvants les
plus compatibles avec les deux especes fongiques. Une explication possible des différences
apparentes de compatibilité entre les adjuvants et les conidies résiderait dans les propriétés
physicochimiques de ces derniéres. Les surfaces des spores de B. bassiana et de M.
anisopliae sont lipophiles ce qui leur permet d’étre en suspension dans les huiles (Devi &
Hari, 2009). La nature lipophile des conidies, qui sont les spores asexuées, leur confere
I’atout d’adhérer a 1'épicuticule de leur héte cible par une combinaison de forces hydrophobes
passives, de forces électrostatiques et les interactions de protéines entre les spores et
I'épicuticule (San Aw & Mun Hue, 2017).

Le TEA d’une part et, d’autre part, les huiles de coton, de palme brute et de palme
raffinée ont inhibé de la croissance radiale de B. bassiana et de M. anisopliae respectivement.
Cet effet inhibiteur serait attribué a la présence des composés antifongiques dans ces additifs
(Mora et al., 2017). L'impact négatif de certains additifs, tels I’huile de palme brute, sur les
microorganismes pourrait trouver son explication dans 1’augmentation de la perméabilité
cellulaire des spores. Cette derniere entrainerait la fuite des acides aminés a travers la
membrane interne et probablement I’impossibilité de multiplication des spores (Tanuja et al.,

2010).
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111.2.4. Evaluation de la viabilité des différentes formulations et thermo-tolérance des
conidies formulées (émulsion inverses) dans différentes huiles

Les isolats ayant une pathogénicité avérée et pouvant étre appliqués en tant que
biopesticides devraient pouvoir étre conservés pendant un certain temps (Mohammadbeigi,
2012). Les résultats de ce travail ont révélé que les huiles de palme raffinée, de coton et de
soja n’influencent pas négativement la croissance et la germination des spores de
champignons entomopathogenes. Pour un mycoinsecticide actif, la production de spores dans
un milieu et le maintien de leur viabilit¢ pendant le stockage sont essentiels
(Mohammadbeigi, 2012). Les isolats les plus virulents avec une bonne transmission
horizontale (BIITAC6.2.2 et MITAC11.3.4) pourraient étre appliqués en milieu réel ;
toutefois au préalable, ils devraient étre formulés en mycoinsecticides et étre bien conservés
dans des formulations.

La présente étude a montré une diminution, dans le temps, de la germination des
spores de ces deux isolats lorsqu’ils sont conservés dans différents milieux de stockage. On
peut en général sattendre a une diminution de la germination lors du stockage dans des
milieux artificiels. Seulement, cette diminution peut dépendre de divers facteurs tels que
I'incompatibilité avec les produits de la formulation (Alves et al., 1998, Faria et al., 2009),
I'incompatibilité avec le milieu de culture (Devi et al., 2005) et la conservation a long terme
et a des températures inconvenables (Alves et al., 1996 ; McClatchie et al., 1994 ; Moore et
al., 1995 ; Luz & Fargues, 1998). La différence observée dans la production de spores par les
champignons entre le début et la fin de la conservation indique que cette production a
certainement été influencée par le temps de stockage dans les différents produits. Pour I’isolat
de B. bassiana, la germination des spores a la 18° semaine a nettement été plus importante
dans I’huile de palme raffinée mais elle a été trés réduite pour le champignon stocké dans de
I'eau. Ce résultat s’accorde avec celui de Borman et al. (2006) qui stipulent que, bien que
I’utilisation de I'eau stérile soit une méthode facile et peu colteuse pour la conservation de la
plupart des champignons, elle peut entrainer une perte des taux de sporulation des
champignons, ainsi que des changements dans leurs caractéristiques morphologiques.
Comparées a B. bassiana, la croissance et la germination de M. anisopliae ont été
négativement influencées par les diverses formulations ; ceci serait probablement lié a une
différence génétique entre les isolats. Toutefois, nos résultats montrent que la viabilité des
conidies formulées ou non et conservées a 25°C se perd considérablement en trois mois en
géneral. Dans cet ordre d’idées, Alves et al. (1996) ont démontré que les conidies de B.

bassiana, conservées dans des conditions ambiantes (15 a 38°C) ne peuvent pas maintenir
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une viabilité de 100% pendant une période de plus de cing mois, quelle que soit la
formulation.

Outre la formulation de conservation, d'autres facteurs tels que la température,
I'numidité et la lumiere, peuvent avoir un impact sur la stabilité des conidies des
champignons entomopathogénes pendant la production et le stockage des formulations (Clerk
& Madelin, 1965). Les supports utilisés pour le stockage, tels que 1’huile a des températures
variables peuvent avoir des avantages ou des inconvénients. 1l est connu que la conservation
en congélation profonde a long terme est une méthode acceptable pour les isolats fongiques
(Borman et al., 2006). Cette étude prouve clairement que la température de 25°C fournit de
maniere générale la meilleure réponse sur la germination des spores. Ceci est en accord avec
Luz & Fargues (1997) pour qui la germination des spores peut se produire a des températures
comprises entre 15 et 35°C, avec des optima allant de 25 a 30°C. D’autres travaux ont
souligné que les conidies formulées et maintenues au réfrigérateur a 6 + 2°C et/ou au
congélateur entre -7 et -I0°C peuvent garder 100% de leur viabilité pendant 7 ans (Alves et
al., 1998). Les températures élevées retarderaient donc le processus de germination des
spores de B. bassiana et de M. anisopliae. En évaluant I’effet des formulations a base des
huiles végétales sur la thermotolérance et la durée de la conservation de B. bassiana, Lotfi
Mola & Afkari (2012) ont aussi conclu que (1) la viabilit¢ des spores diminue
significativement avec le temps de conservation et en fonction des huiles et (2) la germination
est plus importante a 25°C. Dans le présent travail, I’isolat de M. anisopliae comparé a B.
bassiana a été moins tolérant aux températures €levées. Cette différence de thermotolérance
ou résistance a la chaleur des conidies fongiques de ces deux espéces est certainement
corrélée non seulement a leurs différences génétiqgues mais aussi a leurs origines
géographiques (Vidal et al., 1997). A ce sujet, Ekesi et al. (1999) précisent que la variabilité
de la thermotolérance entre les isolats entomopathogénes met en évidence 1’importance
d'étudier l'interaction entre les agents pathogénes, les hdtes et 1’environnement afin de
sélectionner des candidats potentiels pour le contrdle biologique. La température est I’'un des
principaux facteurs limitant 'utilisation des champignons comme insecticides (Staters et al.,
1996). La formulation de I’agent pathogéne dans de I'huile améliore son pouvoir infectieux
par rapport aux formulations classiques a base d'eau (Prior et al., 1988 ; Bateman et al.,
1993).

De maniere générale, les microorganismes jouent un rdle important dans la
productivité agricole, la conservation des sols et le contrdle biologique des maladies et
ravageurs en Afrique subsaharienne (Nwaga et al., 2010). Il s’agit par exemple des
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champignons mycorhyziens, des rhizobiums, des bactéries solubilisatrices de phosphore et de
Metarhizium anisopliae. Toutefois, Nwaga et al., (2010) rappellent que le stress
environnemental influence signifaicativement I’activité et [Defficacité de ces

microorganismes.
111.2.5. Evaluation de la pathogénicité des champignons formulés sur les mirides

> Bio-essai des formulations au laboratoire

Les taux de mortalité élevés dans les différents traitements ainsi que les fréquences de
sporulation sur les insectes morts ont une fois de plus démontre la pathogenicité et 1’efficacité
des isolats de B. bassiana et de M. anisopliae. Les taux moyens de mortalité de mirides due a
I’isolat BIITAC6.2.2 formulé avec de I’huile, supérieurs a 77%, relévent que ’addition des
adjuvants aux conidies de B. bassiana pourrait rehausser 1’effet pathogéne de ce champignon
vis-a-vis des larves de S. singularis, bien que la mort des insectes soit directement liée a
I’agent infectieux et non aux additifs. Certains adjuvants, notamment les huiles végétales et
minérales, sont généralement utilisées pour protéger les conidies des conditions
environnementales et maximiser leur performance virulente (Camargo et al. (2012).

Les résultats acquis avec B. bassiana sont en accord avec ceux rapportés par un
certain nombre d’auteurs. Des travaux sur les formulations de type émulsion inverse de deux
isolats de B. bassiana (BGI et BFI) ont été a 1’origine des taux de mortalité trés élévées du
Coléoptere Tenebrio molitor Linnaeus, 1758, soit 96,6%, comparées aux suspensions
aqueuses de conidies a 40% (Batta et al., 2010). Camargo et al. (2012) ont aussi montré que
les larves de Rhipicephalus microplus peuvent a 100% mourir au 20° jour post-traitement
avec des formulations de B. bassiana a base d’huile, alors que les suspensions aqueuses
causent seulement 27,4% de mortalité. De méme, des taux de mortalité plus élevées pour M.
anisopliae formulé par rapport a sa simple suspension agqueuse ont été enregistrés. Ce résultat
est aussi en accord avec celui de Camargo et al. (2012) qui ont souligné que les conidies de
M. anisopliae formulées avec I’huile minérale ont causé prés de 100% de mortalité des larves
de R. microplus au 5° jour alors que ces mémes conidies non-formulées ont causé que 2% de
mortalite.

La différence notable entre la virulence des champignons formulés avec de I’huile et
ceux non formulés peut se justifier par une bonne adhésion du produit sur la cuticule de
I’insecte. Cette adhérence s’explique par la présence de certains additifs, tels que 1’huile dans
la formulation, qui auraient des propriétés chitinophiles (Prior et al., 1988). Par contre dans

les suspensions simples, les conidies adhérent difficilement ou faiblement a la cuticule de
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I’hote. A cet effet, Prior et al. (1988) relevent aussi le caractére hydrophobe de la cuticule de
bon nombre d’arthropodes. Dans le présent travail, les propriétés chitinophiles des huiles

auraient donc accéléré le processus d’infection des isolats utilisés et leur pathogénicité.

> Bio-essai des formulations en milieu réel

L’important taux de mortalité des mirides, soit 90%, enregistré des le 3° jour avec le
traitement insecticide trouve son explication dans la rapidité d’action de telles substances en
géneral. En évaluant I’efficacité de huit insecticides commercialisés vis-a-vis de I’Hémiptére
Cimex lectularius Linnaeus, 1758, Donahue et al. (2015) ont récémment démontré que
certains insecticides peuvent causer plus de 94% de mortalité dudit insecte en 24 heures. Le
rapport de la FAO en 2004 souligne a cet effet que la molécule d’imidaclopride a une action
rapide. Le taux de réduction maximale, soit 100%, de la population de mirides a été plus
rapidement atteint dans le traitement a I’insecticide comparé au traitement biopesticide. Ceci
indique clairement que le traitement a I’insecticide de synthése est nettement plus efficace
que celui au biopesticide. Cette différence se justifierait par le fait que les organismes
entomopathogénes sont de nature a agir lentement dans le temps (Ayalew, 2016).

