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RESUME

La chenille légionnaire (Spodoptera frugiperda) constitue a I’heure actuelle le ravageur le
plus important des cultures du mais, du sorgho, du cotton, du riz a travers le monde. Un état
des lieux et un systéme de surveillance ont été réalisés afin de déterminer les hotes
alternatives, I'abondance des individus ainsi que les ennemies naturels de S. frugiperda a
I’'Est de la République Démocratique du Congo. Les investigations ont été conduites dans
deux milieux : en basse altitude (Plaine de la Ruzizi) et en moyenne altitude (Kabare). Des
pieges a phéromones contenant 98% Z9-14:0Ac et 2% Z7-12:0Ac ont été utilisé pour
collecter les adultes de S. frugiperda. Ensuite, la méthode PCR-RFLP du COI a été utilisé pour
la détermination de I'identité des souches présentes dans ces régions. Aussi, des expériences
sur le controle biologique de S. frugiperda ont été également initiées. Trois souches de
champignons entomopathogenes (un Aspergillus flavus et deux Beauveria bassiana) et une
souche commerciale de Bacillus thuringiensis ont été testées contre le deuxieme stade
larvaire de S. frugiperda et sur deux sources de nourriture. Les résultats indiquent une
incidence plus élevée en basse (67.3%) qu’en moyenne altitude (57.2%). Le degré d’attaque
est moyen dans ces deux milieux et varie entre 5,10 et 6,65 selon I'échelle de Davis. Un total
de 51 individus adultes de S. frugiperda ont été capturés dans ces régions dont 39
proviennent de la basse altitude et 12 en moyenne altitude. Les cultures du mais et du
sorgho sont attaquées par ce ravageur dans ces régions. L’analyse PCR-RFLP du COI confirme
bien 'existence de deux souches de S. frugiperda dans la plaine de la Ruzizi. A 'issu des tests
effectués, des mortalités de 15.3%, 17.7% et 16.4% respectivement pour les souches de A.
flavus, de B. bassiana B115 et GHA, ont été enregistrées. Pour la souche de Bt, une mortalité
de 100% a été enregistrée. Plusieurs ennemis naturels locaux de S. frugiperda ont été
identifiés en terme de prédateurs, parasitoides, bactéries et champignons
entomopathogénes et certains constituent des candidats potentiels pour le controle
biologique de S. frugiperda.

Mots-clés : Spodoptera frugiperda, Surveillance, caractérisation moléculaire, lutte biologique



ABSTRACT

Fall Armyworm (FAW, Spodoptera frugiperda) is currently the most important pest of maize,
sorghum, cotton and rice crops throughout the world. A survey and monitoring was carried
out to determine alternative hosts, abundance of adults and natural enemies of FAW in
Eastern DR Congo. Investigations were conducted in two agro-ecological zones: low altitude
(Ruzizi plain) and medium altitude (Kabare). White Delta Pheromone traps were used,
containing 98% Z79-14:0Ac and 2% Z7-12:0Ac. The COl PCR-RFLP method was used to
determine the identity of strains present in these regions. Experiments on the biological
control of S. frugiperda have also been initiated. Three strains of entomopathogenic fungi
(one Aspergillus flavus and two Beauveria bassiana) and one commercial strain of Bacillus
thuringiensis were tested against the second instar larvae of S. frugiperda feed on two food
sources. The results indicate a higher incidence at low (67.3%) than at medium altitude
(57.2%). The average of the score damage indicates the medium damage in both media
ranges between 5.10 and 6.65 according to Davis scale. A total of 51 S. frugiperda adults
were caught in these areas, 39 of which came from low altitude and 12 from medium
altitude. Maize and sorghum crops were attacked by this pest in these regions. The COl PCR-
RFLP analysis confirms the presence of two strains of S. frugiperda in the Ruzizi plain. At the
end of the biological tests carried out, mortality of 15.3%, 17.7% and 16.4% respectively for
the A. flavus, B115 and GHA B. bassiana strains were recorded. For the Bt strain, a mortality
of 100% was recorded. Several local natural enemies of S. frugiperda have been identified as
predators, parasitoids, bacteria and entomopathogenic fungi and represents potential
candidates for the biological control against S. frugiperda.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Monitoring, molecular characterization, biological control
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INTRODUCTION

La chenille légionnaire, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), est un insecte polyphage,
originaire d’Amérique tropicale et subtropicale (Ayala et al.,, 2013; FAO, 2018;
Sharanabasappa et al., 2018). Depuis 2015, ce ravageur n’a été signalé dans aucune autre
partie du monde a part I’Amérique (Shylesha et al., 2018). Identifiée pour la premiére fois en
Afrique centrale et de I'Ouest (Goergen et al., 2016) ; a I’heure actuel, cet insecte est reparti
dans presque tout le continent Africain a I’exception du Maghreb (FAO, 2018b ; EPPO, 2019).
Cependant, sa présence est également signalé sur le continent asiatique (Sharanabasappa &
Kalleshwaraswamy, 2018 ; Shylesha et al., 2018 ; EPPO, 2019 ; CABI, 2019).

Spodoptera frugiperda attaque plus de 80 cultures de différentes espéces, ce qui en fait 'un
des ravageurs les plus dommageables pour les cultures (Prasanna et al., 2018 ; FAO, 2018).
Alors qu’il a une préférence pour le mais (Abrahams et al., 2017), principal aliment de base
de la population d’Afrique Subsaharienne (Sibiya et al., 2013 ; Ekpa et al., 2018); il peut
également attaquer nombreuses autres cultures importantes, y compris le sorgho, le riz, la
canne a sucre, le chou, la betterave, I'arachide, le soja, I'oignon, les herbes de paturage, le
mil, la tomate, la pomme de terre et le coton (Van der Gaag & Van der Straten, 2017 ;
Prasanna et al., 2018).

Selon Day et al. (2017); Toepfer et al. (2018), les pertes occasionnées par Spodoptera
frugiperda sont de l'ordre de 8.3 a 20.6 millions de tonnes de mais chaque année en
I'absence de méthodes de lutte efficaces pour les 12 plus gros producteurs du mais en
Afrique. Pour le cas de la RD Congo, les pertes sur la culture du mais peuvent atteindre ~
633.000 tonnes/an (Day et al., 2017). Pour les autres cultures attaquées, notamment les
cultures maraicheres, les pertes demeurent inconnues. Cependant, se basant sur les
caracteres morphologiques, il est possible de confondre les dégats de Spodoptera frugiperda
a ceux d’autres espéces de légionnaires comme S. exempta, S. exigua, S. littoralis,
Helicoverpa spp. (Abrahams et al.,, 2017; Toepfer et al., 2018). L’identification du
bioagresseur constitue un élément capital dans la prise de décision en termes de stratégies
de gestion (Gibb, 2015).

Les études conduites par Pashley (1988a, b) ont permis de distinguer deux souches de S.
frugiperda ; celle du mais (Zea mays L.) et celle du riz (Oryza sativa L.). Ces deux souches
sont morphologiquement identiques (Meagher et al.,, 2013 ; Nagoshi et al., 2015), mais
peuvent étre différenciées par caractérisation moléculaire via les marqueurs moléculaires
(Levy et al., 2002 ; Meagher & Gallo-Meagher, 2003 ; Nagoshi et al., 2006 ; Arias et al., 2011 ;
Nagoshi et al., 2012 ; Cano-Calle et al., 2015 ; Cock et al., 2017). Ces marqueurs moléculaires
permettent non seulement la caractérisation, mais aussi, ce sont des bons indicateurs du
polymorphisme de la population (Menozzi, 2000 ; Nagoshi et al., 2012). Lu et al. (1994) ; Levy
et al. (2002) ; Meagher & Gallo-Meagher (2003) ; Nagoshi et al. (2006) ; Lewter & Szalanski



(2007), ont utilisé la RFLP pour différencier les souches de S. frugiperda, morphologiquement
identiques mais vivant sur des plantes différentes. Selon Gagnon (2005), I'utilisation des
marqueurs moléculaires a base d’ADN est efficace également pour identifier les parasites,
les virus, les bactéries ou autres organismes a l'intérieur d’un insecte.

L'identification de la souche est importante parce que les recherches (Lopez-Edwards et al.,
1999 ; Hall et al.,, 2005; Vélez et al.,, 2013) ont montrés de différences biologiques,
comportementales, toxicologiques et génotypiques de I’hbte vis-a-vis de souches (Meagher
& Gallo-Meagher, 2003). La distribution des souches de S. frugiperda dans différents
habitats constitue la principale caractéristique permettant de les distinguer par utilisation
des pieges a phéromones et la collecte des larves (Meagher et al., 2013). Les pieges a
phéromones pour le contrdle de S. frugiperda ont été expérimentés depuis bien longtemps
(Tumlinson et al., 1986 ; Mitchell et al., 1985; Sekul & Cox, 1967). lls permettent de
surveiller les populations d’insectes (Knodel & Petzoldt, 1995 ; Ahmad & Kamarudin, 2011),
car la pression des ravageurs varie d’'une région a une autre et dans le temps (Cruz et al.,
2012). En effet, vu I'ampleur des dégats et les pertes économiques occasionnées par
Spodoptera frugiperda, les agriculteurs font directement recours aux produits chimiques de
synthése (Carvalho et al.,, 2013 ; Bateman et al.,, 2018). Non seulement a cause de la
résistance vis-a-vis de certains insecticides (Yu, 1991; Tong et al.,, 2013; Ahmad &
Mehmood, 2015 ; Gutiérrez-Moreno et al., 2018), des effets sur les organismes non cibles
notamment les ennemis naturels (Tang et al., 2010 ; Roubos et al., 2014), mais aussi des
effets sur I’environnement (Bernardes et al., 2015 ; Kibria, 2016) ; I'emploi des pesticides en
agriculture devient de plus en plus limitée. Le recours a des méthodes alternatives, et plus
particulierement I'utilisation de la lutte biologique pour le contrdle des bioagresseurs, est en
pleine expansion.

Le développement et I'utilisation des ennemis naturels (prédateurs, parasitoides et agents
pathogenes contre les insectes nuisibles) ont pris de I’élan au cours des derniéres décennies
(Sree & Varma, 2015). Les champignons entomopathogenes (Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi) pour le contréle de Spodoptera frugiperda ont été
utilisés dans plusieurs études (Virgen et al., 2013 ; Thomazoni et al., 2014 ; Khan & Ahmad,
2015 ; Rivero-Borja et al., 2018). L’efficacité la plus élevée de B. bassiana sur S. frugiperda a
été évaluée a 44.5% (Thomazoni et al., 2014). Domenico et al. (2009) ont testé Nomuraea
rileyi pour le contréle de S. frugiperda. L'efficacité a été évaluée jusqu’a 80%. Bacillus
thuringiensis a attiré I'attention pour contrdler Spodoptera frugiperda en raison de son
efficacité. Le taux de mortalité jusqu’a 100% a été obtenu par Polanczyk et al. (2000). Andald
et al. (2010) ont testé plusieurs espéces de Steinernema et Heterorhabditis pour contréler S.
frugiperda. Le taux de mortalité a été respectivement de 100% et 97.6%. Barrera et al.
(2011) ; Vieira et al. (2012) ; Virgen et al. (2013), ont isolé le nucléopolyhedrovirus (NPVs)
infectant les larves de Spodoptera frugiperda. Les insectes ennemis naturels de Spodoptera
frugiperda ont été identifiés en différentes familles et especes (Wheeler et al.,, 1989 ;
Molina-Ochoa et al., 2003 ; Jourdie et al., 2008 ; Lopez et al., 2018).



1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Spodoptera frugiperda

1.1.1. Taxonomie
La position taxonomique de la légionnaire d’automne (FAW, soit Fall Army Worm en anglais)
se présente de la maniere suivante selon EFSA et al. (2017); Myers et al. (2019); CABI
(2019) :

Embranchement: Arthropoda

Classe: Insecta
Ordre: Lepidoptera
Superfamille : Noctuoidea
Famille: Noctuidae
Genre: Spodoptera
Espece: Spodoptera frugiperda

L'ordre des Lépidopteres constitue le troisieme ordre d’insectes le plus abondant en termes
de nombre d’especes aprés les Coléopteres et les Diptéres (Zhang, 2011). La superfamille
des Noctuoidea comprend 6 familles : celles des Oenosandridae, Notodontidae, Erebidae,
Euteliidae, Nolidae et Noctuidae. La famille Noctuidae comprend 1.089 genres et 11.772
especes (Zhang, 2011). D’aprés les études morphologiques et moléculaires récentes,
Lafontaine & Fibiger (2006) ont proposé une définition plus compréhensive de la famille des
Noctuidae, qui ajoute les sous-familles Nolinae, Strepsimaninae, Arctiinae, Lymantriinae et
Erebinae a celles qui sont plus traditionnellement incluses dans les Noctuidae. Cependant, la
faune mondiale du genre Spodoptera a été révisée. Sa phylogénie a été construite sur base
des relations cladistiques (y compris larves et adultes) de 30 espéces (Pogue, 2002) ; tandis
gue I'Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes, EPPO (2015)

fournit une clé d’identification basée sur les caractéristiques morphologiques des adultes.