Bien que I’effet de I’insecticide de synthese se soit avéré plus significatif que celui du
biopesticide, nos résultats prouvent toutefois I’efficacité de ce dernier avec 99,7% de
réduction de la population de mirides au 30° jour post-traitement. Ces résultats suivent
d’ailleurs les mémes tendances que ceux de Ngakou et al., (2008) qui ont obtenu, en milieu
réel et sur trois sites, des taux de réduction de la population de M. sjostedti atteignant 97% et
58% suite aux traitements a base de deltametrine et de biopesticide de M. anisopliae
respectivement. Les réponses assez importantes des deux traitements appliqués dans nos
travaux pourraient étre justifiées par une bonne couverture des plantes lors de la pulvérisation
couplée a I’effet des composés volatiles des différentes matiéres actives. Crespo et al. (2006)
ont rapporté pour la premiére fois la présence des composés organiques volatiles chez le
champignon B. bassiana qui, avec leur effet répulsif ou attractif, auraient une interaction avec
sa virulence. Le faible taux de réduction de la population de mirides dans le traitement témoin
par rapport au traitement par le biopesticide se rapproche des résultats de Qazzaz et al.
(2015) ; ces auteurs déclarent que les souches de B. bassiana P.Bv32 et P.Bv39 formulées a
partir de I’huile de mais, d’eau distillée stérile et de Tween 20 puis appliquées en champ,
réduisent significativement les mouches de fruit par rapport au temoin.

Le présent travail a aussi montré par des oscillations du taux de réduction des

populations de mirides avec le temps, indépendamment du traitement. Ces oscillations
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pourraient étre expliquées par le fait que les insectes cibles volent et déménagent de temps en
temps d’un arbre a un autre. Ainsi, la réduction de la population de mirides dans le traitement
témoin serait due au fait que les mirides volants ont pu se déplacer des parcelles témoins vers
d’autres parcelles. En général, le comportement des organismes nuisibles peut énormément
affecter I'efficacité des traitements. A titre d’exemple, deux especes de pucerons Myzus
persicae Sulzer, 1776 et Aphis gossypii Glover, 1877 ont été declarés sensibles au
champignon Verticillium Lecanii R. Zare & W. Gams, 2001; cependant, le contréle de A.
gossypii a été nettement inférieur a celui de M. persicae (Hall & Burges, 1979). Cet effet a
été attribué a la mobilité de M. persicae entrainant un contact fréquent avec les spores
fongiques.

Les insectes infectés et morts ont montré une croissance mycélienne sur la surface de
leur cuticule. Cette sporulation confirme que ces insectes ont effectivement été infectés et
sont morts du fait du biopesticide. Les formulations a base des isolats de B. bassiana
apparaissent comme des agents prometteurs du bio-contrdle contre les mirides du cacao en
milieu réel. Toutefois, il faudrait signaler qu’il existe de nombreuses autres contraintes
biotiques et abiotiques qui pourraient influencer les capacités pathogénes d’un agent fongique
(Sabbahi, 2008). Parmi elles, on peut citer les microorganismes antagonistes de B. bassiana
se trouvant dans 1’environnement, les conditions physiologiques de 1’hote, 1’ensoleillement,
la température et I’humidité (Inglis et al., 2001). L’utilisation avec succés des champignons
entomopathogenes comme agents de controle microbien dépendra de 1’utilisation de
I’inoculum appropri¢, formulé de maniére optimale et appliqué au bon moment a un hote

susceptible (Burges, 1998).

> Persistance de la viabilité des conidies de Beauveria bassiana sur les feuilles et
sur les cabosses de cacaoyer

Des taux de réduction des conidies viables de B. bassiana BIITAC6.2.2 sur le
feuillage ont été observés quarante et soixante jours post-application du biopesticide en
champ. Inglis et al. (1993) ont noté que le nombre de colonies a diminué jusqu’a 47% et 81%
respectivement sur les feuilles de luzerne et de blé, quatre jours apres I’application la
formulation de B. bassiana isolat GHA. Lors de I’application de B. bassiana contre L.
lineolaris, Ziani (2008) a trouve une réduction de 67% et 54% pour les deux isolats de B.
bassiana INRS-IP et INRS-CFL au troisieme jour post-application. Six jours apres
I’application, les diminutions ont été de I’ordre de 95% et 97% pour INRS-IP et pour INRS-
CFL respectivement. Sabbahi (2008) quant a lui a publié des taux de réduction de 60% et
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71% trois jours apres I’application de ces mémes souches de B. bassiana. Six jours plus tard
ces taux ont a nouveau atteint des valeurs de 90% et 94%.

Cette diminution du nombre de conidies semble associée a leur exposition aux
facteurs abiotiques. En effet, McCoy et al. (1990) pensent que la lumiére du soleil affecte la
persistance des conidies sur le matériel végétal et peut directement influencer leur structure
génetique. Le rayonnement ultraviolet serait le principal facteur limitant la viabilité des
conidies sur le feuillage. C’est dans ce cadre que Cagan & Svercell (2001) ont révélé que les
rayons ultraviolets avaient une incidence indirecte mais significative sur la mortalité des
larves d’Ostrinia nubilalis Hibner, 1796 (ravageur du mais) exposées aux conidies de B.
bassiana. Pour ces auteurs, les rayons ultraviolets pourraient interférer avec les propriétés
physiologiques des champignons. Wenzel et al. (2016) ont d’ailleurs récemment souligné
gu’une exposition prolongée des conidies pures de B. bassiana aux rayons ultraviolets
diminue significativement leur viabilité mais qu’elle ne les affecte pas lorsqu’elles sont
formulées. Par contre, dans le présent travail, les conidies, méme formulées, ont subi une
perte de viabilité de 72% au bout de soixante jours. Ce contraste s’expliquerait par le fait que
les conidies ici ont été formulées avec de simples additifs liquides alors que Wenzel et al.
(2016) les ont encapsulées, les protégeant ainsi des facteurs environnementaux.

Des variables autres que le rayonnement ultraviolet, telles que les précipitations,
I’humidité relative et la température, peuvent également avoir un impact significatif sur la
survie et la persistance des conidies (Furlong & Pell, 1997 ; Goettel et al., 2000). La
température et I’humidité relative affectent la capacité des champignons a survivre, a
sporuler, & infecter et méme a tuer les hotes cibles (Goettel et al., 2000; McCoy et al., 2003).
Ces facteurs jouent un réle important dans la survie des champignons entomopathogénes
telluriques (Hussein et al., 2010 ; Hsia et al., 2014); les précipitations, elles, peuvent
provoquer le lessivage des conidies (McCoy et al., 1990). Les radiations solaires affectent la
persistance des conidies en réduisant leur survie (Inglis et al. 1995, 2001). Le micro-habitat
dans lequel les champignons sont déployés influencerait la persistance de leurs conidies.
Leland & Behle (2005) précisent a cet effet que 1’utilisation de B. bassiana sur le terrain
exige la résistance de ses conidies a la lumiére ultraviolette, a une faible humidité et sa
capacité a persister sur le matériel végetal. Deux mois aprés 1’application de la formulation
du biopesticide a base de B. bassiana en champ, I’activité insecticide de ses conidies a été
maintenue, ce qui s’est matérialisé par une mortalité croissante des mirides au laboratoire qui
a atteint un taux de 91,42% dés le 13° jour. Ce résultat montre clairement que les conidies de

I’isolat BIITACG6.2.2 peuvent persister et infecter les populations de mirides jusqu’a 60 jours
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apres application sur les cabosses. La mortalité des mirides, causée par I’ingestion des
cabosses traitées deux mois plus tot, traduit le fait que le contact entre les gouttelettes du
biopesticide et la cuticule de I’insecte pendant la pulvérisation n’est pas le seul moyen
d’infection de ce dernier. Autrement dit, I’insecte peut aussi s’infecter en se nourrissant d’un
substrat contaminé. Ce résultat est en accord avec ceux de Wright & Chandler (1992), Liu et
al. (2002) et Mohammadbeigi (2012), qui ont prouve des infections d’insectes par B.bassiana
et M. anisopliae par contact indirect (ou ingestion) d’un substrat souillé. Ainsi les
formulations de biopesticides peuvent conserver leur potentiel insecticide en milieu réel

pendant plusieurs semaines.

111.2.6. Evaluation de Dattractivité des piéges a phéromones

Toutes les couleurs des piéges testées ont attiré les mirides males de S. singularis avec
une préférence pour la couleur verte, pour laquelle les effectifs d’insectes ont été plus élevés.
Ce résultat sur Dattractivité sélective des couleurs de pieges envers les insectes corrobore
ceux obtenus par plusieurs auteurs parmi lesquels on peut citer Hassan et al. (2004) ; Ventura
& Panizzi (2004) ; Ranamukhaarachchi & Wickramarachchi (2007) ; Blackmer et al. (2008) ;
Mazzoni et al. (2011) ; Thongjua et al. (2015). Ces auteurs ont étudié la réponse des couleurs
vis-a-vis des Hémipteres pour les uns et des Thysanoptéres pour les autres. La variabilité des
niveaux de capture de mirides dans les pieges a phéromones de différentes couleurs suggere
que ’effet couleur jouerait un role essentiel dans 1’attractivité.

Dans le présent travail, I’attractivité décroissante des piéges verts suivie des violets et
des blancs est bien marquée. On aurait pu s’attendre a une préférence du violet par rapport au
vert, en raison de la réflectance de ces deux couleurs aux longueurs d'onde respectives 400
nm et 510 nm. Une couleur avec courte longueur d'onde et une fréquence élevée attire plus
les insectes qu’une couleur avec longueur d'onde élevée et une faible fréquence ; en effet, les
longueurs d'onde plus courtes sont plus facilement identifiables par les ocelles, cellules
visuelles des insectes (Ashfaq et al., 2005). La contradiction du résultat acquis, avec celui de
Ashfaq et al. (2005) serait certainement attribuée au fait que la réponse de l'insecte a une
couleur semble spécifique a I'espece (Blackmer et al., 2008). Cette spécificité est étayée par
les résultats de nombreuses études qui ont montré des préférences aux diverses couleurs
(Ranamukhaarachchi & Wickramarachchi, 2007 ; Thongjua et al., 2015 ; Mazzoni et al.,
2011). Il a été établi que comparé aux couleurs rouge, blanche et bleue, le vert attire plus
I’hémiptere Neomegalotomus parvus Westwood, 1842 (Ventura & Panizzi, 2004). Pendant

les saisons d'automne 2004, d’été et d’hiver 2005, les hémipteres Lygus spp. ont été
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préférentiellement attirés par les piéges verts par rapport aux pieges blancs (Blackmer et al.,
2008). Notre résultat, comme ceux des auteurs précédents, semble mettre en évidence un
certain attrait des punaises par la couleur verte. De plus, on a souvent constaté que la
combinaison de la couleur et de I'odeur a des effets additifs ou méme synergiques dans la
médiation des réponses des insectes (Arnold et al., 2015 ; Giurfa et al., 1995 ; Raguso &
Willis 2005) ; les piéges contenant les deux types de stimuli fonctionneraient mieux que les
piéges qui n'ont qu'un attractif visuel ou olfactif.

La préférence de la couleur verte serait aussi justifiee par la couleur du matériel
vegétal en général, la couleur de la cabosse de cacao en 1’occurrence. Certaines
caractéristiques fonctionnelles des piéges peuvent permettre d’avoir des conceptions
différentes et adaptées pour le contr6le ou la surveillance des insectes. Mazzoni et al. (2011)
suggérent d’ailleurs qu'une approche de contréle complémentaire, incluant la reconnaissance
visuelle et permettant I'identification des indices des plantes hotes, pourrait étre utilisée pour

surveiller les insectes.
111.2.7. Evaluation des populations et des dégats de Sahlbergella singularis

L’¢évaluation du nombre de mirides dans les zones d'étude a montré des profils
correspondant ou non aux différents facteurs climatiques mesurés.

Une pluviométrie élevee aux mois d’octobre 2014 et 2015 puis d’aoit 2016 a Ayos, et
de juillet 2015 & Konye expliquerait 1’abondance des cabosses, aliment de prédilection des
mirides et indirectement les abondances elevées des mirides. Les mirides affectionneraient les
parcelles avec une abondance des ressources alimentaires. Nos résultats, dans les deux
localités, ont montré une distribution locale des mirides trés faiblement corrélée aux
parameétres environnementaux. Il s’aveére important de signaler que, de maniere indirecte, la
variation saisonniére du climat peut fortement modifier la dynamique des populations de
mirides et altérer la physiologie des cacaoyers hotes, les rendant plus ou moins désagréables
aux insectes nuisibles (Awudzi et al., 2016). Selon Idowu (1989), il est toujours difficile
d'identifier I'effet réel et direct des facteurs environnementaux sur les activités et I’abondance
des mirides. Cette difficulté résulte des nombreuses interactions qui existent souvent entre les
facteurs environnementaux et certaines fonctions d’une plante hote, tellles que la production
et la disponibilité des cabosses, support alimentaire et reproductif de S. singularis. Les
précipitations pourraient également jouer un rdle important dans la facilitation de la
disponibilit¢ de cabosses pour 1’alimentation mirides (Mahob et al., 2011). Toutefois,
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Anikwe et al. (2010) rapportent que, les précipitations élevées peuvent aussi causer une chute
temporaire des populations de mirides ; cela a été au mois d’octobre 2015 a Konye.

Les pics des populations de mirides en mars 2016 a Ayos et en février 2016 a Konye
se supperposent a ceux de la température ; de faibles abondances de mirides ont été
enrégistrées lors des faibles températures en décembre 2015 et en janvier 2016 a Ayos et, en
décembre 2015 a Konye. Cette distribution spécifique des punaises est en accord avec celle
proposée par Anikwe et al. (2010), qui ont rapporté que les populations mirides déclinent
dans les périodes de faible humidité et lorsque les températures diminuent. Par ailleurs, la
corrélation négative trouvée entre le nombre moyen de mirides a Konye et la température
ambiante est en accord avec les résultats de Awudzi et al. (2016), qui argumentent qu’une
faible humidité pourrait réduire la survie des mirides en réduisant la quantité d'eau dans les
sites d'alimentation et la disponibilité de sites d'alimentation et de reproduction adaptés. Cela
a été le cas au mois de février 2015 a Ayos et a Konye.

Les pics des populations de mirides observés en octobre 2015 puis mars 2016 a Ayos
et en février puis mai 2016 a Konye n’ont eu aucun effet sur la prévalence et la sévérité des
dommages de ces organismes sur les cabosses. Ceci relevait du fait que pendant ces périodes,
les cabosses, aliment privilégié de S. singularis, étaient presqu’absentes des cacaoyers, en
raison certainement des conditions climatiques. Les mirides présents pendant ces périodes se
nourrissaient certainement des branches et branchettes pour survivre.

Concernant 1I’impact du piégeage sur les dégats des mirides, 1’augmentation de la
taille des populations des mirides dans les pieges expliquerait, mais tres faiblement, la
diminution de la prévalence et de la séverité de leurs dommages sur les cabosses. Une
réflexion menée sur la dynamique des populations des mirides par le taux de captures par
piége indique que le piégeage a phéromones est un outil de surveillance du taux d’infestation
de ces insectes en cacaoculture et de la sévérité de leurs dégats (Sarfo, 2013). Les piéges de
couleur verte pourraient, du fait de leur attractivité plus élevée comparée aux autres couleurs
de pieges, étre utilisés comme un outil de diagnostic précoce du niveau d’infestation des
cacaoyeres par les mirides. Ils peuvent servir a détecter 1’augmentation des insectes adultes
dans les cultures pérennes (Childers & Brecht, 1996) et a initier des mesures phytosanitaires
afin de prévenir les dégats importants et de réduire 1’utilisation des insecticides chimiques
(Samways, 1986). L’effectif important de mirides capturés au terme de ce travail
s’expliquerait par le fait que les phéromones ont attiré les mirides en dehors de nos parcelles

expérimentales.
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CONCLUSION

Au cours du présent travail, qui entre dans le cadre de la lutte biologique contre le
miride du cacaoyer, Sahlbergella singularis, nous avons évalué 1’activité insecticide des
champignons entomopathogenes, B. bassiana et M. anisopliae, contre les larves de ce miride
et I’intégration des couleurs dans les piéges a phéromones pour optimiser leur utilisation.

Dans la premiere partie de cette étude orientée sur le potentiel entomopathogene de B.
bassiana et de M. anisopliae, les deux objectifs de recherche étaient d’une part 1’évaluation
du pouvoir insecticide de six isolats fongiques de Beauveria bassiana et de Metarhizium
anisopliae et, d’autre part, la mise au point et la sélection des formulations de biopesticides.

Cette recherche a montré que :

- les isolats fongiques testés sont pathogenes vis-a-vis de S. singularis. Ils causent des taux de
mortalité importants au sein de la population de mirides. Cela est le cas avec la méthode de
contamination par immersion des traitements fongiques BIITAC10.3.3 & 1x10°conidies.mL™,
MIITAC11.3.4 & 1x10°conidies.mL™ et MIITAC6.2.2 & 1x10°conidies.mL™ qui induisent
100% de mortalité. Les isolats MIITAC11.3.4 et BIITAC10.3.3 ont I’un et I’autre rendu des
temps létaux 50 (TL50) de 4,1 et 4,2 jours, alors que I’isolat BIITAC10.3.3 a montré une
concentration létale 50 (CL50) de 8,97x10°conidies.mL™. Avec la méthode par ingestion, les
traitements fongiques BIITAC10.3.3 & 3,2x10%onidiesmL™ et MIITAC6.2.2 a
1x10%conidies.mL™ ont provoqué 94,3% de mortalité des mirides. Les meilleurs CL50 et
TL50 ont été notés avec les isolats BIITAC10.3.3 et MIITAC6.2.2 ;

- les taux de mirides morts et présentant une germination des spores sur la cuticule ont été
plus importants avec les traitements MIITAC11.3.4 & 1x10%conidies.mL™, MIITAC6.2.2 &
1x10%onidies.mL™?, BIITAC10.3.3 & 1x10°conidiesmL™ et BIITAC6.22 2
3,2x10%onidies.mL™ avec la méthode de contamination par immersion. Pour ce qui est de la
méthode par ingestion, les traitements BIITAC6.2.2 & 3,2x10%conidies.mL™ et BIITAC10.3.3
a 1x10°conidies.mL™ ont été plus éfficaces;

- les isolats BIITAC6.2.2 et MIITAC11.3.4 transmettent mieux ’infection d’un miride a un
autre. Ainsi, le contact entre les mirides doit é&tre pris en compte pour une bonne
dissémination de I’agent pathogéne et pour créer une épizootie fongique au sein d’une
population de mirides;

- concernant la compatibilité fongique avec les adjuvants, certains additifs auraient un effet

inhibiteur sur la croissance, la germination et la sporulation des champignons. Le glycérol
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s’est réveélé étre un bon accélérateur des parameétres suscités des champignons cibles. Il en est
de méme pour I’huile de soja, I’huile de palme raffinée et ’huile de coton ;

- de toutes les formulations, 1’émulsion inverse (EI) conserve mieux la viabilité des spores de
B. bassiana pendant 18 semaines ;

- la température affecte la germination des spores. La température ambiante de 25°C est plus
favorable a la conservation des formulations tandis que celle de 30°C est inadéquate ;

- les tests de pathogénicité des conidies formulées en laboratoire et sur le terrain ont indiqué
une efficacité certaine. La toxicité des deux especes fongiques est avérée puisque le taux de
mortalité des mirides induit au laboratoire depasse 75%. Pour B. bassiana, la mortalité des
mirides traités avec la formulation a base de I’huile de soja est plus élevee que celle avec
I’huile de palme raffinée toutefois ; pour M. anisopliae, la situation s’inverse. L’espece M.
anisopliae est relativement moins létale pour les mirides que B. bassiana. Cette faible létalité
la rend moins apte a la lutte biologique contre ces insectes ;

- I’insecticide de B. bassiana, formulé a base d’huile de soja, réduit significativament les
populations de mirides comparé au témoin. Au bout de deux mois post-application, I’activité
insecticide de cette formulation persiste malgré les conditions abiotiques. Tout compte fait, B.
bassiana est donc un bon candidat pour la lutte contre les mirides de cacao ;

- le type de formulation influence I’efficacité du champignon comme agent de bio-controle,
sa facilité d'application et sa durée de conservation. Ces atouts sont attribuables aux additifs
qui entrent dans la mise au point de la formulation fongique.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, I’intérét a été porté sur 1’optimisation de
I’utilisation de piéges a phéromones pour lutter contre les mirides. Les objectifs de recherche
poursuivis étaient :

- I’évaluation de I’attractivité et de la préférence des pi¢ges colorés appatés vis-a-vis de S.
singularis ;

- la détermination de I’impact de ces piéges a phéromones sur la densité et les dégats de S.
singularis en milieu réel.

Il est apparu que :

- quelle que soit la localité d’étude, les mirides ont préféré les piéges dans 1’ordre décroissant
suivant pieges verts, pieges violets enfin piéges blancs. Cette préférence pour les pieges verts
s’explique par le mimétisme de la couleur du matériel végétal et/ou les longueurs d’onde
réfléchies par les différentes couleurs ;

- la dynamique des populations de S. singularis ne s’explique pas directement par les valeurs
des facteurs abiotiques. Ce résultat laisse donc penser que c’est 1’état physiologique du
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cacaoyer qui serait le facteur prépondérant influencant la dynamique spatio-temporelle de ce
pest dans les plantations. Ces facteurs abiotiques pourraient modifier cet état physiologique
au point que la plante ne soit plus favorable au développement des mirides ;

- les niveaux élevés de prévalence et de sévérité des dégats dans les parcelles témoins
comparées aux parcelles traitées autorisent a penser que 1’utilisation du piégeage réduit les
dommages causés par les mirides sur les cabosses ;

- les variations temporelles des captures des mirides sont spécifiques a chaque localité.

RECOMMANDATIONS

Les données obtenues au terme de ce travail sont fondamentales pour les futurs
programmes de recherche visant a formuler B. bassiana et M. anisopliae comme
biopesticides. Pour cela, nous recommandons :

e aux instituts de recherche nationaux et internationaux pour le développement de

I’agriculture de :

-montrer plus d’intérét au secteur de la lutte biologique a travers la mise au point des
biopesticides ;
- intégrer diverses couleurs dans 1’utilisation des piéges a phéromones dans le monitoring, le
piégeage de masse des mirides et méme comme outil d’auto-dissémination des champignons
entomopathogenes.

J aux pouvoirs publics de :
- s’investir dans la vulgarisation de ces biopesticides et pieges & phéromones colores;
- revoir le calendrier de traitement des cacaoyeres en fonction des régions, en 1’adaptant a la

dynamique des populations de mirides.