1.1.2. Origine et distribution

Anciennement appelé Laphygma frugiperda (Luginbill, 1928), S. frugiperda est originaire des
régions tropicales et subtropicales de I'hémisphére occidental d’Amérique, des Etats-Unis a
I'Argentine. On le trouve couramment dans les caraibes, y compris Porto Rico (Capinera,
2001). Signalé pour la premiere fois en Afrique centrale et de I'Ouest en 2016 (Goergen et
al., 2016) comme une espéce invasive ; a I’heure actuelle, presque tous les pays du continent
Africain signalent sa présence a I'exception du Maghreb (FAO, 2018b; EPPO, 2019). Sa
distribution sur le continent Africain a été modélisée par utilisation d’un indice d’adéquation
environnementale (Abrahams et al., 2017). En 2018, cette espéce a également été signalée
sur le continent asiatique, plus précisément en Inde (Shylesha et al., 2018 ; Sharanabasappa
& Kalleshwaraswamy, 2018 ; EPPO, 2019). Aussi, pour modéliser sa distribution potentielle a
travers le monde, le logiciel CLIMEX intégrant le modeéle d'espéeces "Wet Tropical”, a été
utilisé par Du Plessis et al. (2018) comme point de départ.



Deux indices sont pris en compte dans cette modélisation : I'indice écoclimatique (El) et
I'indice de croissance (Gl) (Baker et al., 2011). Les résultats du modéle CLIMEX permettent
d'affiner la modélisation préliminaire présentée dans Abrahams et al. (2017), en définissant
les régions ou les populations persistantes et éphémeéres peuvent avoir un impact sur la
production, et en incluant également un traitement explicite des effets de l'irrigation sur la
distribution potentielle du ravageur.
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Figure 1 : Climat adapté a Spodoptera frugiperda, modélisé globalement a l'aide du logiciel
CLIMEX par Du Plessis et al. (2018)

1.1.3. Biologie et morphologie

L'ordre des Lépidopteres constitue I'un des ordres les plus importants chez les insectes en
termes de nombre d’espéces a travers le monde. Il contient des papillons de jour et de nuit.
Ils se caractérisent tous par des écailles sur les ailes qui se détachent lorsqu'ils sont
manipulés (Kondidie, 2011). De nombreuses espéces de l'ordre des Lépidopteres sont des
ravageurs économiquement importants qui se nourrissent de plantes, de grains entreposés
ou de tissus (Sree & Varma, 2015). Les espéces faisant partie de I'ordre des Lépidopteéres,
sont des insectes a métamorphose complete c.a.d. que le développement complet de
I'insecte inclut 4 stades dont I'ceuf, les larves (pour le cas de S. frugiperda, six stades
larvaires sont visibles), la chrysalide et I'insecte adulte ou imago.

Le nom commun pour le genre Spodoptera est "Army Worm", en raison du comportement
de nombreuses espéces qui se déplacent en masse d'un endroit a un autre lors de la
recherche d'hbtes préférés (Pogue, 2002). Environ la moitié des 30 espéeces de Spodoptera
ont été considérées comme des ravageurs des cultures dont S. frugiperda en constitue pour



le moment la plus importante a travers le monde. Le cycle complet de S. frugiperda est en
moyenne de 30 jours lorsque les conditions sont seches (25+1°C et 70£10% d’humidité
relative) (Busato et al., 2005); conditions favorables pour sa croissance et son
développement. Cependant, ce cycle peut atteindre 60 jours au printemps et en automne, et
80 a 90 jours en hiver (Capinera, 2014 ; Prasanna et al., 2018). Le nombre de générations
présentes dans une zone varie en fonction de I'apparition et de la dispersion des adultes. La
migration saisonniére est un facteur important dans son cycle biologique. A cet effet, S.
frugiperda est considéré comme l'un des ravageurs des cultures le plus mobile de
I'hémisphere occidental parmi les espéces de noctuelles (Kondidie, 2011). Selon Luginbill
(1928), la capacité a la diapause n'est pas observée chez S. frugiperda.

- Le stade ceuf

L'ceuf de S. frugiperda a la forme de dome. Sa base est aplatie et I'ceuf s'incurve vers le haut
jusgu'a un point largement arrondi a I'apex (Capinera, 2001 ; Prasanna et al., 2018). L'ceuf
mesure environ 0,4 mm de diametre et 0,3 mm de hauteur (Luginbill, 1928 ; Capinera, 2014 ;
EPPO, 2015). Le nombre d'ceufs par masse varie entre 150 et 200 (CABI, 2019). La production
totale d'ceufs par femelle est en moyenne d'environ 1500 avec un maximum de |'ordre de
2000 (Capinera, 2014). Les ceufs sont déposés en masse sur les feuilles, principalement sur la
face inférieure, mais aussi sur la face supérieure et sur les tiges. Les femelles peuvent
recouvrir les ceufs d’une matiere duveteuse, couverture dense d’écailles ou de soies
provenant de I'abdomen des imagos (Hardke et al., 2015 ; Du Plessis et al., 2018). Des
masses d'ceufs sans cette couverture de soies peuvent également étre rencontrées. Les
ceufs peuvent étre de couleurs créme, verts ou bruns, mais la couleur blanchatre de la
couverture par les écailles s'observe facilement sur les feuilles vertes. Environ 12 h apres la
ponte, les ceufs semblent bruns et deviennent presque noirs juste avant I'éclosion larvaire.
Ce stade dure entre 2 et 3 jours (Capinera, 2001 ; FAO, 2018).

- Le développement larvaire

Ce stade est contr6lé par la combinaison de la température et de I'alimentation, et dure de
14 a 21 jours (CABI, 2019). Lors de I'éclosion, les nouveau-nés consomment la masse d'ceufs
dont ils sont issus. Les larves se dispersent ensuite dans toutes les directions et commencent
a se nourrir des organes végétaux rencontrés (Hardke et al., 2015). Il est cependant difficile
de distinguer les espéces de Spodoptera a ce stade. Il faudra attendre jusqu’au niveau du
deuxieéme ou troisieme stade larvaire pour les distinguer. A cet effet, six stades larvaires sont
observables chez S. frugiperda. La téte d'une larve récemment éclose est plus grosse que le
reste de son corps. En plus, les soies (villosités) sont tres visibles sur tout le corps (Guzman
Prada et al., 2018). Au deuxiéme, mais surtout au troisieme stade, la surface dorsale du
corps devient brunatre et les lignes latérales blanches commencent a se former. Du
guatrieme au sixieme stade, la téte est brun rougeatre, tachetée de blanc, et le corps
brunatre porte des lignes subdorsales et latérales blanches. La largeur des capsules de téte
varie d'environ 0,35 a 2,6 mm respectivement pour les stades 1 a 6. Les larves atteignent des



longueurs d'environ 1,7 a 34.2 mm respectivement durant ces stades successifs (Capinera,
2001).

Les taches surélevées se produisent dorsalement sur le corps, elles sont habituellement de
couleur foncée et portent des épines. La téte de la larve mature est marquée d'un "Y" blanc
inversé (Capinera, 2014 ; Visser, 2017 ; Sharanabasappa et al., 2018 Sharanabasappa et al.,
2018 ; Prasanna et al., 2018 ; FAO, 2018) et I'épiderme de la larve est rugueux ou de texture
granuleuse lorsqu'on I'examine de pres (Figure 1). Il est également possible de trouver deux
couleurs (orange et noire) au niveau de la téte a partir du troisieme stade larvaire. Cette
variation des couleurs au niveau des trois derniers stades (L4 a L6) est fonction du régime
alimentaire et d'autres facteurs (Hardke et al., 2015). Selon Kondidie (2011), il y a une
période d’alimentation active et une période d’inactivité pour chaque stade larvaire avant
chaque mue. D’apres les études de Pitre et Hogg (1983), le temps de développement larvaire
a été évalué a 3,3; 1,7; 1,5; 1,5; 2,0 et 3,7 jours respectivement pour les stades 1 a 6,
lorsque ces dernieres étaient élevées a une température moyenne de 25°C. Dés lors,
I'identification du genre Spodoptera se basant sur le stade larvaire s’avére étre de plus en
plus compliquée au vu de la ressemblance des stades larvaires entre les especes (EPPO,
2015). S. frugiperda présente certaines caractéristiques le distinguant des autres espéces
telles que démontrées par Visser (2017) sur la figure 2. Le stade larvaire dure en moyenne de
14 a 22 jours (Capinera, 2001 ; Prasanna et al., 2018 ; FAO, 2018).
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Figure 2 : Marques caractéristiques de Spodoptera frugiperda (Visser, 2017)
- La chrysalide

Généralement, ce stade se réalise dans le sol a une profondeur de 2 a 8 cm. Lorsque le sol
est trop dur, les larves peuvent s’enchevétrer dans des débris de feuilles et d’autres
matériaux a la surface du sol (Luginbill, 1928 ; Capinera, 2001). La couleur de la chrysalide
est brun rougeatre et elle mesure de 14 a 18 mm de longueur et environ 4,5 mm de largeur
(Capinera, 2001). La durée de ce stade est fortement influencée par la température. Plus les
conditions sont favorables, plus la durée du stade est raccourcie. Chez S. frugiperda, la
diapause n’est pas observée a ce stade comme chez nombreuses espéces appartenant au



méme ordre (Luginbill, 1928). Au niveau de la chrysalide, il est possible de distinguer déja le
male et la femelle a partir de la distance entre I'ouverture génitale et la fente anale. La
distance entre les deux est plus grande chez la femelle que chez le male (Luginbill, 1928 ;
Sharanabasappa et al., 2018). La durée moyenne de ce stade est de 7 a 13 jours.

- U’insecte adulte

L'envergure de I'adulte de S. frugiperda est de 32 a 40 mm (Capinera, 2001). Des différences
morphologiques apparaissent entre les sexes chez S. frugiperda (Figure 3). Chez le male,
I'aile antérieure est ombragée, généralement grise et brune, avec des taches triangulaires
blanches a I'extrémité (zone apicale) et prés du centre de l'aile ; tandis que chez la femelle
elle est moins nettement marquée, allant d'un brun grisatre uniforme a une marbrure fine
de gris et de brun (Capinera, 2001 ; Hardke et al., 2015 ; Shylesha et al., 2018). L'aile
postérieure est blanc argenté avec un bord étroit et foncé chez le male tout comme chez la
femelle (Capinera, 2001; Sharanabasappa et al., 2018). Le dimorphisme sexuel est
clairement visible chez les papillons adultes de S. frugiperda (Shylesha et al., 2018). D’aprés
les études de Sharanabasappa et al. (2018), les périodes de pré-oviposition, de ponte et
d‘apres-ponte varient respectivement de 3 a 4 jours, de 2 a 3 jours et de 4 a 5 jours.
Généralement, les adultes de S. frugiperda ne sont actifs que peu avant le coucher du soleil,
au moment ou la lumiere commence a s'estomper. lls se nourrissent principalement du
nectar de diverses plantes (Luginbill, 1928). Ils restent cependant cachés sous le feuillage
(dans les débris végétaux, a l'intérieur des feuilles verticillées) (Capinera, 2001 ; Visser,
2017). lls ne sont jamais rencontrés sur de vieilles feuilles (Visser, 2017).

“" Femelle : o Femelle

Figure 3 : Modeéles de variation sur les ailes chez I'adulte de Spodoptera frugiperda (Visser,
2017)

La durée moyenne de survie chez les adultes est de 10 jours (Capinera, 2001). Selon Luginbill
(1928), deux facteurs influencent la longévité des adultes : il s’agit de la nourriture et de la
température. Cependant, se basant sur les caractéres morphologiques des adultes de
S. frugiperda, des confusions surgissent toujours dans l'identification morphologique des
espéeces du genre Spodoptera. Par exemple, les males adultes sont souvent confondus avec
S. ornithogalli (Guenée) et les femelles avec S. exigua (Pogue, 2002 ; Hardke et al., 2015 ;
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EPPO, 2015). Pour les différencier, il faut recourir a I’'analyse des organes génitaux. Ceux des
males de S. ornithogalli different de ceux de S. frugiperda par le double lobe coremata et le
clavus plus grand et plus large. La valve est également moins large que chez S. frugiperda.
Les organes génitaux femelles de S. exigua different de ceux de S. frugiperda par le corpus
bursae et le signum allongés (EPPO, 2015).