PERSPECTIVES

Cette étude nous a permis de proposer pour la lutte contre les mirides, 1’utilisation des
moyens respectueux de I’environnement et d’améliorer les recommandations pour cette lutte
biologique. Toutefois, certains sujets méritent encore de retenir notre intérét. Ainsi, nous
prévoyons a plus ou moins breves échéances :

- d’isoler les toxines des isolats fongiques retenus et d’étudier leurs mécanismes d’action au
niveau cellulaire. Le but d’une telle recherche est de comprendre le mécanisme d’action des

champignons entomopathogénes et de mettre au point des formulations encore plus efficaces;
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- d’identifier de nouvelles souches de Beauveria bassiana et de Metarhizium anisopliae plus
virulentes vis-a-vis de S. singularis et d’étudier leurs caractéristiques ;

- de poursuivre les recherches sur les méthodes de conservation a long terme des
formulations. Dans ce cadre, il est essentiel de tester I'effet des adjuvants sur la germination
des conidies et sur leur durée de vie ;

- de mettre au point un moyen de production en masse des champignons entomopathogénes
au niveau local ;

- d’étudier I’effet des formulations de biopesticides sur les insectes non cibles parfois
bénéfiques a la cacaoculture afin d’établir avec précision les recommandations pour leur
utilisation dans les programmes de lutte ;

- de refaire d’autres essais sur les pieges a phéromones en intégrant d’autres couleurs telles
que la couleur jaune qui rappelle celle des cabosses mars et en remplacant les phéromones
par les kairomones. Ces essais pourraient permettre de déterminer la couleur la plus attractive
pour S. singularis et d’optimiser ’utilisation des kairomones.

- d’étudier les caractéres biochimiques des cacaoyers, a chaque période de 1’année, pour

rechercher une éventuelle influence des saisons sur 1’état physiologique de 1’arbre ;
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Annexe 1 : Essai du test de pathogenicité

Annexe 2 : Préparation des formulations sous la hotte a flux laminaire

Annexe 3 : Procédure de filtration des milieux contenant les spores et le mycélium fongique
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Annexe 4 : Effet des différentes formulations sur la viabilité des conidies de B. bassiana (A)
et de M. anisopliae (B) toutes les deux semaines et pendant 18 semaines.
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Annexe 5 : Effet de la temperature sur la viabilité des conidies de B. bassiana (A) et de M.
anisopliae (B)formulées dans des émulsions inverses puis évaluée toutes les
deux semaines et pendant 18 semaines.
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Laboratory assessment of virulence of Cameroonian isolates of Beauveria bassiana
and Metarhizium anisopliae against mirid bugs Sahlbergella singularis Haglund
(Hemiptera: Miridae)
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The brown cocoa mirid, Sahlbergella singularis (Hemiptera: Miridae), causes cocoa yield loss
of about 30 % to 70 % in Cameroon. The pathogenicity of six indigenous isolates of Beauveria
bassiana (BIITAC) and Metarhizium anisopliae (MIITAC) to the fourth and fifth nymphal stages
of S. singularis was evaluated under laboratory conditions. Two methods of inoculation were
tested at various conidial concentrations: (1) immersing the pod in 200 ml of the suspension
for 3 min (ingestion method) and (2) immersing each insect in 1 ml of the suspension for 5 s
(immersion method). Tween®80at0.1% (v/v) was used as a control. After 14 days from initial
exposure to conidia, corrected mortality ranged from 35 to 100 % for immersion and from 16
to0 94.3 % for ingestion. Mortalities due to fungi isolates were significantly different from that
of their control (P < 0.05). The effect of immersion was more significant than that of
ingestion, and mortalities increased with increasing spore concentration. Mycelial out-
growth and sporulation after seven days on some of the dead insects, kept on humidified
filter paper in dark conditions, demonstrated that death was due to fungal infection
(mycosis). Based on pathogenicity results, LCsp, LT50 and LTo fungal outgrowth, B. bassiana
isolates BIITAC10.3.3, BIITAC6.2.2, MIITAC6.2.2 and the M. anisopliae isolate MIITAC11.3.4
could be selected for their virulence, and advanced to field trials for the development of
microbial control.

Key words: pathogenicity, entomopathogens, biocontrol, fungi.

INTRODUCTION

Mirid bugs, Sahlbergella singularis Haglund and
Distantiella theobroma Distant (Hemiptera: Miri-
dae), are the most damaging pest species of cocoa
(Theobroma cacao L.) in West Africa (Lavabre 1977).
In Cameroon, S. singularis is by far the most
common species on cocoa (Babin 2009). Mirid bugs
feed on pods and shoots. They induce cherelle wilt,
contributing to young fruits’ mortality and cause
the drying up of leaves, branch tips, and the quick
destruction of the cocoa canopy, which further
results in a quick decline of farms when control
measures are inadequate (Lavabre 1977; Anikwe
2010; Yédé et al. 2012; Mahob 2013). This pest can
induce 30 % yield loss in cocoa in the first year and
up to 80 % loss in two consecutive seasons if the
farm is left unprotected (Anikwe 2010).

Chemical insecticides of the families organo-
chlorines, organophosphates, pyrethroids, nicoti-

noids and carbamates are most commonly used to
control the mirid bugs in Cameroon (Mahob et al.
2014). However, serious problems such as resis-
tance, pest resurgence and elimination of econom-
ically beneficial insects, toxicity to humans and
wildlife are often encountered (Padin et al. 2002;
Hendrawan & Ibrahim 2006; Mahdneshin et al.
2009). Concerns over environmental issues related
to the use of synthetic chemical pesticides have
led to changes in strategy, and development of
Integrated Pest Management (IPM) programmes,
where biological control strategies are recom-
mended. Indeed, the use of fungal biocontrol
agents can potentially reduce the use of chemi-
cal insecticides and furthermore their residual
effects. Entomopathogenic fungi are excel-
lent candidates for biological control and are
considered as promising alternatives, in attempts
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to improve the sustainability of crop protection.

Among the hundreds of entomopathogenic
species of fungi reported from insects, Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin (Deuteromycota:
Hypocreales) and Metarhizium anisopliae (Metsch-
nikoff) Sorokin (Deuteromycota: Hypocreales),
are the most frequently used. Beauveria bassiana is
one of the most effective entomopathogenic fungi,
due to its cosmopolitan distribution (Bidochka
et al. 1998), its ability to infect any life stage of its
hosts, its wider host range than the other Deutero-
mycetes, its ability to infect almost all orders of
insects and certain plant tissues (Roberts & Hajek
1992; Bing & Lewis 1992). It can be easily isolated
from insect cadavers or from soils using simple
media, as well as by baiting soils with insects
(Meyling 2007). As opposed to B. bassiana, M. aniso-
pliae is mainly found in sun-exposed habitats or
agricultural soils (Bidochka et al. 1998).

These two entomopathogenic fungi have drawn
attention as potential biocontrol agents for many
important pests such as Thysanoptera, e.g. Frankli-
niella occidentalis (Pergande) (Ugine et al. 2005;
Wang & Zheng 2012), Coleoptera, e.g. Anthonomus
signatus (Say), Otiorhynchus ovatus (Linnaeus)
(Sabbahi 2008), Orthoptera, e.g. Uvarovisia zebra
(Uvarov) (Mohammadbeigi & Port 2013). Further-
more, theirinsecticidal potentials have been tested
on some Hemiptera such as Eurygaster integriceps
(Puton) (Abdulhai et al. 2010) and tarnished plant
bug, Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois) (Liu
et al. 2002; Liu et al. 2003; Sabbahi 2008). Prelimi-
nary test of the effect of Beauveria isolates against
S. singularis have been done (Mahot 2006). How-
ever, the beneficial effects of these two entomo-
pathogenic fungi have never been documented
against mirid pests of cocoa, one of the major
export crops in Cameroon. Thus, considering the
disadvantages of chemical control, there is an
increasing need for alternative insect manage-
ment strategies in agricultural systems.

This study aimed to evaluate the pathogenicity
and virulence potential of some indigenous
isolates of B. bassiana and M. anisopliae on the
mirid, S. singularis, using direct and indirect
methods of application in the laboratory.

MATERIAL AND METHODS

Insect rearing

Mirid bug nymphs were collected at Ngat
(3°46'N 11°49’E, 705 m elevation) in the Centre
Region of Cameroon and reared following Babin

etal’s (2008) approach. They were placed in plastic
containers (25 X 25 X 1.13 cm) in a room with the
following controlled average characteristics (T =
25 °C, RH = 64.85 = 9.73 %, photoperiod:
12L:12D). Ventilation of those plastic containers
was provided through four rectangular holes (7 X
12 cm), one on each side and covered with muslin.
Pods were replaced every 7-10 days, depending
on the extent of feeding damage. The bottom of
each container was lined with absorbent paper, to
prevent water condensation. Nymph develop-
ment was monitored daily. Newly emerged
female mirids were collected and kept separately
until sexual maturity (5-6 days) in ventilated
plastic boxes (7 X 10 X 2 cm) containing three
sections of young cocoa shoots. These cocoa
shoots were changed every 2 days. Subsequently,
a1-2-day-old adult male was introduced into each
box for mating. After 24 h, all adults were trans-
ferred to muslin cages and attached to cocoa pods
in the field. After a minimum of 16 days, which
represents the expected hatching time, muslin
cages were checked daily to detect newly emerged
nymphs. When one or more nymphs had been
detected, the pods were cut from the tree and
taken to the rearing room where they were kept
on absorbent paper in plastic containers with
holes for ventilation.

Fungal isolates

Beauveria bassiana and M. anisopliae were obtained
from the Pathology Laboratory (IITA/ Cameroon).
Isolates were named BIITAC 10.3.3, BIITAC 6.2.2,
and BIITAC 8.1.5 for B. bassiana and MIITAC 11.3.4,
MIITAC 6.2.2 and MIITAC 6.4.2 for M. anisopliae.
BIITAC means Beauveria from IITA Cameroon and
MIITAC means Metarhizium from the same institu-
tion. In previous work (Membang 2013) at the
Pathology Laboratory aimed to isolate some
potential entomopathogenic fungi, the above-
mentioned species were isolated from soil using
the insect bait method (Meyling 2007). Soil
sampled from banana farms in the Centre Region
of Cameroon had been used. Larvae of banana
weevils, Cosmopolites sordidus (Germar) (Coleop-
tera: Curculionidae) were placed on 250 g of humi-
dified soil and covered with black paper. After
their death, fungal conidia appearing on cadavers
were cultured and purified on Petri dishes con-
taining potato dextrose agar (PDA) medium. The
six indigenous isolates used to investigate their
pathogenicity against S. singularis were screened



88 African Entomology Vol. 27, No. 1, 2019

through laboratory pathogenicity on C. sordidus
adult and larvae.

Bioassays

For bioassays, multiple concentrations of coni-
dial suspensions of the different isolates of
B. bassiana and M. anisopliae were prepared using a
haemocytometer. Suspensions were prepared at
1x107,1 % 10%,3.2 X 10%and 1 x 10° conidia/ml by
scraping conidia from 21-day-old cultures and
added in 0.1 % Tween 80 (Liu et al. 2003; Cherry
et al. 2004; Mohammadbeigi et al. 2013). Water with
0.1 % Tween 80 was used as a control. Before using
these suspensions, the viability of the conidia was
evaluated. For each isolate, a sample of 50 ul was
spread onto the surface of a Petri dish containing
PDA with three replicates for each fungal isolate.
Plates were incubated at 25 °C for 24 h. For each
plate, four microscopic fields were delimited. In
each of them, 100 conidia were counted under an
optical microscope to reach the number of 400
viable conidia. Viable conidia were those that
germinated with the germ tube at least longer
than its diameter (Hywell-Jones & Gillespie 1990).
The conidial germination percentage for each
plate was calculated according to Nussenbaum
(2013). Only the suspension in which conidia
germination rate was above 90 % was used in
further experiments. The insecticidal potential
was evaluated directly, by immersing fourth and
fifth instar nymphs of S. singularis in the conidial
suspension, and indirectly by immersing a small
cocoa pod used to feed nymphs.