1.1.4. Ecologie

De par son origine, il est possible d’identifier les niches écologiques de S. frugiperda. Etant
une espece tropicale et subtropicale, il s’adapte bien aux régions chaudes a travers le monde
(CABI, 2019). La température constitue un parametre trés important pour la croissance et le
développement de S. frugiperda. Plusieurs études ont montré que le temps de
développement de I'ceuf, des larves et des nymphes diminue avec la température jusqu’a
35°C (Hogg et al., 1982 ; Busato et al., 2005). A partir de la modélisation faite par Du Plessis
et al. (2018), la température minimale (ou de base), la température optimale la plus basse, la
température optimale la plus haute, la température maximale ainsi que le degré jour pour S.
frugiperda ont été estimées respectivement a 12°C, 25°C, 30°C, 39°C et 600°C. Valdez-Torres
et al. (2012) ont signalé une température minimale de 8.7°C et une température maximale
de 39, 8°C. Lépez et al. (2019) ont déterminé des températures similaires : minimale de
10.9°C ainsi que 559.1°C degrés jours requis pour le développement de S. frugiperda.
Luginbill (1928) a signalé que la température de 0°C tue tous les stades biologiques de
développement chez S. frugiperda ainsi que leur plante hote. La fécondité et la longévité de
I'insecte adulte sont les plus élevées entre 21 et 25°C (Barfield & Ashley, 1987). Selon Early
et al. (2018), l'importance de I'humidité et des précipitations est complexe. Les
précipitations et l'irrigation ont un effet négatif direct sur la survie des larves et des
nymphes. Day et al. (2017) ont constaté que les précipitations dans les périodes les plus
humides et les températures annuelles les plus froides étaient des variables importantes.

1.1.5. Cultures attaquées et moyens de lutte

L’existence de deux souches permet de distinguer deux catégories de principales cultures
attaquées par S. frugiperda, toutes étant des Poaceae. |l s’agit du mais d’'une part, et d’autre
part du riz et des herbes fourragéres (Pashley, 1988b; Cano-Calle et al., 2015). A cela
s’ajoute le sorgho et la canne a sucre (CABI, 2019) ainsi que le cotton (Hardke et al., 2015).
Selon Prasanna et al. (2018) ; FAO (2018), S. frugiperda peut également attaquer d’autres
cultures que celles déja citées. Les études conduites par Casmuz et al. (2010), ont permis de
mettre a jour les plantes-hotes de S. frugiperda : 186 especes végétales appartenant a 42
familles ont été notées : les Poaceae (35,5%), les Fabaceae (11,3%), les Solanaceae et les
Asteraceae (4,3%), les Rosaceae et les Chenopodiaceae (3,7%), les Brassicaceae et les
Cyperaceae (3,2%). Les études récentes réalisées par Montezano et al. (2018) ont signalé
353 especes de plantes attaquées par S. frugiperda, réparties dans 76 familles;
principalement les Poaceae (106), les Asteraceae (31) et les Fabaceae (31). Cette étude s’est
basée sur une littérature approfondie et des études complémentaires au Brésil.

8



Aussi, FAO (2018); CABI (2019), proposent plusieurs méthodes de gestion intégrée des
ravageurs pour contrdler S. frugiperda. 1l s’agit de méthodes culturales, agroécologiques
(Midega et al., 2018 ; Harrison et al., 2019), chimiques, le monitoring par piégeage des
adultes a 'aide des phéromones (Rojas et al., 2004 ; Malo et al., 2018), 'utilisation de bio
pesticides (Polanczyk et al., 2000 ; Andald et al., 2010 ; Virgen et al., 2013 ; Rivero-Borja et
al., 2018 ; Akutse et al., 2019), la résistance variétale, I'utilisation des ennemis naturels de S.
frugiperda (Molina-Ochoa et al., 2003 ; Meagher et al., 2016 ; Sisay et al., 2018 ; Lopez et al.,
2018) et l'utilisation de certains extraits des plantes (CABI, 2019).

1.2. Surveillance et Caractérisation moléculaire de Spodoptera frugiperda

1.2.1. Monitoring

Selon Prasanna et al. (2018), le monitoring consiste a surveiller activement la présence, I'état
des populations et les déplacements d'un ravageur a l'intérieur d'une zone géographique
donnée. Cette surveillance remplit quatre fonctions selon Howse (1998) : la détection des
éclosions, I'établissement des temps d'émergence des insectes adultes, la cartographie de la
répartition et |'évaluation des changements dans |'abondance. Pour attirer un congénere,
plusieurs espéces de Lépidopteres utilisent des phéromones sexuelles (Cardé & Haynes,
2004). Ces dernieres sont des composés émis par des individus d'un sexe et qui attirent les
membres du sexe opposé, ce qui entraine la localisation de I'émetteur et, par conséquent,
I'accouplement (Baker, 1989 ; Ganai et al., 2017). Selon Howse (1998); Laurent & Frérot
(2007), les pieges a phéromones présentent de grands avantages : ils sont peu colteux en
termes de production et de transport, ne nécessitent pas de source d'énergie, sont faciles a
utiliser et surtout, sont tres sélectifs avec un effort réduit de tri et d’identification lors des
collectes.

Les phéromones des Lépidoptéres ont été les premiéres a faire I'objet d’une vaste étude et
comprennent une large gamme de molécules et especes impliquées essentiellement sur
base de I'effet sur les individus femelles (Ganai et al., 2017). Le site de bio syntheése est situé
au niveau de I'abdomen, entre le huitieme et le neuvieme segment. Chez les papillons de
nuit par exemple, la glande phéromonale se trouve habituellement sous forme de cellules
épidermiques modifiées (Rafaeli & Jurenka, 2003 ; Jurenka, 2004). Une taxonomie ainsi
gu’une vue d’ensemble des phéromones des Lépidopteres ont été étudiées par Ando et al.
(2004). Les phéromones assez variées ont été identifiées selon leurs structures chimiques sur
base de pres de 530 especes de femelles papillons de nuit et ont été classés en groupe du
type | (75%), du type Il (15%) et divers (10%).

a) Phéromones sexuelles chez Spodoptera frugiperda

Pendant la parade nuptiale, les femelles font sortir leur glande phéromonale et exposent la
surface de la glande au vent, qui distribue la phéromone femelle dans I'environnement
(Tamaki, 1985). Pour détecter le signal émis par les femelles et y répondre, les males
possedent des antennes sensibles qui permettent de percevoir ces phéromones (Mafraneto
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& Cardé, 1994). Les phéromones chez les femelles de S. frugiperda ont été étudiées par
Sekul & Cox (1965). Les études de Sekul et Sparks (1967) ont permis a I'aide d’un essai
comportemental au laboratoire d’identifier une réponse d'accouplement avec le (Z)-9-
tetradecenyl acétate (Z9-14:0Ac). Les tests ultérieurs de Mitchell & Doolittle (1976) ; Sparks
(1980), ont montré que ce composé était inefficace pour les études sur le terrain. Sekul et
Sparks (1967) ont isolé et identifié un deuxieme composé, le (Z)-7-dodecenyl acétate (Z7-
12:0Ac), qui, utilisé seul ou avec de petites quantités de Z9-14:0Ac, constituait une source
efficace d’odeurs pour capturer les males de S. frugiperda dans des pieges collant (Jones &
Sparks, 1979). Un autre type de phéromone a été trouvé, le (Z)-11-hexadecenyl acétate (Z11-
16:0Ac), mais est considéré comme un composé mineur avec une fonction
comportementale inconnue (Unbehend, 2013a). Aussi, Mitchell et al (1983) ont suggéré que
des quantités assez importantes de 7Z9-14:0Ac (5-10mg/septum) soient utilisées pour son
efficacité et le temps d’utilisation sur terrain a été évalué a une ou deux semaines.
Tumlinson et al. (1985) ont démontré que le Z9-14:0Ac et le Z7-12:0Ac sont nécessaires
pour une activité optimale des males et que leur mélange constitue une meilleure
formulation phéromonale pour capturer les males de S. frugiperda.

Selon la composition des phéromones sexuelles des femelles, deux souches de S. frugiperda
ont été identifiées (Groot et al., 2008). Lima & McNeil (2009) ; Unbehend et al. (2014), ont
étudié trois principales composantes des phéromones présentes dans les extraits
glandulaires chez les femelles de S. frugiperda pour les deux souches (riz et mais). Il s’agit du
(2)-9-tetradecenyl acétate (Z9-14:0Ac), du (Z)-11-hexadecenyl acétate (Z11-16:0Ac) et du
(2)-7-dodecenyl acétate (Z7-12:0Ac). Selon Lima & McNeil (2009), les concentrations et les
proportions relatives des composés variaient considérablement d'une souche a une autre,
en fonction de I'dge de la femelle et du moment ou les glandes ont été extraites pendant la
scotophase, soit la période d'obscurité du cycle quotidien. Unbehend et al. (2014) suggerent
gue les deux souches présentent des différences plutét géographiques que spécifiques a la
souche dans leur réponse aux leurres a phéromones, et que les différences régionales de
communication sexuelle pourraient causer une différenciation entre les populations. Batista-
Pereira et al. (2006) indiquent que le (E)-7-dodecenyl acétate (E7-12:Ac) est un composant
actif des phéromones sexuelles chez les femelles de S. frugiperda au Brésil.

b) Piégeage de Spodoptera frugiperda

Plusieurs études ont été menées afin de tester certains pieges pour capturer les males de
S. frugiperda. Malo et al. (2001) ont évalués des phéromones commerciales et des pieges
pour capturer les males de S. frugiperda. L'interaction entre les deux facteurs, pieges et
leurres, a été importante en fonction des années de capture. Une étude similaire a été
menée par Meagher et al. (2013) par utilisation de piéges appéatés contenant quatre
formulations phéromonales commerciales incluant de 2 a 4 composantes pour capturer les
males de S. frugiperda. Tous les pieges ont capturés les deux souches de S. frugiperda mais
au fil des années et des endroits, la souche du mais a été plus capturée que celle du riz dans
tous les pieges. Malo et al. (2018) ont testé I'effet de la conception, de la taille et de la
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couleur des pieges sur la surveillance des males de S. frugiperda dans les cultures de mais au
Mexique. Aussi, Mitchell et al. (1989) ont démontré I'importance de tenir compte des
repéres visuels, en l'occurrence la couleur, dans la conception des pieéges a phéromones
pour S. frugiperda. Sept modeles de pieéges phéromonaux ont été testés par Tingle &
Mitchell (1975) pour capturer S. frugiperda et S. exigua. Le piége fait a base d’un réseau
électrique a capturé plus de males de ces deux espéces que le reste des pieges (Mitchell,
1979). Le réseau électrique consiste en une grille cylindrique constituée de tiges en acier
inoxydable avec une électrode allumée par une source d’énergie électrique. Le piege est
appaté par une phéromone sexuelle distribuée a partir d'une fiole en polyéthyléne
suspendue au centre de la grille. Les insectes abattus sont recueillis dans un sac en plastique
contenant un insecticide comme agent tueur (Mitchell et al., 1972). La hauteur de
I'emplacement du piege au-dessus du sol influence également l'efficacité de capture
d’insectes (Malo et al., 2004) ainsi que la vitesse du vent, la température et I'humidité
relative (Rojas et al., 2004).

1.2.2. Caractérisation moléculaire de Spodoptera frugiperda

a) Différences génétiques entre les souches de Spodoptera frugiperda

Depuis plus de 30 ans, I'existence de deux souches de S. frugiperda est bien connue : celle du
mais (souche C) et celle du riz (souche R) (Pashley, 1986 ; Pashley, 1988a, b). Ces deux
souches sont morphologiquement identiques (Vélez-Arango et al., 2008 ; Nagoshi et al.,
2015), ce qui rend difficile la détermination sans ambiguité sans recours aux méthodes
moléculaires (Nagoshi & Meagher, 2004). Se basant sur leur développement sur les plantes,
la premiére a été retrouvée sur le mais, le sorgho et le coton tandis que la seconde sur le riz
et les graminées fourrageres (Pashley, 1988b ; Cano-Calle et al., 2015).

Selon Pashley (1988b), ces souches peuvent étre discriminées suite aux profils d'ADN
mitochondriaux générés aprés utilisation d'enzymes de restriction. Les deux souches
divergent également dans les fréquences alléliques de plusieurs enzymes glycolytiques
(Pashley, 1985). La souche C du mais peut étre subdivisée en deux sous-groupes
géographiquement divisés (type FL et type TX) en fonction des différences de fréquence des
haplotypes mitochondriaux (Nagoshi et al., 2007b ; Nagoshi et al., 2015). Le profil de type TX
(Texas) se trouve dans la plus grande partie de I'hémisphére occidental, le type FL (Florida)
étant limité a la Floride et aux Caraibes, ainsi que des populations qui migrent de la Floride
pour infester annuellement la cote Est des Etats-Unis (Nagoshi et al., 2017a). Selon Nagoshi
et al. (2019), les infestations sur le continent Africain sont identifiées comme étant
originaires de la Floride et des régions de caraibes.

Les études conduites par Pashley et al. (1985) ont permis de caractériser génétiqguement a
I'aide de méthodes électrophorétiques, les populations de S. frugiperda, pour déterminer les
modes de croisement et identifier les sources potentielles a partir desquelles les migrants
entrent chaque année dans le Sud-Est des Etats-Unis. Ces études ont été complétées par
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Lewter et al. (2006) pour investiguer la structure génétique de S. frugiperda a partir de 608
paires de base des genes du cytochrome oxydase mitochondriale | et Il et sur une région de
562 paires de bases du gene nucléaire ITS-1. A I'heure actuelle, les polymorphismes
génétiques constituent la méthode la plus fiable pour identifier les souches (Nagoshi et al.,
2007a; Nagoshi et al., 2017b). Les haplotypes mitochondriaux sont les plus couramment
utilisés, ceux définis par les polymorphismes du gene de la sous-unité | du cytochrome
oxydase (COI) étant les mieux caractérisés (Lu et al., 1992 ; Levy et al., 2002 ; Nagoshi et al.,
2006).

La spécificité de la souche a été démontrée par Nagoshi et al. (2006) pour des populations
en Floride, au Texas, au Mississippi, en Géorgie et en Caroline du Nord, avec des sites
spécifiques Acil et Sacl pour la souche du riz et Bsml et Hinfl rejoignant un site Mspl déja
caractérisé pour le diagnostic de la souche du mais. Ces quatre sites peuvent étre détectés
par la digestion d'un seul fragment d'amplification PCR de 568 paires de bases (bp), mais
['utilisation de deux enzymes digérés séparément, a permis de déterminer avec précision et
rapidité, l'identité des souches. L'analyse génétique du géne de la cytochrome oxydase (COl)
mitochondriale provenant de populations de souches de mais prélevées en Floride, a permis
d'identifier deux sites nucléotidiques polymorphes dans la souche de mais, générant quatre
sous-groupes haplotype : CS-h1, CS-h2, CS-h3 et CS-h4 (Nagoshi et al. 2007b). Lu & Adang
(1996) ont identifié des schémas de restriction de I’ADNmt polymorphe (BstNI, Hinfl, et
Mspl) a I'aide de 25 endonucléases de restriction pour différencier les souches de S.
frugiperda. Le modele Mspl était le plus distinctif puisque la taille moléculaire de chaque
fragment d'ADN différait entre les souches.

Aussi, Cano-Calle et al. (2015) ont identifié les souches de S. frugiperda sur plusieurs cultures
en Colombie a 'aide de la PCR-RFLP (polymerase chain reaction - restriction fragment lenght
polymorphism) de la sous-unité | du cytochrome oxydase (COI) et la PCR du gene FR (fall
armyworm rice strain) pour la souche du riz (RS). Une étude similaire a été conduite par
Vélez-Arango et al. (2008). Les résultats ont permis de différencier trois populations de S.
frugiperda : le biotype du mais avec I'enzyme Mspl du géne COI, le biotype du riz, composé
d'individus ayant généré des produits d'amplification supérieurs a 500 bp avec le marqueur
FR, et enfin un groupe d'individus classés comme "hybrides" entre ces marqueurs. Lu et al.
(1994) ont cloné et caractérisé sept unités monomeéres d'une séquence d'ADN répétée,
appelée FR, qui se trouve exclusivement dans le génome des individus de la souche du riz.
Les unités FR de 189 bp sont organisées en tandem en réseaux de plus de 30 kb. Les
séquences FR étaient censées étre exclusives a la souche du riz. Cependant, Nagoshi &
Meagher (2003) ont isolé des séquences homologues dans un sous ensemble de la
population de la souche de mais, indiquant que la distinction entre les souches de riz et de
mais est causée par des différences dans le nombre de copies et I'organisation du génome
plutdt que simplement la présence ou I'absence de FR.
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L'identification sur le continent Africain par Goergen et al. (2016) a permis de détecter la
présence d’au moins deux haplotypes distincts dans les échantillons prélevés sur le mais au
Nigeria et S3o Tomé, et suggere des introductions multiples sur le continent Africain. Par
I"'utilisation de ’ADNmt COI et du géne Tpi (triose phosphate isomérase) du chromosome Z,
Nagoshi et al. (2017b) ont confirmé que les spécimens de S. frugiperda appartenaient
principalement au sous-groupe qui infeste de préférence le mais et le sorgho dans
I'hémisphére occidental. La configuration de I’haplotype mitochondrial était la plus
semblable a celle que I'on trouve dans la région des Caraibes et la cote Est des Etats-Unis,
identifiant ces populations comme la source d'origine probable des infestations au Togo. De
plus, une analyse génétique a été effectuée par Nagoshi et al. (2018) pour confirmer
I'identification de S. frugiperda, déterminer l'identité de la souche hote et identifier les
polymorphismes qui peuvent distinguer les populations africaines géographiquement
séparées, par utilisation de 'ADNmt COl et du géne Tpi. Des comparaisons entre les
haplotypes trouvés dans les différents sites africains et ceux prévalant dans I'hémisphere
occidental ont été utilisées pour extrapoler les sources migratoires probables et I'ampleur
des mouvements des populations de S. frugiperda. Un désaccord a été observé entre les
marqueurs COIl et Tpi. Selon Nagoshi et al. (2019), I'infestation africaine peut représenter
une nouvelle population hybride aux caractéristiques comportementales potentiellement
incertaines.

b) Marqueurs moléculaires utilisés dans l'identification des souches de Spodoptera
frugiperda

Pour répondre a la question des croisements potentiels entre populations, plusieurs
marqueurs moléculaires ont été utilisés parce que les allozymes, 'ADNmt et les marqueurs
d'ADN nucléaire n'offraient pas un pouvoir de résolution suffisant pour discriminer entre les
hypothéses alternatives de faible fréquence d'hybridation et le chevauchement génétique
attendu entre deux populations étroitement liées (Hoy, 2013). Les enzymes de restriction
utilisées en RFLP ont été identifiées dans ’ADN génomique et correspondaient aux deux
souches de S. frugiperda par comparaisons des allozymes (Lu et al, 1992). Un
polymorphisme de I'enzyme de restriction Mspl a été identifié, et a permis de diagnostiquer
I'identité de la souche et pour lequel une méthode de détection basée sur la PCR a été
développée (Levy et al., 2002). Lewter et Szalanski (2007) ont également mis au point une
méthode PCR-RFLP pour analyser une région de 611 bp de 'ADNmt COI-COIl afin de
distinguer S. frugiperda de six autres especes des Noctuidae. Cette méthode a permis
d'obtenir le diagnostic des espéces en 1 jour. Meagher et Gallo-Meagher (2003) ont utilisé a
la fois les techniques RFLPs et la PCR-RFLP a I'aide d’'un géne mitochondrial (COl). Elles ont
permis de distinguer les deux souches de S. frugiperda mais la PCR-RFLP était plus robuste.

L'AFLP-PCR (Amplified fragment length polymorphism-PCR) a été évaluée pour déterminer
des marqueurs génétiques uniques pour chacune des populations et aussi permettre de
détecter une hybridation (Hoy, 2013). La majorité de la variabilité génétique se situe a
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I'intérieur des populations et non entre les populations, ce qui indique un flux génétique
mineur et suggere que S. frugiperda dans I'hémisphére occidental est une population qui se
croise (Clark et al., 2007). Des observations similaires ont été notées chez Nagoshi et al.
(2019) pour les populations Africaines. Pour résoudre la question d’hybridation, McMichael
et Prowell (1999) ont suggéré que les données de I'AFLP soient combinées avec des
marqueurs mitochondriaux et des allozymes, pour résoudre la question de I'hybridation.
Ensuite, Arias et al. (2011) ont utilisé les premiers marqueurs microsatellites de S. frugiperda
(SSR : simple sequence repeats). lls ont généré 192 marqueurs microsatellites et examiné 15
individus de huit isofamilles prélevés dans trois zones géographiques. Parmi les 125
meilleurs marqueurs, 103 présentaient un maximum de deux alléles par échantillon, ce qui
en fait des candidats idéaux pour les études génétiques des populations. Aussi, Pavinato et
al. (2013) ont développé six marqueurs microsatellites pour S. frugiperda. Outre |'efficacité
plus faible pour obtenir des loci SSR, les six microsatellites étaient polymorphes et
suffisamment discriminants pour les études génétiques de S. frugiperda. Enfin, Queiroz et al.
(2016) ont utilisé un marqueur mitochondriale basé sur la NADH déshydrogénase 1 (ND1). Le
dendrogramme produit par les 20 amorces RAPD évaluées, a permis de démontrer une
corrélation entre le profil génétique et le comportement alimentaire chez S. frugiperda.

1.3. Controle biologique de Spodoptera frugiperda

1.3.1. Généralités sur le controle biologique contre les insectes

Les agriculteurs modernes utilisent des insecticides synthétiques pour lutter contre les
insectes ravageurs des cultures (Carvalho et al., 2013 ; Bateman et al.,, 2018). La lutte
chimique est l'une des méthodes les plus efficaces et les plus rapides pour réduire la
population de ravageurs. Néanmoins, plusieurs problémes liés a l'utilisation excessive et
aveugle des pesticides pendant de longues périodes sont évoqués. Il s’agit principalement du
risque de contamination de I'environnement (Bernardes et al., 2015 ; Kibria, 2016), de la
perte de biodiversité (Roubos et al., 2014), le développement de populations de ravageurs
résistants aux insecticides, la résurgence, 'apparition de ravageurs secondaires (Ahmad &
Mehmood, 2015; Gutiérrez-Moreno et al.,, 2018), I'augmentation des apports sur les
produits chimiques et les dangers toxicologiques dus a l'accumulation des résidus de
pesticides dans la chaine alimentaire. A cet effet, 'utilisation des pesticides chimiques pour
la lutte contre les bioagresseurs devient limitée. Le recours a des méthodes alternatives aux
pesticides chimiques comme la gestion intégrée des pestes, est en pleine expansion. La
gestion intégrée des bioagresseurs combine a la fois les méthodes culturales, biologiques et
chimiques de facon efficace, écologique et socialement acceptable (Gray et al., 2009). Les
biopesticides sont développés a partir de micro- ou macro-organismes dont les plantes et
animaux qui peuvent intervenir dans le cycle de vie des insectes ravageurs de maniéere a
minimiser les dégats sur les cultures (Maronne, 2009). Les agents de lutte biologique utilisés
a cette fin comprennent les parasites/parasitoides et les prédateurs ou les champignons, les
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bactéries, les nématodes et les virus qui causent la mortalité des ravageurs et sont qualifiés
d’ennemis naturels de ces derniers (Sree & Varma, 2015).

1.3.2. Les ennemis naturels de Spodoptera frugiperda

a) Macro-organismes

Plusieurs ennemis naturels de S. frugiperda repartis en prédateurs, parasites et parasitoides
ont été identifiés par les chercheurs a travers le monde. Les études bibliographiques
réalisées par Ashley (1979) en Amérique du Nord et du Sud ont révélé 53 espéces de
parasitoides de S. frugiperda appartenant a 43 genres et 10 familles, dont les familles
Braconidae, Ichneumonidae et Tachinidae représentaient respectivement 16, 19 et 47 % des
genres et 15, 17 et 53 % des especes. Ensuite, Molina-Ochoa et al. (2003) ont signalé 150
espéces de parasitoides et de parasites de S. frugiperda en Amérique et dans le bassin des
Caraibes, appartenant a 14 familles dont neuf chez les Hyménoptéeres, quatre chez les
Dipteres et une chez les nématodes. Hoballah et al. (2004) ont identifié 10 espéces
d’Hyménopteres appartenant a 5 familles. Telenomus remus Nixon (Hymenoptera:
Platygastridae) est reconnue comme étant un parasitoide des ceufs de S. frugiperda et a été
testé par Gutiérrez-Martinez et al. (2012) pour contréler S. frugiperda. Cotesia
marginiventris Cresson (Hymenoptera: Braconidae) et Chelonus insularis Cresson
(Hymenoptera: Braconidae) ont été ciblés par Meagher et al. (2016) comme étant les
principaux parasitoides des ceufs de S. frugiperda. Aussi, Meteorus laphygmae Viereck
(Hymenoptera: Braconidae), Chelonus insularis Cresson et Cotesia marginiventris Cresson
ont été cités par Lopez et al. (2018) comme étant les parasitoides les plus abondants au
Nord du Sinaloa. Le premier rapport sur les ennemis naturels parasitoides de S. frugiperda
en Afrique a été réalisé par la FAO, en particulier par Sisay et col (2018) puis complété par
Kenis et al. (2019).