Direct method

The experiments were arranged as a completely
randomised design with treatments organised in
four conidial concentrations, 1 x 107, 1 x 108,3.2 x
10® and 1 x 10° conidia/ml and untreated control
treatment of only water with 0.1 % Tween 80 for
each isolate. Each treatment involved 35 fourth
instar nymphs of the mirid divided in five repli-
cates. The experiments were performed under
laboratory conditions at 25 °C. Every single mirid
wasimmersed in 1 ml of conidia suspension for5s.
Seven insects treated by fungal suspension for each
concentration and each isolate were transferred
on filter paper in ventilated plastic containers
(19 X 12 X 4 cm). The container was supplied with
a small cocoa pod for insect feeding and placed in
the screen house. The number of dead insects was
recorded daily for 14 days and the feeding cocoa
pod was renewed on the seventh day.

Indirect method or ingestion

Each cocoa pod serving as food for the mirids
was immersed in 200 ml of conidia suspension for
3 min. In the control, pods were immersed in the
same quantity of water having 0.1 % Tween 80
solution. After air drying, the treated pods were
equally distributed in ventilated plastic contain-
ers, described above. Seven fourth instar larvae
were released in each container, which repre-
sented one replication of each isolate and each
concentration. The daily mortality was recorded as
described above. Five replications were used for
each isolate and each concentration.

Fungal sporulation on dead insects

Dead nymphs were immersed in 70 % ethanol
for 15 s to sterilise their surface and rinsed in sterile
distilled water for 10 s. Afterwards they were
immersed in 1 % sodium hypochlorite for 1 min,
thenrinsed three times for 10 s with sterile distilled
water. Insects were dried on sterile filter paper and
under sterile conditions. They were placed in a
humid Petri dish lined with moistened cotton
wool and filter paper and incubated in the dark
screen house for 7 days to allow mycelial out-
growth over the cadavers. Beauveria bassiana and
M. anisopliae sporulation were respectively recog-
nised by the white and green powdery muscar-
dine on dead insects and this indicates that the
insects died from a fungal infection.

Statistical analysis

Cumulative mortalities were corrected using
Abbott’s formula (Abbott 1925) and normality
tested with Shapiro-Wilk test. Percentages were
(arcsine square-root) x* transformed (Zar 1996)
before analysis of variance (ANOVA). Paired mean
comparisons among fungalisolate, concentrations
and fungal species were made using Tukey HSD
test. The time to 50 % and 90 % mortality (LTs0 and
LTqo) at the more efficient concentration and con-
centration for 50 % mortality (LCso) on the 14th
day post-treatment were determined using the
probit analysis program. The software JMP 8.0.2
and SPSS 20.0 were used for all analyses.

RESULTS

Direct method

Isolates were all pathogenic to S. singularis at all
concentrations, but had different levels of viru-
lence. Average percentage of corrected mortalities
at day 14 post-treatment ranged from 40-100 %
with B. bassiana isolates and from 35-100 % with
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M. anisopliae (Fig. 1). In the direct method (immer-
sion method), mortalities were significantly
affected by isolates (Fs15 = 3.3; P = 0.0085) and by
concentrations (F3,15 = 3.9; P = 0.0106), then by the
interaction isolates versus concentrations (Fi515 =
6.4; P < 0.0001). The effect of concentration, isolate
and the two factors combined was significant at
the level of 5 %. Isolate MIITAC11.3.4, at concen-
trations of 3.2 X 108and 1 x 10% conidia/ml, had the
same response with BIITAC10.3.3 at 1 x 10° and
MIITAC6.2.2 at 1 X 10® conidia/ml. Results also
showed that treatment with isolates MIITAC6.4.2
at1 x 10° and 1 x 108 conidia/ml, BIITACS8.1.5 at
3.2 x 10° then BIITAC6.2.2 at 3.2 X 10° conidia/ml
had the same effect (Fig. 1) on mirid mortality.
Whatever the isolate, concentration response was
significantly different with mortality rate except
between 3.2 x 10® and 1 x 10° conidia/ml
responses. However, there was a significant posi-
tive correlation between the corrected mortality
and the fungal concentration (Pearson coefficient
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Fig. 1. Mean percentages of corrected mortalities of Sahlbergella singularis exposed by immersion to Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae isolates at 1 x 10”; 1 x 10%; 3.2 x 10® and 1 x 10° conidia/ml at day 14.
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mortality caused by fungi was observed at day 4
for isolates BIITAC10.3.3, MIITAC11.3.4 and
MIITAC6.2.2 at a concentration of 1 x 10°
conidia/ml (not shown in table). The LTspand LT
values at the most significant concentration 3.2 X
10® conidia/ml for B. bassiana and M. anisopliae iso-
lates were therefore calculated (Table 2). Among
B. bassiana isolates, BIITAC10.3.3 gave LTsp and
LTgo values of 4.2 and 8.7, respectively, while
among the M. anisopliae isolates, MIITAC11.3.4
had the best LTsoand LTg (Table 2). Based on these
factors, BIITAC10.3.3 and MIITAC11.3.4 were
acknowledged as the most virulent isolates.

Ingestion of fungi

Similar to the immersion method, all fungal
isolates have also displayed a pathogenic potential
by ingestion (Fig. 2). Average percentages of the
corrected mortalities ranged from 6.7 to 94.3 % and
from 16 to 94.3 % at day 14 respectively with
B. bassiana and M. anisopliae isolates. The effects of
concentrations (F315 = 10.0; P < 0.0001) and the
effect of the interaction between isolates versus
concentrations (Fis15 = 3.5, P < 0.0001) were
significant on mortality response 14 days after

exposure to contaminated residues. The highest
mortality (94.3 %) caused by B. bassiana was
obtained with BIITAC10.3.3 suspension at 3.2 X
108 conidia/ml, while the one due to Metarhizium
was obtained with MIITAC6.2.2 at 1 x 10%
conidia/ml (Fig. 2). Treatment BIITAC10.3.3 at
3.2 x 108, MIITAC6.2.2 at 1 x 10%, BIITAC8.1.5 at
3.2 x 10® and MIITAC6.4.2 at 3.2 X 108 conidia/ml
were more effective. The efficacy of those treat-
ments is on a par with BIITAC6.2.2 at 3.2 x 108,
Whatever the isolate, response of concentration
3.2 x 10° conidia/ml was significantly different
from the others (P < 0.0001), then no significant
difference has been found between concentra-
tions 1 X 107,1 X 10%and 1 x 10° conidia/ml. There
was a significant and positive correlation between
corrected mortality and concentration (r* = 0.55,
y?=3.1177,d.f.=22,P =0.005,Y = 3.697e - 08X +
5.251e+01). In general, mortality rate increased
with increasing conidial concentration. Based on
the results of this bioassay, BIITAC10.3.3,
BIITAC8.1.5, BIITAC6.2.2, MIITAC6.4.2 and
MIITACS6.2.2 could be retained as promising iso-
lates and a concentration of 3.2 X 10® conidia/ml
should be chosen for next step (Fig. 2).

Table 1. Concentration—mortality response of Sahlbergella singularis nymphs exposed to Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae isolates by contact to and assessed after 14 days of observation.

Fungal isolates LCso Probit parameter + S.E. ¥*-value
(conidia/mi) Intercept Slope

Beauveria BIITAC6.2.2 4.32 x10° -3.54+0.78 0.535 + 0.98 24.92
BIITAC8.1.5 1.15x 107 -5.15+0.78 0.729 + 0.98 2.00
BIITAC10.3.3 8.97 x 10° -3.49 £ 0.92 0.586 + 0.12 7.185

Metarhizium MIITAC11.3.4 7.16 x 10° —6.998 + 0.96 1.021 £ 0.12 8.178
MIITAC6.2.2 2.18 x 10’ -8.678 + 0.91 1.182 £ 0.12 5.895
MIITAC6.4.2 3.69 x 10° —2.756 £ 0.74 0.420 + 0.09 18.518

Table 2. Virulence of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae isolates by contact to Sahlbergella singularis
after 14 days post-treatment at 3.2 x 108 conidia/ml.

Fungal isolate LT50 95 % confidence interval LTeo 95 % confidence interval
Lower Upper Lower Upper
BIITAC6.2.2 5.1 4.4 5.8 13.2 11.2 16.6
BIITAC8.1.5 4.4 3.2 5.5 11.0 8.6 16.7
BIITAC10.3.3 4.2 3.0 5.2 8.7 6.9 12.6
MIITAC11.3.4 4.1 3.7 4.5 7.5 6.8 8.5
MIITAC6.2.2 4.7 4.1 5.2 12.6 11.0 15.1
MIITAC6.4.2 5.5 4.2 6.7 15.1 11.5 251
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Fig. 2. Mean percentages of corrected mortalities of Sahlbergella singularis exposed by ingestion to Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae at 1 x 107; 1 x 10%;3.2 x 108 and 1 x 10° conidia/ml at day 14.

The concentration—-mortality response was also
evaluated for each isolate during the contamina-
tion by ingestion. Results indicated a significant
relationship (P < 0.05) between log dose and
probit mortality (Table 3). Among all B. bassiana iso-
lates, BIITAC10.3.3 gave the smallest LCsp value
(6.45 x 10° conidia/ml), thus it had the best insecti-
cidal potential compared with BIITAC6.2.2 and
BIITAC8.1.5. When taking into account the LCsp of
Metarhizium, the best insecticidal potential could
be attributed to the isolate MIITAC6.4.2 which
recorded a LCso value of 2.09 x 107 conidia/ml.
Nevertheless MIITAC11.3.4 and MIITAC6.2.2
could also be considered as efficient entomo-
pathogens as their LCsp values were so close to that
of MIITAC6.4.2.

The regression analysis evaluated time-mortal-
ity response within the ingestion method of
contamination. Between B. bassiana isolates,
BIITAC6.2.2 had the smaller LTso while
BIITACS8.1.5and BIITAC10.3.3, had the smaller LTy

(Table 4). The isolate MIITAC6.2.2 presented an
intersting LTso (4.0 days) and LTe (10.8 days),
respectively. The three isolates of B. bassiana and
MIITACS6.2.2 could also be chosen according to
their virulence on insect.

Fungal sporulation on dead insects

Insects that did not produce mycelia were
recorded as other mortality, but cumulative
mortality (mortality caused by fungal infection
plus other mortality) until day 14 of the experi-
ment was used in the analysis.

Results showed that both fungi can infect
S. singularis (Fig. 3A, B) either by contact or by
ingestion causing subsequent death of insects.