Les prédateurs de S. frugiperda sont des auxiliaires entomophages généralistes qui
attaquent de nombreuses autres especes de chenilles. Cependant, bon nombre se nourrit
des ceufs et des trois premiers stades larvaires. D’apres I'étude de Wyckhuys & O’Neil
(2006), les prédateurs de S. frugiperda appartiennent aux familles d’insectes telles que les
Formicidae, les Carabidae et les Pentatomidae. Shylesha et al. (2018) ainsi que FAO (2018),
ont identifié les Forficulidae comme prédateurs importants de S. frugiperda. Certaines
espéces de Coccinellidae comme Harmonia axyridis peuvent également s’attaquer a S.
frugiperda (Dutra et al., 2012). Silva et al. (2013) ont aussi identifié Eriopis connnexa comme
étant un prédateur potentiel pour le contréle de S. frugiperda. Les parasitoides et
prédateurs de S. frugiperda déja identifiées a travers le monde comme des ennemis naturels
de S. frugiperda sont présentés (tableau 1).
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Tableau 1: Parasitoides et prédateurs de Spodoptera frugiperda repartis en ordre et en

famille

Ordre Famille

Espéce

Références

Parasitoides
Hymenoptera Braconidae

Ichneumonidae

Trichrogrammatidae

Eulophidae

Platygastridae

Diptera Tachinidae

Cotesia marginiventris
Cresson

Cotesia icipe

Meteorus laphygmae
Viereck

Chelonus insularis Cresson

Homolobus truncator Say
Aleiodes laphygmae
Viereck

Glyptapanteles creatonoti
Viereck

Campoletis grioti
Blanchard

Campoletis sonorensis
Cameron

Ophion flavidus Brullé

Campoletis chlorideae
Uchida

Pristomerus spinator
Fabricius

Hyposoter sp.
Diapetimorpha introita
Cresson

Charops ater Szépligeti
Trichogramma atopovirilia
Oatman & Platner
Euplectrus platyhypenae
Howard

Telenomus remus Nixon

Archytas marmoratus
Townsend
Archytas incertus

Hoballah et al. (2004) ; Meagher
et al. (2016) ; Lépez et al. (2018) ;
FAO (2018)

Sisay et al. (2018)

Hoballah et al. (2004) ; Lépez et
al. (2018)

Hoballah et al. (2004) ; Gabriela
Murua et al. (2009) ; Rios-Velasco
et al. (2011) ; Virgen et al.

(2013) ; Meagher et al.

(2016) ; Lépez et al. (2018) ; FAO
(2018)

Hoballah et al. (2004)

Hoballah et al. (2004)

Shylesha et al. (2018)
Gabriela Murua et al. (2009)
Hoballah et al. (2004) ;

Hoballah et al. (2004) ; Gabriela
Murua et al. (2009)
Shylesha et al. (2018)

Hoballah et al. (2004)

Virgen et al. (2013)
Molina-Ochoa et al. (2003)

Sisay et al. (2018)

Hoballah et al. (2004) ; FAO
(2018)

Hoballah et al. (2004)

Wheeler et al. (1989) ;
Gutiaérrez-Martanez et al.

(2012) ; FAO (2018) ; Kenis et al.
(2019)

Virgen et al. (2013); Ordéiiez-
Garcia et al. (2015) ; FAO (2018)
Gabriela Murua et al. (2009)
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Macquart
Incamyia chilensis Aldrich ~ Gabriela Murua et al. (2009)

Prédateurs
Coleoptera Coccinellidae Coleomegilla sp. Hoballah et al. (2004) ; FAO
(2018)
Harmonia axyridis Pallas FAO (2018)
Eriopis connnexa Germar  Tavares et al. (2010) ; Silva et al.
(2013)
Carabidae Calosoma granulatum FAO (2018)
Perty
Dermaptera Forficulidae Doru sp. Hoballah et al. (2004) ; Pasini et
al. (2007) ; Shylesha et al. (2018) ;
FAO (2018) ;
Heteroptera  Reduviidae Zelus longipes Linnaeus Hoballah et al. (2004) ; FAO
(2018)
Castolus sp. Hoballah et al. (2004)
Pentatomidae Podisus sagitta Fabricius Hoballah et al. (2004)
Podisus nigrispinus Dallas  Zanuncio et al. (2008)
Anthocoridae Orius sp. Hoballah et al. (2004)
Hymenoptera Formicidae Solenopsis geminata, Perfecto (1991)
Pheidole radowszkoskii
Vespidae Polistes spp. Held et al. (2008)

b) Micro-organismes
Les champignons entomopathogénes

Les champignons entomopathogénes sont des organismes qui ont évolué pour coloniser les
insectes. lls comprennent un large éventail d'espéces fongiques différentes du point de vue
morphologique, phylogénétique et écologique (Araujo & Hughes, 2016). La taxonomie des
champignons entomopathogenes a été décrite notamment par Samson et al. (1988) puis
modifiée suite a l'utilisation de techniques moléculaires et d’analyses phylogénétiques
classiques (Hibbett et al., 2007). Ces outils ont permis de mieux comprendre les liens
génétiques qui permettent de relier les formes asexuées (anamorphes) des champignons a
leurs formes sexuées (téléomorphes) (Blackwell et al., 2006). Les ascomycétes et les
basidiomycetes représentent des groupes trés importants (Kirk et al., 2008). Les principaux
champignons entomopathogenes appartiennent aux ordres des hypocréales (Ascomycétes)
et des entomophtorales (Zygomycetes) (Humber, 2012). Vega (2018) a réalisé une revue
bibliographique de 85 articles couvrant 109 études individuelles sur les champignons
entomopathogénes ; impliquant 12 espéces de six genres fongiques et 38 especes végétales
cultivées de 19 familles dont le mais, le haricot commun et la tomate ont été les plus
étudiées.

Une des caractéristiques importantes chez les insectes est la présence d’exosquelette
chitineux et la cuticule; ce qui permet a la grande majorité des champignons
entomopathogenes de pénétrer dans le corps de l'insecte (Khan et Ahmad, 2015). La
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majorité des champignons tuent leurs hotes avant le début de la production de spores (ils
sont donc appelés hémibiotrophes). Certains d'entre eux, en particulier dans le phylum
Entomophthoromycota (entomophtorales), sporulent a partir du corps vivant de leurs hotes
(ils sont appelés biotrophes) (Roy et al., 2006). Par contre, chez les hypocréales
entomopathogenes, les cadavres restent souvent intacts pendant de longues périodes et le
mycélium externe est visible (Inglis et al., 2012). C’est le cas par exemple des genres
Beauveria et Metarhizium qui sont connus pour croitre a I'intérieur de leur héte sous forme
de corps de levure se multipliant par bourgeonnement (Prasertphon & Tanada, 1968 ; Araujo
& Hughes, 2016;). Une clé d’identification des champignons entomopathogénes a été
proposée par Humber (2012). Selon Inglis et al. (2012), divers facteurs peuvent déterminer
ou influencer la sensibilité d'un héte a l'infection par ces champignons, parmi lesquels les
facteurs environnementaux sont a considérer (Vega et al., 2012). Un des paramétres
environnementaux le plus important est la température. Kaur (2009) a déterminé que les
champignons entomopathogenes testés contre S. exigua étaient plus virulents a 25°C et 30°C
qu’a 20°C.

Les champignons entomopathogénes pour le controle des espéces du genre Spodoptera ont
été isolés a partir du sol et des insectes infectés a travers le monde. Beauveria bassiana est
connu comme étant trés efficace et constitue le champignon entomopathogene le plus
courant et le plus répandu a travers le monde pour le contréle des insectes (Khan et Ahmad,
2015). Ruiz-N3ajera et al. (2013) ont isolé Nomuraea rileyi a partir de 38 cadavres larvaires de
S. frugiperda. Aussi, Akutse et al. (2018) ont isolé 20 champignons entomopathogénes parmi
lesquels 14 souches de Metarhizium anisopliae et 6 souches de B. bassiana ont fait I'objet
d’essais de leur efficacité contre les ceufs ainsi que les larves de deuxiéme stade de S.
frugiperda. Thomazoni et al. (2014) ont démontré une efficacité la plus élevée (44.5%) pour
une souche de B. bassiana dans le contréle du troisieme stade larvaire de S. frugiperda. Kaur
(2009) a déterminé que la concentration de 10® conidies/ml était la dose la plus efficace de
champignons entomopathogénes plutét que celles de 10’ et 10°. La susceptibilité des
insectes contre les champignons entomopathogenes diminue avec I'augmentation de I'age
des larves (Pandey & Hasan, 2009 ; Asi et al., 2013). Un taux de mortalité de 80 % a été
observé chez les larves de S. frugiperda par Domenico et al. (2009) en utilisant N. rileyi.
Enfin, Romero-Arenas et al. (2014) ont évalué la mortalité de S. frugiperda dans des
conditions de laboratoire par utilisation des diverses concentrations de conidies d’'une
souche indigéne et une souche commerciale de M. anisopliae. La mortalité la plus élevée soit
72.5% a été enregistrée chez la souche indigene tandis que I’équivalent de 32.5% considéré
comme faible a été obtenu chez la souche commerciale. Wraight et al. (2010) ont rapporté
que toutes les especes de |épidopteres ravageurs de cultures légumiéres, étaient
susceptibles a B. bassiana tout en signalant que S. frugiperda était le moins susceptible.

Les bactéries entomopathogénes

Les bactéries entomopathogénes sont retrouvées partout dans le monde et dans divers
habitats (Rodrigues, 2011 ; Fisher & Garczynski, 2012). Les bactéries infectent les insectes
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principalement par ingestion et le tube digestif, et moins souvent par I'ceuf, le tégument et
la trachée. lIs peuvent également pénétrer dans l'insecte par l'intermédiaire de parasitoides
et de prédateurs (Tanada & Kaya, 1993). La plupart des bactéries chez les insectes, sont
confinées dans le tube digestif. Cependant, peu de bactéries sont relativement pathogénes
pour les insectes hotes et ont fait I'objet d’une attention particuliere a cause de leur
potentiel a contrdler les ravageurs des cultures (Priest, 2000). Dans le tube digestif, les
bactéries produisent des enzymes (par exemple : lécithinase, protéinase et chitinase) qui
agissent sur les cellules de l'intestin moyen et permettent aux bactéries de pénétrer dans
I'hnémocoele (Tanada & Kaya, 1993). Bacillus thuringiensis (Bt) est caractérisé par la
production des protéines toxiques (Cry, Cyt et Vip) envers les insectes (Rodrigues, 2011 ;
Sree &Varma, 2015).

Les procaryotes sont divisés en deux groupes, qui sont reconnus sur base de la séquence
d'ARN ribosomique 16S. Il s’agit des Archaea, contenant des bactéries qui partagent avec les
eucaryotes des caractéristiques de réplication, de transcription et de traduction de I'ADN ; et
des eubactéries ou vraies bactéries (Jurat-Fuentes & Jackson, 2012). Les bactéries
entomopathogénes sont classées dans la catégorie des Eubactéries. Elles sont divisées en
trois groupes sur base de la présence et la structure des parois cellulaires : les bactéries a
paroi cellulaire de type Gram négatif (Gracilicutes), a paroi cellulaire de type Gram positif
(Firmicutes) et les bactéries sans paroi cellulaire (Tenericutes) (Jurat-Fuentes & Jackson,
2012). Les bactéries entomopathogenes les plus connues sont celles de la classe des bacilles
(Fisher & Garczynski, 2012). Le genre Bacillus est le plus prometteur pour le contréle
biologique contre les insectes (Tanada & Kaya, 1993). Fisher & Garczynski (2012) ont classé
guelques bacilles bien connus en trois principales familles (Bacillaceae, Paenibacillaceae et
Planococcaceae) comprenant 21 espéces. Ces bactéries utilisent divers facteurs de virulence
parmi lesquels les toxines, les exoenzymes et les hémolysines sont bien documentées (Sree
& Varma, 2015). Paniagua Voirol et al. (2018) ont comparé les études du microbiome de 30
especes de Lépidopteres. Les familles Enterobacteriaceae, Bacillaceae et
Pseudomonadaceae étaient les plus répandues parmi les espeéces.