In general for B. bassiana, the immersion method
could cause up to 100 % mortality with BIITA-
C10.3.3 at 1 x 10° conidia/ml, while for M. aniso-
pliae mortalities reached 100 % with MIITAC11.3.4
at3.2 x 10%and 1 x 108 conidia/ml, then followed
by MIITAC6.2.2 at 1 X 10% (Fig. 1). The effect
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Table 3. Concentration—mortality response of Sahlbergella singularis nymphs exposed to Beauveria bassiana and

Metarhizium anisopliae isolates by ingestion.

Fungi isolate LCso Probit parameter + S.E. ¥ -value
(conidia/ml) Intercept Slope
Beauveria BIITAC6.2.2 1.46 x 10° —8.490 + 0.841 1.040 £ 0.103 33.876
BIITAC8.1.5 571 x 10’ -7.912+0.814 1.020 + 0.100 9.989
BIITAC10.3.3 6.45 x 10° —2.266 + 0.786 0.390 + 0.098 3.427
Metarhizium MIITAC11.3.4 9.47 x 10’ —8.013+0.818 1.005 + 0.100 7.097
MIITAC6.2.2 7.55 x 107 —10.49 + 0.905 1.335+0.112 47.471
MIITAC6.4.2 2.09 x 10’ -5.697 £ 0.772 0.778 + 0.096 0.056

Table 4. LTs, and LTy, of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae isolates applied by ingestion at 3.2 x 10°

conidia/mlto Sahlbergella singularis.

Fungi isolate LTso 95 % confidence interval LTeo 95 % confidence interval
Lower Upper Lower Upper
BIITAC6.2.2 7.6 6.2 9.5 30.9 20.6 68.4
BIITAC8.1.5 9.6 9.2 10.0 19.0 17.4 21.3
BIITAC10.3.3 9.0 8.6 9.4 19.4 17.6 21.9
MIITAC11.3.4 11.3 9.4 15.7 24.7 17.2 63.1
MIITAC6.2.2 4.0 3.4 4.5 10.8 9.4 13.2
MIITAC6.4.2 7.8 7.4 8.2 18.0 16.4 20.2

obtained with the concentration of 3.2 x 10°
conidia/ml was not significantly different from
that of 1 x 10° conidia/ml whatever the isolate,
except by the ingestion method. In almost all
cases, the effect given by concentration value of
3.2 X 10® conidia/ml appeared to be the same as
the 1 x 10° conidia/ml and in that sense, could be
considered as more efficient. Results also showed

that treatment effect by immersion was signifi-
cantly different from ingesting an infected pod
(F1,15 = 22.2, P < 0.0001). Mortality rates obtained
when contaminating insect with fungal suspen-
sion through direct contact (immersion) at 3.2 X
10® conidia/ml were always slightly higher than
those obtained by indirect contact method (inges-
tion).

Fig. 3. Sahlbergella singularis infected by Metarhizium anisopliae (A) and Beauveria bassiana (B).
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DISCUSSION

In nature, regulation of insect populations can
be well achieved using key important factors,
which are entomopathogenic fungi. With regard
to cocoa, few studies have examined the harmful
action of both B. bassiana and M. anisopliae against
cocoa mirids (Tong-Kwee et al. 1989). Thus in this
study, we have examined the entomopathogenic
potential of several isolates of B. bassiana and by
M. anisopliae against S. singularis nymphs.

The results of the present study demonstrated
the ability of some isolates of B. bassiana and
M. anisopliae to induce mortality of S. singularis via
immersion and ingestion although the effective-
ness varied depending on the conidial concentra-
tion of the fungi. When the fungal suspension of
B. bassiana was applied by immersion of S. singu-
laris at 1 x 107 conidia/ml, the induced mean
mortalities ranged from 76.0-80.0 %. These results
are different from those found by Abdulhai et al.
(2010), who obtained mean mortalities from
86-100 % for B. bassiana isolates at 1 x 10°
conidia/ml by immersion on Eurygaster integriceps,
another Hemipteran. This difference could be
supported either by the genotype of the strain
involved, or by the difference in Hemipteran
species. On the other hand, our isolates of
M. anisopliae caused mortalities ranging from
60-97.1 % by immersion at 1 x 10° conidia/ml.
This result could be compared to the ones of
Khashaveh et al. (2011) who found 100 % of
Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermes-
tidae) mortality 10 days after immersion in the
M. anisopliae suspension at 1 X 10° conidia/ml.
In previous laboratory studies using some local
B. bassiana strains against S. singularis, through the
ingestion method at 1 x 107 conidia/ml mortalities
ranged from 35.7-100 % (Mahot 2006), which
compares well with the results found in this study.
This allows us to confirm that B. bassiana fungi
could readily infect S. singularis and cause mortal-
ity through ingestion.

In addition, the highest mortality percentage
generally occurred at highest concentration, and
then decreased with a decline in inoculum con-
centration. Inoculum concentration is an impor-
tant factor on the pathogenicity of entomopatho-
genic fungi (Demirci et al. 2011). In the Parker et al.
(2003) study, Isaria farinosa (Holmskjold) Fries
(Sordariomycetes: Hypocreales) was applied on
pine litter and wheat plants at concentrations of

1 x 10° conidia/ml, 1 x 107 conidia/ml, and 1 x 10°
conidia/ml and the percentage mortality of E.
integriceps increased with increasing inoculum
concentration. The same trend was observed in
this study with the exception of some isolates
(BIITAC6.2.2 and MIITAC6.2.2 by direct contact,
and BIITAC8.1.5, BIITAC6.2.2 and MIITAC6.2.2 at
1 x 10° conidia/ml by ingestion), where the physi-
ological stage of the insect could have been
responsible for this deviation.

An important consideration in selecting a
fungus strainisits virulence, which is the quantita-
tive amount of death that a pathogen can incite in
a group of insects (Inglis et al. 2001). Mortality
caused by fungi, fungal sporulation on dead
insects, the LCso, LT50 and LTgy can be used to
measure the level of virulence, when selecting
beneficial fungal isolates.

The efficacy of fungi varied with isolates causing
mortality from 6.7-100 %. Different isolates of
the same species do not have equal potential
for control of the same insect pest (Altre et al.
1999). Differences in potential of a strain’s toxicity
depended on physiological and enzymatic prop-
erties of eachisolate (Leland et al. 2005). The fungal
pathogenesis is a complex process and is depend-
ent upon the attributes of both the pathogen
and the host. The efficacy of isolates can also be
attributed to their ability to germinate, to grow
and to proliferate; when giving that germination,
growth and proliferation within and outside a
host are some stages that express the action of
several entomopathogenic fungi (Sabbahi 2008;
Mohammadbeigi 2012). Therefore, the outgrowth
of fungi usually confirms that the insectis killed by
fungal mycosis; it shows the fungal effectiveness
and helps in the isolate’s screening. During
growth and proliferation, the isolates of B. bassiana
and M. anisopliae rapidly colonise all tissues and
organs while producing immune suppressor
toxins that may damage haemocytes and cause in-
sect paralysis and death (Flores-Villegas et al. 2016).
These effects are possibly due to the ability of fungi
to produce a collagenous coat of hyphal bodies
that mask the recognition of $-1,3-glucans, the
most powerful immune stimulant, by the insect’s
immune system (Sabbahi 2008; Flores-Villegas
et al. 2016). Nevertheless, this effect is not very
reliable as a test of virulence, given that insects
may die from fungal mycosis and then be non-
colonised by it because of competition by other
saprophytic microorganisms (Inglis et al. 2012).
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The lowest LCso estimated by immersion
method after 14 days of treatment in our study is
8.97 x 10° conidia/ml and 3.69 x 10° conidia/ml
for the BITTAC10.3.3 and MITTAC6.4.2 isolates of
B. bassiana and M. anisopliae, respectively. For the
ingestion method, the lowest LCs) were estimated
at 6.45 X 10° conidia/ml then at 2.09 x 107
conidia/ml, for these same isolates, respectively.
These results stand in agreement with that of Liu
et al. (2002) and Ziani (2008) who found that
concentrations of 0.8 X 10° to 5.0 X 10° conidia/ml
and 8.0 x 10° and 1.7 X 10* conidia/ml of some
B. bassiana and M. anisopliae isolates were needed
to cause 50 % mortality of Lygus lineolaris (Miri-
dae). However, in their studies, between 8 and 6
days was necessary to reach this level, respec-
tively, and less than ours, which was 14 days. This
difference between our results may be related to
the origins of fungal isolates, the type of insect
hosts although both were Hemipteran. These
same isolates of B. bassiana INRS-IP and INRS-CFL
respectively killed 50 % of the nymphs in 4.77 and
5.03 days at 1 X 10° conidia/ml (Ziani 2008) while
for our Beauveriaisolates LTso ranged from4.1to 5.1
days at concentration 3.2 x 10° conidia/ml by the
immersion method. At the same conidial concen-
tration used by the above-mentioned author, our
LT50 could be lower or higher than that obtained.
The expected difference between these LT5o values
and ours could likely be attributed to the differ-
ence between the cuticle structures of insects.
Cuticle types in various insects differ in their
protein composition and level of sclerotisation
(Charnley 2003). S. singularis cuticle could be less
or more sclerotised than that of L. lineolaris and
there is a need for this comparative study. The
cuticle appears to influence all stages of the infec-
tion process: adhesion, germination and asper-
sorium differentiation (Butt et al. 2001). Liu et al.
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Cocoa mirids, Sahlbergella singularis and Distantiella theobroma, are the most economically important insect pests
of cocoa in West and Central Africa, where they can cause up to 40% losses in cocoa yields. Sahlbergella singularis
is the most common species in Cameroon and was therefore targeted in this study. During a two-year trial in 15
cocoa plantations in Ayos and Konye, in the Centre and Southwest regions of Cameroon respectively, the most
effective colour — white, purple or green — of sex pheromone traps was examined for integration into mirid
management programmes. Similar temporal patterns in S. sahlbergella male trap catches were observed with all
three colours, but the green trap caught more S. singularis (Ayos: 0.968 + 0.091 [SEM]; Konye: 0.640 + 0.076/
trap/month) compared with purple traps (Ayos: 0.674 + 0.068; Konye: 0.441 + 0.058), and white traps (Ayos:
0.467 + 0.049, Konye: 0.253 + 0.041). Trap reflectance showed wavelength peaks typical for purple in both short
(approximately 380-480nm) and long wavelengths (>650nm), and ~530nm for green. Reflectance peaks
exceeded 100% of the incident light in the 400-450 nm range from the white, suggesting the presence of optical
brighteners. Trap catches support the hypothesis that S. singularis ocelli are more responsive to light of shorter
wavelengths. Despite the low attractiveness of the sex pheromone to S. singularis, a optimisation of the colour of
the trap can improve S. sahlbergella monitoring, mass trapping, and other control measures which could ulti-
mately lead to reductions of insecticide use and to conservation of beneficial arthropods, particularly cocoa
flower pollinators that are critical for improving cacao tree productivity.

1. Introduction effective in limiting insect pest and disease damage, are thought to cause

considerable negative collateral effects on ecosystem services of bene-

Cocoa (Theobroma cocoa L.) is one of the most important cash-crops
in West and Central Africa with the Ivory Coast, Ghana, Cameroon and
Nigeria being the largest producers in descending order (Wessel and
Quist-Wessel, 2015). Damage by insect pests and diseases, such as cocoa
mirids, cocoa pod disease, and increasingly cocoa swollen shoot virus
disease, continue to be among the most important factors limiting yield
(Wessel and Quist-Wessel, 2015). Pesticide treatments, while largely

ficial insects, especially cocoa flower pollinators, which are essential for
cocoa pollination and pod yield (Toledo-Hernandes et al., 2017).
Cocoa mirids, Sahlbergella singularis Hagl. and Distantiella theobroma
(Dist.) (Hemiptera: Miridae), are the most important insect pests of
cocoa in the cocoa belt of West Africa (Yede et al., 2012; Sarfo, 2013;
Mahob et al., 2014; Bagny Beilhe et al., 2018a,Bagny Beilhe et al.,
2018b). These mirids cause damage by injecting saliva into feeding sites
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which can lead to desiccation of young shoots and leaves and appear-
ance of cankers on pods and branches (Mahob et al., 2019). Mirid
feeding damage can also promote tissue infections by opportunistic
pathogenic fungi such as Fusarium spp. and Lasiodiplodia spp. (Adu-A-
cheampong et al., 2012, 2014; Voula et al., 2018) that can lead to cocoa
dieback (Anikwe and Otuonye, 2015). There is also mounting evidence
that yield losses caused by mirid feeding are principally due to abortion
of young fruits (Yede et al., 2012). Severe mirid damage can cause up to
40% loss in bean yield and the risk of tree death in the absence of
appropriate control (Entwistle, 1972).

The biology, ecology and management of S. singularis and
D. distantiella have been the subject of numerous studies (Entwistle,
1972; Kumar and Ansari, 1974; De Miré, 1977, 1985; Nwana and You-
deowei, 1978; Decazy, 1979; Nwana et al., 1979; Babin et al., 2008,
2010; Mahob et al., 2011; Bagny Beilhe et al., 2018a). Conventional
pesticides remain the most widely used option in the control of cocoa
mirids (Mahob et al., 2014), which has led to widespread insecticide
resistance, secondary pest outbreaks and negative effects on beneficial
arthropods, especially cocoa flower pollinators (Sarmah et al., 2004;
Tijani, 2006; Geiger et al., 2010; Kibria, 2016; Bagny Beilhe et al.,
2018a; Humann-Guilleminot et al., 2019). Risks linked to the use of
chemical insecticides, including stringent legislation by cocoa-importing
countries, have led to numerous efforts to develop alternative mirid
control approaches, including host plant resistance (e.g. Sounigo et al.,
2003), cultural control through shade management (e.g. Babin et al.,
2010), biological control (e.g. Bagny Beilhe et al., 2018b), and semi-
ochemicals and biopesticides (Padi et al., 2002; Ayenor et al., 2007;
Anikwe and Makanjuola, 2013; Mahob et al., 2011; Posada et al., 2010;
Sarfo et al., 2018a, b).

Sex pheromones have been identified for a wide range of insect
species (e.g., Witzgall et al., 2010; Miller and Gut, 2015; El-Sayed, 2017;
Gregg et al., 2018) and used in a variety of ways, e.g., monitoring,
pheromone confusion, mass trapping. Female sex pheromones were
identified for S. singularis and D. theobroma by Padi et al. (2000, 2002)
and attraction of male mirids to white and clear plastic sticky and water
traps baited with the pheromone and their potential for monitoring
mirid populations and mass trapping have been demonstrated in Ghana
(Ayenor et al., 2007; Sarfo et al., 2018a, b) and in Cameroon (Mahob
et al., 2011). None of the previous studies has determined, however, the
effect of sex pheromone trap colour on catches of the two mirid species.
There is also a need to determine the performance of the sex pheromone
traps across a range of abiotic environments and pest pressures.

Trap colour is known to affect attraction of hemipteran and thysa-
nopteran insects to unbaited traps (e.g. Thongjua et al., 2015; Hassan
and Mohammed, 2004; Ranamukhaarachchi and Wickramarachchi,
2007; Blackmer et al., 2008; Mazzoni et al., 2011). However, the effect
of colour on the attractiveness of traps baited with a chemical attractant
has been less frequently investigated (e.g. Sampson et al., 2012; Arnold
et al., 2015). In this study, we evaluated three colours of a sticky trap
design to optimise mirid sex pheromone trapping in cocoa farms across a
range of abiotic environments in Cameroon, with the ultimate aim of
improving mirid monitoring and the potential application of pheromone
traps in mass-trapping and auto-dissemination of entomopathogenic
fungi that are under development for mirid microbial control (Lopes
et al., 2014; Mahot et al., 2019).

2. Materials and methods
2.1. Study areas

The study was conducted over a period of 24 months (September
2014 through August 2016) in 15 cocoa plantations in the Centre (Ayos
municipality) and Southwest (Konye municipality) regions of
Cameroon, two of the areas with the highest cocoa production in
Cameroon (Fig. 1) (Jagoret, 2011). In Ayos, the study was conducted in
eight plantations in three villages, Ebeck (3), in Meto’o (3) and in Ekok
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(2). In Konye, the study was conducted in seven plantations - Kokobuma
(2), Baduma (2), Matondo (1) and Diongo (2) (Fig. 1). We used the
agro-ecological zone classification developed by the Cameroon Institute
of Agronomic Research for Development (IRAD). The Ayos municipality
is in the humid forest agro-ecological zone characterised by dense
tropical forest and equatorial climate with two rainy seasons (March-
—July and September-November) separated by two dry seasons
(December-February and August). Total rainfall and average tempera-
ture and relative humidity are 1440 mm, 25°C and 78% respectively
(IRAD, 2008; Anonymous, 2015, 2016). The Konye municipality is in
the lowland humid forest agroecology with equatorial climate charac-
terised by a mono-modal rainfall pattern of abundant precipitation
(2461 mm) and average temperature and relative humidity of 27 °C and
80% respectively (IRAD, 2008; Anonymous, 2015, 2106).

2.2. Experimental design

The study was carried out in 15, 20-40 year-old traditional cocoa
plantations with relatively high occurrence of S. singularis and absence
of insecticide treatments for at least two years before the initiation of
experiments. One experimental plot (100 x 50 m) was delimited within
each of the selected cocoa plantations. Each plot contained at least 600
cocoa trees with spacing that ranged between 2.5 x 2.5m and 3 x 3m.
Six pheromone traps of each of the three colours (see below for
description) were placed in each experimental plot. Traps were
randomly assigned to trees within each plot with approximate spacing of
12.5 m between traps within a row and 15 m between rows. Traps were
rerandomised in each experimental plot at two-month intervals because
of the aggregated distribution of S. singularis (Babin et al., 2010). Ac-
cording to our trap deployment design, a trap is a sampling unit and a
plantation is the experimental unit (or replication).

2.3. Trap design

The standard rectangular sticky trap (40 x 10 x 15 cm) was used due
to its proven effectiveness in pheromone trapping of S. singularis (Mahob
etal., 2011; Sarfo, 2013). The traps were fabricated locally with a 2-mm
thick Plexiglas sheet in three colours, green and purple that resembles
the colours of cocoa leaves and pods, and white to match traps used in
studies by Mahob et al. (2011) and Sarfo et al. (2018a). The internal trap
surface was lined on three sides (base and two vertical sides) with thin
polyethylene sheet coated with a film of clear Tanglefoot® (Seabright
Laboratories, Emeryville, CA, USA). Pheromone lures were prepared at
the Natural Resources Institute and consisted of polyethylene vials (20 x
8 x 1.5 mm; Just Plastics, UK). The vials were impregnated with 1 mg of
hexyl (R)-3-[(E)-2-butenoyloxy]-butyrate + 0.5 mg hexyl (R)-3-hydroxy
butyrate and an equal amount of butylated hydroxyl toluene as anti-
oxidant (Padi et al., 2000, 2002; Mahob et al., 2011; Sarfo et al., 2018a).
One lure was suspended with a wire from the inside centre roof of the
trap. Traps were suspended in the canopy of cocoa trees at approxi-
mately 2m above ground to facilitate trap servicing. Damaged or
missing traps were replaced as needed. The experiments did not include
unbaited control traps because the attractiveness of the pheromone lure
to S. singularis has been demonstrated previously (Mahob et al., 2011;
Sarfo, 2013).

Traps were monitored at 14-day intervals. Captured insects were
removed and placed in tubes with 70% alcohol for later identification
using the dichotomous keys of Entwistle (1972) and Lavabre (1977). The
sex of trapped mirids was determined by the presence or absence of an
ovipositor in females and males, respectively. The polyethylene sheet
lining the inside of the traps and the pheromone lures were replaced
every 2 months as loss of attractiveness usually occurs after eight weeks
of pheromone placement in the field (Sarfo, 2013).
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Fig. 1. Location of the 15 plantations used in the experiments during the two years of the experiments in Ayos and Konye Municipalities, respectively in Cameroon’s
Centre and Southwest regions. Each circle or square represents a plantation. Six traps of the three colours (green, purple and white) were deployed at each site.

2.4. Spectral reflectance of trap materials

Spectral reflectance curves for the trap materials were measured
according to Chittka and Kevan (2005) using an Avantes AvaSpec-2048
spectrophotometer and an AvaLight-DH-S-BAL Deuterium-Halogen light
source (Avantes, Leatherhead, Surrey, UK), calibrated relative to a
BaSO4 white standard (Avantes WS-2). Measurements were taken with a
fine probe (FCR7UV200-2-1.5 x 100) at 45° to the stimulus surface. The
resulting reflectance values are the mean of three measurements on each
of the front and reverse side of each green and purple samples, corre-
sponding to the outside and inside of the trap. Only the front side of
white traps was taken because the reverse side of the white trap is the
same as the front side.

2.5. Data analysis

Sahlbergella singularis catches for each trap colour within each plan-
tation (six traps of each colour in each plantation) were averaged on a
monthly basis after summing two consecutive, 14-day counts. Monthly
catch counts were then compared separately for each location (Ayos or
Konye) by univariate repeated measures analysis of variance on trap
counts, with trap color and month as fixed factors and plantation (i.e.
replication) as random factor.

A second analysis of variance was used to compare the effect of
colour (sum of average monthly S. sahlbergella trap counts over 12
consecutive months of sampling) and location (Ayos and Konye) as fixed
factors, with year as time factor and plantation (replicate) as random
factor. Where needed, Tukey’s HSD was used for post-hoc comparison of

means at o= 0.05. Monthly trap counts were log-transformed before
each analysis to correct for unequal variances inherent in count data. All
statistical analyses were performed with JMP Pro 14.3. (SAS Institute,
2019).

3. Results

The number of S. singularis caught in traps depended on trap colour
(Ayos: Fp14=94.8, P<0.001, Konye: Fp12=44.2, P<0.001) and
month of sampling (Ayos: Fosg3=24.8, P <0.001; Konye:
Fa3 405 =9.29, P < 0.001) in each of the two locations (Fig. 2). Green
traps caught the highest number of S. singularis (Ayos: 0.968 + 0.091;
Konye: 0.640 +0.076/trap/month), followed by purple (Ayos:
0.674 +0.068; Konye: 0.441+0.058), and white traps (Ayos:
0.467 +0.049, Konye: 0.253 4+0.041). Mean catches in the three
differently coloured traps were significantly different at each location
(Tukey HSD, P < 0.05).