Les bactéries entomopathogénes pour le contréle de S. frugiperda ont été étudiées. La
famille Bacillaceae étant la mieux caractérisée. Polanczyk et al. (2000) ont testé 4 souches de
Bt pour contréler S. frugiperda avec des efficacités atteignant 100%. Les études de Polanczyk
& Alves (2005) ont montré que Bt affecte les parameétres biologiques (poids des larves et des
chrysalides femelles, la ponte et la fécondité) de S. frugiperda. Gichuhi et al. (2019) ont
étudié la composition, I'abondance et la diversité des microbiomes associés aux spécimens
larvaires et adultes de S. frugiperda au Kenya par séquencage a haut débit du gene bactérien
16S rRNA. La protéine Cry de Bt a été utilisée efficacement en Amérique pour le contréle de
S. frugiperda. Des résistances de ce dernier face a cette protéine ont été signalées (Vélez et
al., 2013 ; Farias et al., 2014 ; Dangal & Huang, 2015). Botha et al. (2019) fournit les
premieres données sur |'efficacité de Bt pour le controle de S. frugiperda en Afrique.
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Les nématodes et virus entomopathogénes

Les nématodes et les virus entomopathogenes ont été étudiés comme des agents de lutte
pour le controle de certains insectes ravageurs des cultures. Les nématodes sont des
parasites obligatoires de certaines especes d’insectes et plus particulierement S. frugiperda
et sont associés a certaines bactéries symbiotiques (Waterfield et al., 2009 ; Salvadori et al.,
2012). Ces nématodes sont regroupés dans deux principales familles : Steinernematidae et
Heterorhabditidae (Sree & Varma, 2015 ; Mohan, 2015). Andald et al. (2010) ont utilisé une
espece de Steinernema et une espece d’Heterorhabditis pour le contréle de S. frugiperda.
L'efficacité a été évaluée jusqu’a 100% de mortalité larvaire. Negrisoli et al. (2012) ont utilisé
trois espéces de nématodes entomopathogénes regroupés dans deux genres (Steinernema
et Heterorhabditis) pour contréler S. frugiperda en association avec certains insecticides. Les
recherches sur I'utilisation des virus comme agents entomopathogénes se focalisent sur les
baculovirus (Sree & Varma, 2015). Pour le contréle de S. frugiperda, le nucléopolyhedrovirus
(NPVs) ont été les plus étudiés (Barrera et al., 2011 ; Vieira et al., 2012 ; Virgen et al., 2013).
L’efficacité de NPV est évaluée en fonction de I'occlusion polyédrique du corps (POB) (Rao et
al., 2015). Les études conduites par Escribano et al. (1999) ont démontré que les valeurs de
la DLsp d’un isolat a base de NPV (Sf-NIC) augmentaient avec le stade larvaire chez S.
frugiperda de 2.03.10° OBs/ml pour le deuxiéme stade et 1.84.10° OBs/ml pour le cinquiéme
stade.
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2. OBJECTIFS ET INTERETS DE L'ETUDE

L’objectif global est de contribuer au monitoring, a la caractérisation moléculaire et a la lutte
biologique contre la chenille légionnaire (Spodoptera frugiperda, J.E. Smith) a I'Est de la RD
Congo. Cette étude présente un intérét au sens ou elle constitue un moyen pour mettre a la
disposition du monde scientifique et du paysan congolais de cette région des informations
nécessaires pour le controle efficace de S. frugiperda. Actuellement, il n’existe aucune
donnée chiffrée par rapport a la situation de ce ravageur dans le pays. Tres peu d’études sur
I'utilisation des pieges a phéromones pour le contréle des ravageurs existent dans cette
région. En plus, les études dans le domaine de la biologie moléculaire et de la lutte
biologique contre les bioagresseurs constituent un challenge pour des productions durables
au niveau des exploitations familiales paysannes. Il existe pourtant dans le contexte
proprement Africain et de la RD Congo en particulier, une large gamme de possibilités liées a
la diversité végétale et animale qu’il serait important d’exploiter et de valoriser dans le cadre
des méthodes alternatives de controle des bio-agresseurs tels que S. frugiperda.

Pour se faire, plusieurs objectifs spécifiques sont ciblés, a savoir :

- Déterminer l'incidence ainsi que la répartition de Spodoptera frugiperda dans les cultures
(vivrieres ou maraicheres) a travers I'approche de monitoring, par utilisation de pieges a
phéromones ;

- Déterminer l'identité de la (les) souche(s) de S. frugiperda présente(s) dans la province du
Sud-Kivu par I'utilisation d’outils moléculaires ;

- ldentifier les ennemis naturels (prédateurs, parasitoides et microorganismes
entomopathogenes) de S. frugiperda présents a I'Est de la RD Congo ;

- Mettre en place un élevage standardisé et approprié afin de mener les expérimentations
sur le controle biologique de S. frugiperda ;

- Evaluer I'efficacité de quelques agents de lutte biologique pour le controle de S. frugiperda
en conditions controlées.
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3. MATERIELS ET METHODES
3.1. Milieux d’étude

Cette étude a été menée selon deux approches. Premiérement, il s’agit d’une investigation
de terrain durant laquelle le monitoring a été effectué. Les échantillons d’insectes ont été
prélevés pour une caractérisation morphologique et moléculaire ultérieure. Le monitoring et
le prélevement des échantillons de la chenille ont été effectués d’une part en basse altitude
(Plaine de la Ruzizi), couvrant a la fois deux territoires (Walungu et Uvira) et d’autre part, en
moyenne altitude (Kabare) dans deux zones agro-écologiques affectées par les attaques de
S. frugiperda. Les coordonnées géographiques de ces milieux ont été prélevées a I'aide des
GPS MAP 64s du type Garmin pour la cartographie. Dans ces zones, le mais constitue une
des principales cultures et occupe une place considérable dans I'alimentation de la
population. La cartographie de ces milieux est présentée (Figure 4). L'unité d’entomologie
fonctionnelle et évolutive de la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech, Université de Liege, a
constitué la deuxieme approche, au laboratoire ou I'identification des insectes collectés et
de leurs ennemis naturels, I'élevage de S. frugiperda, les essais expérimentaux (tests
biologiques) ainsi que les analyses moléculaires ont été effectués.

a) La plaine de la Ruzizi

La plaine de la Ruzizi est répartie entre trois pays, la RD Congo, le Rwanda et le Burundi. Elle
est comprise entre 2°42’et 3°24’de latitude Sud et entre 29°00’et 29°22’de longitude Est. Sa
superficie est de 'ordre de 1750km? (Byavu et al., 2000). L’altitude est comprise entre 850m
au Nord a 773m au niveau du lac Tanganyika (Vancoppenolle et al., 1984) et peut atteindre
jusqu’a 1000m au niveau de Kamanyola. Pour ce qui est de la partie Congolaise, la plaine de
la Ruzizi est située dans la province du Sud-Kivu, a I'Est de la RD Congo et s’étend sur deux
territoires (Walungu et Uvira), sur les huit que compte la province. La dénomination plaine
de la Ruzizi est issue de son relief et de son emplacement le long de la Riviere Ruzizi, qui relie
le lac Kivu au lac Tanganyika. Dans le territoire de Walungu (1800 km?), le groupement de
Kamanyola a été considéré, tandis que dans le territoire d’Uvira (3146 km?), les groupements
de Katogota et Luvungi ont été sélectionnés.

Le climat de la plaine est du type Aw4 selon la classification de Koppen et est caractéristique
des régions semi-arides. Le régime pluviométrique est bimodal : d’octobre a janvier et de
février a mai (Vancoppenolle et al., 1984). Les précipitations moyennes annuelles sont de
I'ordre de 800-1000mm pour 130-150 jours de pluie (Byavu et al., 2000). La température
moyenne annuelle varie entre 17 et 30°C. Les sols sont sableux a argilo-sableux avec des
teneurs variables en argile et en matiere organique (Muhindo, 2015). Grace a ces
caractéristiques, la plaine de la Ruzizi est une région a fort potentiel agricole.
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b) Territoire de Kabare

Le territoire de Kabare est situé a 2° 30’ de latitude Sud et 28° 48’ de longitude Est, a
I'extréme Est de la RD Congo, dans la province du Sud-Kivu, sur les rives Ouest du lac Kivu. Sa
superficie est de 1960 km?. Son altitude varie entre 1460 et 3000 m au sommet de hautes
montagnes (l'altitude a Mulume Munene atteint 3000m et la plus basse atteint 1420m)
(CAID, 2017). Une partie du parc national de Kahuzi-Biega (PNKB) est située dans ce
territoire. Le Territoire de Kabare est limité au Nord par le territoire de Kalehe, au Sud par le
Territoire de Walungu, a I'Est par la ville de Bukavu, le lac Kivu d’'un c6té (Nord-Est) et le
Rwanda par la riviére Ruzizi de I'autre coté. A I'Ouest par le Territoire de Shabunda (CAID,
2017). C’est I'un de huit territoires que compte la province du Sud-Kivu. Il est composé de
deux collectivités: La collectivité de Kabare et la collectivité de Ninja (prononcé Nindja). La
collectivité de Kabare est subdivisée en 14 groupements que sont Cirunga (ou Chirunga),
Bugobe, Kagabi, Bushumba, Bushwira, Irhambi-Katana, Mudaka, Bugorhe, Miti, Luhihi,
Mudusa, Lugendo, Mumosho et Ishungu. Cette étude s’est déroulée dans cing groupements
a savoir Bushumba, Irhambi-Katana, Mudaka, Bugorhe et Miti.

Le climat dans le territoire de Kabare est du type tropical humide, influencé en grande partie
par le parc national de Kahuzi Biega. C'est un climat tropical de haute altitude de type A3
avec le mois le plus sec ayant des précipitations inférieures a 60 mm selon la classification de
Koppen (Muhindo, 2015). Deux saisons sont retrouvées : la saison seche qui dure trois mois
(de juin a ao(lt) et la saison pluvieuse 9 mois (de septembre a mai). La saison pluvieuse est
repartie en deux saisons culturales : de septembre a janvier (saison A) et de février a juin
(saison B). Toutefois, des perturbations dans le calendrier agricole sont observées ces dix
dernieres années a cause de la variabilité climatique. Les précipitations annuelles sont de
'ordre de 1500mm. La température moyenne annuelle oscille entre 19 et 20°C avec des
extrémes situés entre 15 et 25°C (Wils et al., 1986). Le sol est argileux avec un pH, un taux de
saturation en base et une capacité d’échange cationique relativement faibles (Muhindo,
2015).
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Figure 4: Cartographie du milieu d’étude. Source : COKOLA CUMA Marcellin

3.2. Matériels et méthodes

3.2.1. Monitoring
a) Installation des piéges

Les pieges a phéromone du type White Delta Trap (DTW) de 27cmx17cmx10.5cm (longueur,
largeur et hauteur) ont été utilisés pour capturer les males de Spodoptera frugiperda. Ces
pieges ont été obtenus a partir de Pherobank (Wageningen) et sont composés de 98 % Z9-
14:0Ac (300 microgrammes) et 2% Z7-12:0Ac (6 microgrammes) par septum et donc par
piége. Pour déterminer la densité des populations ainsi que les souches, les pieges ont été
installés dans deux zones : en basse et en moyenne altitude, deux régions ou l'incidence de
ce ravageur est la plus observée. Cela nous a permis d’évaluer la variabilité d’attaque entre
ces deux régions ainsi que I'abondance des individus dans les différents piéges.
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Dans chaque zone, trois piéges ont été placés dans les exploitations vivrieres et un autre
dans les exploitations maraichéres, ce qui fait un total de quatre pieges/zone. La surveillance
de ces piéges se faisait chaque semaine pour compter et identifier les insectes capturés.
Apres identification morphologique par utilisation de la loupe binoculaire et de la clé
d’identification proposée par I'EPPO (2015), les adultes capturés de S. frugiperda ont été
placés dans des flacons en polystyrene de 50 ml contenant de I’éthanol dénaturé a 70%.

Tableau 2: caractéristiques des localités relatives a I'installation des piéges sur le terrain

Milieu N° Piege Emplacement  Altitude Latitude Longitude
(m)

Basse altitude I Luvungi 883 §$-2°51'16.7" E 29°02'21.5"

(Plaine de la Ruzizi) Il Luvungi 905 $-2°49'58.7" E 29°01'23.2"
1l Kamanyola 930 S -2°44'46.4" E 29°00'23.2"
v Kamanyola 973 §$-2°42'15.3" E 28°59'52.1"

Moyenne altitude I Kashusha 1717 S$-2°18'54.9" E 28°47'49.1"

(Kabare) Il Buhandahanda 1660 $-2°15'39.3" E 28°50'03.9"
1 Murhesa 1574 S$-2°22'57.5" E 28°47'31.2"
v Kamavuha 1570 $-2°23'45.3" E 28°48'41.9"

b) Echantillonnage des larves

Afin de déterminer l'influence des ennemis naturels, particulierement les champignons et les
bactéries entomopathogénes sur la population de S. frugiperda, des transects ont été tracés
dans les exploitations paysannes contenant du mais et du sorgho en moyenne et basse
altitude dans la province du Sud-Kivu, Est de la RD Congo durant la période du 22 mars au 13
mai 2019. Les échantillons de chenilles présentant des aspects anormaux (détérioration des
larves, changement de couleur, présence de mycose, cadavres,...), ont été collectés dans les
champs et ont été placés dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml. Au total 21 cadavres ont été
prélevés lors des observations. Ces derniers présentaient des symptomes caractéristiques de
I'infection par certains microorganismes entomopathogénes (champignons et bactéries).
Lors des observations, des informations sur I'utilisation de produits chimiques ont été
collectées afin de faire un lien entre leur usage dans I'exploitation agricole pour le controle
de S. frugiperda et la mortalité observée des larves dans les champs. Les parcelles dans
lesquelles une pulvérisation de produits chimiques a été effectuée pour le contréle de S.
frugiperda, ont été écartées.

c) Inventaire et échantillonnage des prédateurs et parasitoides de Spodoptera frugiperda

Les prédateurs ainsi que les parasitoides de S. frugiperda visualisés dans les champs ont été
photographiés a I'aide d’un appareil Samsung Galaxy S8 SM-G950F (voire photos en annexe),

25



collectés et placés dans des flacons en polystyrene de 50 ml contenant de I'éthanol a 70%,
puis identifiés jusqu’au niveau de la famille par utilisation de la loupe binoculaire et de la clef
d’identification de Delvare & Aberlenc (1989). Les insectes difficilement capturables ont été
photographiés tandis que ceux faciles a capturer ont été placés dans des flacons en
polystyrene de 50 ml contenant I'éthanol a 70%. Ces derniers ont été identifiés au
laboratoire d’entomologie fonctionnelle et évolutive a Gembloux Agro-Bio Tech.

3.2.2. Surveillance et collectes de données sur la situation actuelle de la chenille dans les
cultures

Une enquéte-observation a été réalisée dans les exploitations agricoles a I'Est de la RD
Congo, afin d’établir un état des lieux des attaques de S. frugiperda sur les cultures en basse
(Kabare) et en moyenne altitude (Plaine de la Ruzizi). Au total, 120 champs ont été visités,
soit 60 champs pour chaque zone agro-écologique. Trois critéres ont permis de dicter le
choix des champs : premieérement la présence de la chenille dans le champ, deuxiemement
le type de culture et en dernier lieu la superficie du champ (minimum 10 are). Au total 3
groupements dans le territoire de Kabare, un groupement dans le territoire de Walungu et 2
groupements dans le territoire d’Uvira, ont constitué les milieux d’observations et de la
collecte des larves et d’adultes de S. frugiperda. Dans chaque champ, sept quadrats de
5m x 4m chacun ont été mis en place (Figure 5) a I'aide d’un décameétre et visualisés par des
piquets. La répartition des quadrats dans le champ s’est faite selon la technique
d’échantillonnage en W (Zehnder, 2010 ; McGrath et al., 2018).

X

Quadrat
X Xl (20m?) 4m
X

X X

Figure 5 : schéma de la technique d’échantillonnage de Spodoptera frugiperda

Parameétres observés dans le Quadrat

Les observations dans le quadrat ont portées sur :

v" Lincidence du bioagresseur sur les cultures: déterminée en fonction du nombre de
plantes attaquées sur le total de plantes dans la superficie délimitée ;

v' Le nombre de larves par plante et par superficie délimitée : il s’agit de compter le
nombre de larves dans la parcelle en fonction du nombre de larves présentes dans
chaque pied de mais ;
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v" Le nombre de lésions par feuille par comptage. Sur dix plantes de mais, toutes les
feuilles présentant des lésions pour chaque plante, ont été considérées. Une moyenne
par cing plantes a été calculée ;

v Le nombre de feuilles attaquées par plante en commencant par les feuilles
nouvellement déployées (feuilles enroulées) jusqu’au feuilles verticillées ;

v' Le degré d’attaque ou sévérité a été déterminé sur base d’une échelle de cotation
proposé par Davis et al. (1992).

Les indicateurs de I'échelle d’évaluation des dommages sur les feuilles de mais causés par
S. frugiperda sont présentés en annexe 8. L'évaluation visuelle des dommages peut étre
effectuée en fonction du nombre et de la taille des lésions sur les feuilles. L'échelle
d’évaluation ou de classification des dégats sur les feuilles de mais a été subdivisée en trois
classes. Le score de 0 a 4 est considéré comme faible, de 5 a 7 considéré comme moyen et
de 8 a 9 considéré comme élevé.

3.2.3. Identification des microorganismes colonisant les larves de Spodoptera frugiperda

Les cadavres de larves de S. frugiperda ont été différenciés en deux groupes de
microorganismes potentiellement entomopathogénes selon les aspects qu’ils présentaient.
Cette différenciation s’est faite selon Lacey & Solter (2012). Le cadavre atteint d'une
infection fongique présentait la caractéristique de la présence de spores dans ou sur le corps
de la larve atteinte. Les larves infectées de champignons étaient durcies et non pas molles
comme pour les infections bactériennes. Les larves soupgonnées d’une infection bactérienne
présentaient une couleur noire a leurs faces inférieures. Une synthése des caractéristiques
morphologiques des cadavres de S. frugiperda collectés dans le milieu d’étude est présentée
(Tableau 3).

Tableau 3: caractéristiques morphologiques des cadavres de Spodoptera frugiperda trouvés
sur les feuilles du mais (voir annexe 5)

N° échantillon Milieu Coordonnées géographiques Caractéristiques
1 Katogota $-2,797666 E 28,996055 Deux larves en petits morceaux
secs
6 Kamanyola S$-2,708777 E29,003472 Larve avec des spores

champignon de couleur verte et

blanche (larve momifiée)
15 Katana $-2,234277 E28,832388 Larve avec des spores

couleur blanche recouvrant

complétement la larve

20 Kamanyola S-2,703388 E 28,995861 Larve de couleur  verte
humidifiée
21 Murhesa $-2,327083 E28,796972 Larve séche de couleur grise,

découpée en morceaux
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Préparation des milieux et mise en culture

Aprés avoir catégorisé les échantillons, deux types de milieux de cultures ont été préparés
au niveau du laboratoire de microbiologie, au centre de recherche TERRA de Gembloux
Agro-Bio Tech. Il s’agit de LBA (Lysogeny Broth Agar ou incorrectement milieu Luria-Bertani
Agar) et de PDA (Potato Dextrose Agar). Le chloramphénicol a été utilisé comme antibiotique
dans les milieux PDA. 0.4g/l de chloramphénicol ont été solubilisés dans 4 ml d’éthanol pur
et ajoutés au milieu PDA apreés autoclavage a 121°C. La composition de ces deux milieux est
reprise dans le tableau 4.

Tableau 4 : composition des milieux de culture pour les champignons infestant les cadavres
de Spodoptera frugiperda

PDA LBA

100g/| de pomme de terre 10g/| de Tryptone

20g/| de dextrose 5g/| de I'extrait de levure
15g/l d’agar 1g/I de NaCl

11 d’eau distillée 15g/I d’agar

11 d’eau distillée

Préparation des échantillons

Une solution d’eau peptonée a été préparée pour faciliter les dilutions. 5g de Nacl, 1g de
peptone et 1g de Tween 80 ont été mélangés dans 1| d’eau distillée et stérilisés a 121°C dans
l'autoclave. 9ml de cette solution ont été placés dans des petits tubes d’H,0 peptonée a
I'aide d’une dispensette de 1-10 ml. Les cadavres de larves de S. frugiperda présentaient
deux aspects : humide ou sec. Compte tenu de cela, 3 ml de I'eau peptonée ont été ajoutés
dans chaque tube a eppendorf contenant les cadavres de S. frugiperda. La dissection s’est
réalisée sur boites de Pétri a I'aide d’un scalpel. Le jus obtenu a été vortexé et utilisé comme
solution initiale lors de la mise en culture.

Mise en culture

La méthode de dilution a été utilisée lors la mise en culture. Deux dilutions (10 et 107%) ont
été réalisées sur base de la solution initiale (10™) ; ot 1ml de la solution initiale a été ajouté
dans 9ml d’eau peptonée. La mise en culture a été effectuée dans des boites de Pétri. 100ul
de la solution initiale (10™") et de chaque solution diluée (10 et 107) ont été étalées sur le
milieu de culture a 'aide d’un rateau stérile. Les boites ont été placées dans un incubateur a
25°C. Pour le cas des champignons, les morceaux de larves constitués de spores ont été
directement étalés sur milieu gélosé (PDA).
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Observations et croissance des bactéries et champignons

Les observations sur la croissance ont été effectuées apres 24h. Les colonies des bactéries
ont été observées aprés 48h a température ambiante du laboratoire. Ainsi, les croissances
bactériennes ont été isolées pour constituer des cultures pures. En ce qui concerne les
champignons, les boites ont été placées dans l'incubateur a 25°C. Les observations
microscopiques des structures bactériennes, nous ont permis d’observer certaines
structures sous forme de bacilles. Tandis que pour les champignons, le mycélium a été
observé. Pour stimuler la production des spores, le mycélium a été repiqué sur le milieu
réalisé a base d’eau et d’agar (water agar). Le milieu est composé de 20g d’agar dans 1l
d’eau distillée.

Identification des bactéries colonisant les larves de Spodoptera frugiperda

Six souches de bactéries ont été obtenues lors de la mise en culture sur base des
caractéristiques morphologiques (couleur et croissance sur milieu de culture). Ces derniéres
ont été placées dans des fioles de 100 ml contenant 30 ml de milieu LB liquide et incubées
pendant 24h dans un incubateur-agitateur a 25°C. 10 ml de la culture ont été placés dans
des flacons de 15 ml et centrifugés pendant 10 minutes a 4000 rpm. La solution obtenue a
été diluée 20x. La densité optique (D.O) obtenue a 595nm au spectrophotométre a été de
4,74 — 3,92 — 5,6 — 6,24 — 5,26 et 4,94, respectivement pour les souches de 1 a 6. Le pH
obtenu dans les fioles était de 8,43 — 7,77 — 8,40 — 8,46 — 8,35 et 8,48 pour ces souches. 1,5
ml de ces solutions ont été placés dans des tubes a eppendorf de 2ml pour les extractions
d’ADN. Les solutions restantes ont été mélangées dans du glycérol stérile a 20% et
conservées dans des cryotubes de 1,5 ml a -80°C.

LADN a été extrait a Vl'aide du Kit Genejet Genomic DNA Purification
K0721. Le dosage de I’ADN a été réalisé au Nanodrop (Invitrogen). Les amorces 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') et 1492R (5'-GGTTACCTTGTTTGTTACGACTT-3') ont été
utilisées pour I'amplification de la séquence du géne 16S rRNA. Les expériences PCR ont été
réalisées dans un volume total de 25ul sur = 50ng d’ADN et contenaient 5ul de 5x Q5
Reaction Buffer, 0,5ul de dNTPs (10mM), 1,25ul de I'amorce 8F, 1,25 ul de 'amorce 1492R,
1ul d’ADN, 0,25ul de Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), 5ul de 5x Q5
High GC Enhancer et 10,75ul d’'H,0O exempte de nucléase. Le cycle PCR suivant a été utilisé
pour l'amplification dans un thermocycler : dénaturation initiale a 98°C pendant 30
secondes; 35 cycles a 98°C pendant 10 secondes, 50-72°C pendant 30 secondes et 72°C
pendant une minute ; et une extension finale a 72°C pendant 2 minutes.

La purification des produits PCR a été effectuée a Iaide du Kit Monarch™ DNA Gel
Exctraction 250 Preps (Référence : T1020L). L’élution a été réalisée dans 25ul, et 20ul ont été
envoyés au séquencage entre 10 et 50ng/ul chez GATC Eurofin Genetics. Les séquences
obtenues ont été importées dans le programme SnapGene Viewer. Les séquences a partir de
850 bp jusqu’a 1210 bp pour chaqgue souche, ont été comparées aux séquences de genes
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d’ARNr 16S de référence par analyse BLAST sur le site Web du NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les séquences du géne 16S de I'ARNr ont été
déposées dans GenBank (voir lien ci-dessus).

3.2.4. Conduite de I’élevage de Spodoptera frugiperda

Pour étudier I'effet des agents de lutte biologique notamment les champignons et les
bactéries entomopathogenes, un élevage a été mis en place. La souche de S. frugiperda
attaquant principalement le mais, a été élevée dans les installations du centre de recherche
TERRA de la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech plus précisément au laboratoire de
confinement biologique (ou de quarantaine) des espéces considérées comme invasives.
L’élevage a débuté avec un total de 60 chrysalides de S. frugiperda, obtenues du Professeur
N. Volkoff de I'Université de Montpellier (France). Les adultes qui ont émergés, ont été
placés dans des cages de vol de 45x45x45cm. Les larves et les chrysalides ont été placées
dans une cage d’élevage (90x45x45cm) contenant des boites en plastique (23,5cm x 14,5cm
x 8,0cm). Les boites pour les larves contenaient 50 g de diete artificielle tandis que les
chrysalides ont été placées a l'intérieur des boites uniguement avec du papier absorbant
comme substrat. Les adultes ont été mis dans une cage de vol contenant une solution de
saccharose a 10% dans une boite de pétri et en présence des papiers absorbant comme
substrats de ponte. Les masses d’ceufs ont été récoltées et placées dans des boites en
plastique. La diete artificielle utilisée provient de Frontier Scientific Services. La température
moyenne ainsi que I"humidité relative lors de I'élevage ont été maintenues a 24+1°C et HR
5015%, avec une photopériode de 18/6h (lumiere/obscurité).