Differences in trap colours at each location were not consistent
across months as evident in sampling month and trap colour interactions
before critical F value sphericity adjustment (Ayos: Fye 483 =1.61,
P =0.009; Konye: Fs6 405=1.46, P=0.030). The highest trap catches
occurred during the rainy season from May—October with another peak
after harvest in February-March (Fig. 2). In Ayos, the variance compo-
nents of the random factors - plantations, plantations x trap colour and
plantation x trap colour x month explained 3.39, 0 (negative), and
7.93% of the variance with Wald P values of 0.075, 0.034, and <0.001
respectively. In Konye the random factors plantations, plantations x trap
colour were not significant while plantation x trap colour x month
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Fig. 2. Monthly counts (mean + SEM) of the cocoa mirid, Sahlbergella singularis, in three colours of sex pheromone trap in Ayos (upper) and Konye Municipal-

ities (lower).

explaining 6.48% of the variance and a Wald P < 0.001.

In the second analysis, where monthly counts were pooled for each
year (12 consecutive months) of sampling, similar differences in male
S. singularis counts were observed with trap colours independent of year
for both locations (Tables 1 and 2). Counts of S. singularis in traps were
higher overall in Ayos than in Konye and followed similar patterns in
both years (Tables 1 and 2). Trap counts were higher in year 1 than in
year 2 in both locations. The random factors plantation and plantation
by trap color contributed insignificantly to total variation of the random
factors in both locations (Wald P = 0.075-0.882).

Spectral reflectance of trap materials from the front (external) and
reverse (internal) side of each sample were similar, but overall reflec-
tance was lower from the reverse surface, which corresponds to the in-
side surface the trap (Fig. 3). Front and reverse surfaces of white traps
had similar reflectance values. The purple trap material had reflectance
peaks in both short (approximately 380-480 nm) and long wavelengths
(>650 nm). The reflectance curve for the green trap material was typical
for a “plastic” green with a peak at approximately 530 nm, similar to
that from green leaves. The white trap presumably contained fluorescent
optical brightener(s) as the reflectance peaks exceeded 100% of the
incident light in the 400-450 nm range (Fig. 3) (Goulson et al., 2000;
Arnold et al., 2015).

4. Discussion

The principal objectives of our study were to determine the effect of
trap colour on attraction of male S. singularis to pheromone traps, and
the level of consistency in the attractiveness across a large number of
cocoa plantations in different environments (i.e. areas with different
climates), all using a single trap design recommended by Mahob et al.
(2011). Our results clearly support the hypothesis that appropriately

Table 1

Number of male Sahlbergella singularis (mean + SE) in three colours of sex
pheromone traps over two years (24 consecutive months) of trapping in Ayos
and Konye municipalities of Cameroon.

Trap colour Ayos Konye

Year 1 Year 2 Year 1 Year 2
Green 12.3+0.90a 11.1+1.41a 8.50 +0.89a 6.57 +1.21a
Purple 8.63 +0.89b 7.54 £1.05b 5.48 +0.57b 4.93 +0.88b
White 6.50 +0.59¢ 4.67 +=0.78c 3.21 £0.50c 2.76 +0.54c

*Values followed by the same letter in a column are not significantly different
(Tukey HSD, P > 0.05).

Table 2

Analysis of variance of the effect of trap colour on counts of male Sahlbergella
singularis in sex pheromone traps over a period of two years (24 consecutive
months) in Ayos and Konye municipalities in Cameroon.

Sources of variation Ndf* Ddf* F ratio Prob >F
Ayos

Trap colour (Green, Purple, White) 2 14 94.8 <0.001

Year (1 and 2) 1 21 7.12 0.014

Trap colour"Year 2 21 0.204 0.817
Konye

Trap colour (Green, Purple, White) 2 12 46.3 <0.001

Year (1 and 2) 1 18 5.92 0.026

Trap colour"Year 2 18 1.41 0.269

3 Ndf and Ddf are respectively numerator
freedom.

and denominator degrees of
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Fig. 3. Relative reflectance from two sides of purple, green and one side of
white materials used in the construction of traps in the experiments. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the Web version of this article.)

coloured traps can improve catches of S. singularis. Green (30.5% and
18.3% reflectance on front and reverse side respectively) was more
attractive than purple (16.2% and 12.5% reflectance) followed by the
standard white trap colour (reflectance: 133.4%). Green coloured traps
resulted in nearly two-fold increase in catches of male S. singularis over
those in the standard white trap. Of particular significance, the
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difference among trap colours was independent of regions (despite
agro-ecological differences), abundance of S. singularis or time-period,
thus supporting the conclusion that using green traps is a reliable
method of increasing catches of S. singularis in sex pheromone trap
across a broad spectrum of the species densities and geographic
locations.

When testing and optimising coloured traps, it is essential to work
with quantified stimuli, i.e. colours that have been measured and re-
ported in a way that is free from the bias of human visual perception.
Extensive research has shown that colours that appear similar to the
human eye can appear different to insects (Chittka et al., 1994). Com-
plementary control approaches that include visual recognition and
facilitate identification of host-plant cues might therefore improve in-
sect monitoring tools (Mazzoni et al., 2011). Vision in Hemiptera is less
well-characterised than in the Hymenoptera, Diptera or Lepidoptera.
Vision studies in Hemiptera have been limited to aphids (Kirchner et al.,
2005; Doring and Chittka, 2007), backswimmers Notonecta spp.
(Bruckmoser, 1968; Bennett and Ruck, 1970), the stink bug Nezara vir-
idula (L.) (Nobuyuki et al., 2014) and the psyllids Ctenarytaina eucalypti
(Maskell), C. bipartite sp. n., Anoeconeossa bundoorensis sp. n., and Gly-
caspis brimblecombei Moore (Farnier et al., 2014). All of these groups, as
for most insects, have three (trichromatic) sensitivity peaks: in the UV
(<400 nm), blue (400-500 nm) and green (500-570 nm) (Fennell et al.,
2019). Probably S. sahlbergella also has three photoreceptors like the
majority of Hemiptera, and uses the green:blue opponency or green:
(blue + UV) opponency to locate its host plant. So green or yellow traps
are likely to be preferred during landing. Additional longer wavelength
(>570 nm) sensitivity in tetrachromate Lepidoptera, Hymenoptera and
Coleoptera may exist in S. singularis which would promote attraction by
purple with high reflectance peak at ~700 nm (Fennell et al., 2019).
Stimuli appearing blue, green and yellow to the human eye are likely to
be highly prominent to Hemiptera species, but long-wavelength
reflecting stimuli (i.e. red colours) are less readily detected. Ashfaq
et al. (2005) reported that short wavelengths attract more insects than
long wavelengths and insect ocelli are more responsive to light of shorter
wavelength.

Reflectance measurement of the purple trap material showed two
peaks; at the short and longer wavelength bands, but also an interme-
diate peak like that from green leaves. In comparison, reflectance from
foliage tends to peak around 550 nm (Chittka et al., 1994). The white
reflectance peaks exceeded 100%, most probably due to the presence of
a fluorescent optical brightener (Goulson et al., 2000; Arnold et al.,
2015). It is possible that mirids may be repelled by this fluorescence,
leading to lower catches in white traps, although this was shown not to
be the case for the maize weevil, Sitophilus zeamais (Motsch.) (Arnold
etal., 2015). Moericke (1950, 1952) also demonstrated that aphids were
not attracted to white colour and the landing response to other tested
colours was highest against achromatic stimuli.

We deployed traps with medium-wavelength reflectance (green to
humans) and traps with both short and long-wavelength reflectance
peaks (purple to humans). The green traps would likely stimulate the
long wavelength receptor of a trichromatic insect, whilst the purple
traps would likely stimulate the short and medium wavelength re-
ceptors. Holopainen et al. (2001) reported that unbaited blue sticky
traps were far more attractive to Lygus rugulipennis (Poppius) than yel-
low. The former had a reflectance peak at 450 nm like that of the green
trap used in our study, while the latter showed peak reflectance
>600 nm. Previous work on Lygus spp. showed poor responses to “red”
and “orange” unbaited traps (Blackmer and Canas, 2005), although both
trap colours had reflectance around 500 nm in addition to the long
wavelength reflectance. Conversely, green, yellow, purple, blue and
clear traps caught larger numbers of insects (Blackmer and Canas,
2005). These are traps that all have relatively good reflectance in me-
dium wavelengths (around 500nm) in addition to short- and
long-wavelength reflectance, which correspond to the green trap, but
not the purple trap used in our experiments. While the white trap had
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reflectance around 500nm, the optical brighteners reduce major
reflectance to less than 450 nm. Consequently, based on results of
Blackmer and Canas, 2005, we would predict that green traps work most
effectively, and indeed this was the case in our experiments.

Insect response to colour also appears to be species-specific (Black-
mer et al., 2008). This specificity is supported by the evidence of
numerous studies which have shown diverse preferences of colours
(Ranamukhaarachchi and Wickramarachchi, 2007; Mazzoni et al.,
2011; Thongjua et al., 2015). Green was preferred for the capture of the
hemipteran bug, Neomegalotomus parvus (Westwood) (Ventura and
Panizzi, 2004) and C. eucalypti (Farnier et al., 2014). During autumn
2004 and summer 2005, the preference order of Lygus spp. was green
followed by purple then white (Blackmer et al., 2008). These results
highlight the green colour attractiveness to hemipteran bugs and
correspond well with our results on the attractiveness of green to
S. singularis.

Combining colour and odour cues can have additive or even syner-
gistic effects in mediating insect responses to a stimulus source (Giurfa
et al., 1995; Raguso and Willis, 2005; Arnold et al., 2015). Traps con-
taining both types of cues can have greater catches, compared with traps
with only a visual or odour-based attractant. Conversely, presenting
competing cues, e.g. odour from a different source to a visual stimulus,
can provide information about the relative importance of visual versus
odour cues in different species (Otalora-Luna et al., 2013; Pan et al.,
2015; Arnold et al., 2016).

In our study, S. singularis catches in white sex pheromone traps were
similar to those reported by Mahob et al. (2011) and Sarfo (2013). This
relatively low catch was a reflection of the low abundance of S. singularis
in Cameroon (Babin et al., 2008, 2010). Recent research by Sarfo et al.
(2018a) showed that S. singularis sex pheromone trap catches can be
improved substantially with trap placement in the middle of the cocoa
canopy. Furthermore, Babin et al. (2010) showed that the highest den-
sities of S. singularis occur in “pockets” where light incidence through the
canopy is highest. Cocoa trees receiving light display microclimatic
conditions suitable for development of mirid nymphs.

The higher trap catches reported by Sarfo et al. (2018a) from the
middle of the cocoa tree canopy would substantially improve the po-
tential for the sex pheromone and trap to be used in mass trapping
(Gregg et al., 2018; Sarfo et al., 2018b), mating disruption (Lowor et al.,
2009) or auto-dissemination of entomopathogenic fungi (Lopes et al.,
2014; Tewaril et al., 2014). In the latter, male S. singularis are attracted
to the trap where they are inoculated with spores of entomopathogens
for wider dissemination to the target insect population in and around the
cocoa plantations as part of the integrated control of mirid pests. Such
improvement in the control of S. singularis with green traps could
potentially lead to substantial reductions in the use of insecticides that
have been implicated in the reduction in cocoa flower pollinators which
have been shown to be essential for improving cocoa pod yield (Tole-
do-Hernandez et al., 2017).

Trap catches can also be used in time series analysis to model the
effect of climate (i.e., temperature, rainfall and relative humidity) and
plant phenology on the population dynamics of S. singularis and to
compare these with a recent model from Djoukwe Tapi et al. (2018) to
provide insights on the seasonality of this pest.
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