Préparation de la diéte et mise en place de I’élevage

La préparation consiste a chauffer 900ml d’eau distillée a 100°C. 19g d’agar et 144g de diete
seche artificielle, spécifique pour les Lépidopteres sont mélangés dans un bécher de 1000ml.
La diete ainsi préparée est conservée a 4°C jusqu’a utilisation. La surveillance de I'élevage
s’effectuait régulierement pour I'alimentation des larves en nourritures, le changement du
substrat dans chaque boite ainsi que pour la récolte des ceufs dans la cage de vol. A partir du
sixieme stade larvaire, le suivi a consisté a vérifier dans chaque boite de différentes
transformations des larves en chrysalides.

Parameétres en étude pendant I’élevage

- Production larvaire par semaine : ce parametre a été évalué en fonction du nombre
d’adultes placés dans les cages de pontes et des ceufs collectés. Les ceufs ont été séparés
pour chaque semaine de ponte dans des boites en plastique. Les larves qui ont émergées ont
été comptées a partir du troisieme stade de développement ;

- Taux de mortalité larvaire : évalué en fonction du nombre de larves de troisieme stade
contenus dans chaque boite et le nombre de chrysalides formées ;
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- Emergence des adultes : en fonction du sexe ratio et le nombre de jours d’émergence ;

- Cycle de développement: a partir du stade ceuf, le cycle de développement a été
déterminé. Les ceufs récoltés a différents moments ont été séparés dans des boites en
plastique et leur durée a été déterminée a partir des nouveau-nés qui ont été placées dans
des boites de Pétri contenant 10g de diete artificielle. Pour chaque stade de développement,
la durée (en jours), le poids (en g), la taille (en mm) ont été déterminés. La durée de
différents stades larvaires a été évaluée sur base des mues successives (présence de la
capsule céphalique a l'intérieur de la boite). Le poids a été déterminé sur cing individus a
I'aide d’une balance de précision de 120 g tandis que la taille a été mesurée a I'aide d’un
papier millimétré.

- Oviposition : les adultes de S. frugiperda ont été placés dans des cages synchrones
(30x30x30cm) pour suivre leur oviposition. Quatre sexes ratio (Imale/1 femelle ; 1 male/2
femelles ; 2 males /2 femelles ; 2 males/3 femelles) ont été considérés dans cette étude. La
période de pré-oviposition a été déterminée a partir de I'émergence des adultes et les
premieres pontes. Les parametres mesurés ont été les masses d’ceuf et le nombre d’ceufs
par masse d’ceufs par jour. Le comptage des ceufs s’est effectué au binoculaire.

3.2.5. Caractérisation moléculaire

Préparation d’insectes

Les échantillons d’insectes capturés (51 individus adultes de S. frugiperda) ont été soumis a
une dissection. La partie thoracique a été utilisée pour I'extraction de I’ADN. Les insectes ont
été placés sur boite de Pétri stérile et disséqués par utilisation d’'un scalpel stérilisé au bec
bunsen. Ensuite, les thorax ont été lavés trois fois avec I'eau autoclavée et placés dans des
tubes Eppendorf de 1,5ml. Apres dissection, les tubes Eppendorf ont été placés a -20°C
jusqu’a utilisation. Deux billes stériles ont été ajoutées dans chaque tube Eppendorf. Les
tubes ont été plongés dans un bac a frigolite contenant I'azote liquide pendant 5 minutes,
avant d’étre broyé a I'aide d’'un broyeur MM400 Retsch pendant 9 minutes.

Extraction de ’ADN

L'ADN génomique a été extrait par utilisation d’un Kit d’extraction d'ADN (QIAGEN DNeasy
Blood & Tissue). Un protocole normalisé a été suivi tout au long des manipulations. Pour
augmenter la concentration de I’ADN, 50ul du tampon d’élution ont été utilisés. L’ADN
extrait a été conservé a -20°C. Le contrble-qualité de I’ADN a été réalisé par les tests de
Qubit, au Qubit™ fluoromeétre et au NanoDrop ND-1000 Spectrophotométre.

PCR et amplifications

Les ADN extraits ont été utilisés pour les PCR par utilisation des amorces spécifiques IM76
5’-GAGCTGAATTAGG(G/A)ACTCCAGG-3’ et JM77 5’-ATCACCTCC(A/T)CCTGCAGGATC-3' pour
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générer des fragments correspondant aux différents genes. La concentration moyenne de
I’ADN pour tous les échantillons a été ramenée a 20ng/ul par la méthode de dilution. La
réaction PCR a été réalisée dans un volume total de 25ul. Les produits PCR étaient constitués
de 2,5ul de 10x Buffer MgCl,, 0,75ul de MgCl, (50 mM), 0,5ul de I'amorce JM76, 0,5ul de
I’'amorce JM77, 0,5ul de dNTP, 0,1ul de Tag ADN polymérase, 19,15ul d’H,0 distillée et 1pl
d’ADN. L'amplification des produits PCR a été effectuée au thermocycler selon le protocole
de Levy et al. (2002). Le processus commence par deux minutes a 94°C, puis 35 cycles de ce
qui suit : une minute a 94°C, 45 secondes a 66°C, deux minutes a 72°C. Apres les 35 cycles,
les réactions ont été maintenues a 72°C pendant 10 minutes.

Cytochrome oxydase mitochondriale | PCR-RFLP

L'enzyme de restriction endonucléase Mspl a été utilisé pour digérer les produits d’ADN
amplifiés par PCR. Le volume total pour cette réaction a été de 50ul. Ce volume est un
mélange d’1ul de I'’enzyme de restriction, 3ul d’ADN amplifié par PCR, 5ul de 10x NEBuffer et
41ul d’H,0 distillée. Les échantillons ont ensuite été incubés au thermocycler a 37°C pendant
toute la nuit. Les profils d'enzyme de restriction ont été visualisés sur un gel a 1,5%
d'agarose en électrophoréese.

3.3.5. Tests biologiques sur Spodoptera frugiperda

Espéces fongiques et préparation de suspensions conidiennes

Trois souches de champignons entomopathogénes ont été testées pour le controle de
S. frugiperda. Ces souches ont déja été testées pour le controle biologique d’autres especes
d’insectes. Il s’agit de la souche B115 de Beauveria bassiana, obtenue a partir de I'liITA
(Benin), la souche commerciale GHA de Beauveria bassiana et Aspergillus flavus, obtenues a
partir de 'unité d’entomologie fonctionnelle et évolutive. La souche d’A. flavus a déja été
testé sur les pucerons, les larves de Tuta absoluta et les syrphes (Lognoul, 2018) et s’avere
étre un candidat potentiel pour le controle biologique de S. frugiperda. Ces champignons ont
été cultivés sur un milieu gélosé (Potato Dextrose Agar) a 25 + 1°C. Les conidies ont été
récoltées en ajoutant 5 ml de I'eau avec 5% de tween 80 et en grattant avec un épandeur.
Deux dilutions de x10 et x100 ont été effectuées pour la détermination de la concentration
des spores dans les solutions diluées par la formule C;V;=C,V,, ou C; est la concentration
initiale, V; est le volume requis pour la dilution de I'aliquote originale, C, est la concentration
souhaitée et V, est le volume final souhaité. Les suspensions ont été vortexées pendant 15
secondes et déposées sur les cellules de Neubauer. Le comptage des spores a été effectué
au microscope. Cela nous a permis de déterminer la concentration de conidies a 108/ml pour
les trois souches.
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Espéce bactérienne et préparation de la solution bactérienne

Une souche commerciale composée de 54% de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, stam
ABTS-351B a été testée pour le contrble biologique de S. frugiperda. Trois doses ont été
testées a savoir : 10g/l (D1), 15g/I (D2) et 30g/l (D3) correspondant respectivement a 0.5
kg/ha, 1kg/ha et 1.5 kg/ha.

Dispositif expérimental des tests toxicologiques et structure des traitements

Pour évaluer I'efficacité des agents de lutte biologiques dans le contréle de S. frugiperda, des
essais ont été mis en place dans une chambre dont la température et I'humidité relative ont
été maintenues a 25+1°C et 75+5%. Un dispositif en blocs complétement randomisés a été
adopté avec deux facteurs en étude. Il s’agit notamment des agents de lutte biologique
(champignons et bactérie) et la source de nourriture. Les agents de lutte biologique
comprennent trois modalités comme signalé précédemment tandis que la source de
nourriture pour S. frugiperda correspond a deuxtypes d’application de [I'agent
entomopathogene: soit une diete artificielle, soit sur plants de mais d’'un mois. Les essais ont
été réalisés dans des boites de Pétri et sur des plants de mais cultivés dans des pots (Figure
6). Il était prévu d’appliquer les formulations de champignons par pulvérisation sur les
plantes et de déposer les larves ensuite mais les volumes de certaines productions fongiques
dans le temps imparti n‘ont pas été suffisants pour conduire I'expérience comme
initialement congue.

Larves de 2° stade

Diet (3g)

Figure 6 : Disposition des larves de Spodoptera frugiperda dans la boite de Pétri et sur culture
du mais en pot lors des essais toxicologiques avec les agents entomopathogéenes
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Culture du mais

Le mais a été cultivé selon les exigences du plan expérimental et dans toutes les bonnes
conditions agronomiques requises dans la production de mais, pour une croissance
vigoureuse de la culture. Le terreau universel a été utilisé comme substrat de culture,
composé de tourbe blonde, de tourbe noire, de chaux et d’engrais. Ce terreau a été placé
dans des petits pots en plastique de 7x7x8cm. La variété hybride utilisée était la Delprim
(endosperme jaune-orangé), obtenue a partir de Delley Seed Plant (DSP). 15 jours aprés la
germination, un engrais d'une composition de 12-8-16 (N-P-K) a été appliqué pour une
croissance optimale de la plante et un développement sain des racines.

Conduite des essais

Un total de 63 boites de Pétri et 21 cages de 90x45x45cm ont été utilisées. Dans chaque
boite de Pétri, 5 larves de deuxiéme stade ont été soumises aux traitements, soit 15 larves
par répétition, pour un total de 315 larves placées dans des boites de Pétri. Dans chaque
cage, trois plantes ont été placées avec 5 larves par plante, pour un total de 315 larves
également. Ainsi, le nombre total de larves utilisées pour les tests était de 630. Chaque boite
de Pétri contenait deux morceaux de diete artificielle pour S. frugiperda (6g) préalablement
préparée. Deux méthodes proposées par Inglis et al. (2012) ont été appliquées. Tout
d’abord, la méthode d’immersion pour les souches de champignons pour gu’ils pénétrent a
I'intérieur de l'insecte a travers I'exosquelette et la cuticule. L'objectif est de mettre la larve
en contact direct avec les spores de champignons. La méthode par aspersion a été utilisée
pour la bactérie. 15 ml ont été pulvérisés sur chaque plante tandis que les gouttes de la
solution bactérienne (0.5ml) ont été déposées sur la diéte a l'intérieur de chaque boite de
Pétri. Le traitement des insectes a commencé d’abord par le témoin non inoculé avec les
souches de champignons et la bactérie; et a consisté a plonger les larves et asperger la
source de nourriture avec une solution contenant de I’eau avec 5% de Tween 80. Les autres
traitements ont été poursuivis avec chaque fois le ringage des boites et des matériels avec
de I'éthanol a 100% et de l'eau distillée. Les boites et les plants ainsi traités ont été
transférés dans une chambre de culture a une température de 25+1°C et une humidité
relative de 75+5%.

Paramétre d’études
Le taux de mortalité a été évalué sur base de la formule d’Abbott (Abbott, 1925) :

P = x 100

Ou P est le pourcentage estimé d'insectes tués par I'agent entomopathogéne seul ; C le
pourcentage d'insectes témoins vivants et T le pourcentage des insectes traités qui vivent
apres la période expérimentale.
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3.3.5. Cartographie du milieu et Analyse statistique des données

Les coordonnées géographiques du milieu d’étude ont été collectées a I'aide du GPSMAP 64s
du type Garmin. Pour la cartographie, le logiciel ArcMap 10.3.1 a été utilisé. Les données de
base pour le monitoring, I'élevage ainsi que les tests biologiques, ont été enregistrées dans
Microsoft office Excel 2010, ainsi que pour la réalisation des graphiques. Le logiciel R version
3.6.0 a été utilisé pour les analyses statistiques. Les données de monitoring ont été soumises
au test de normalité de Shapiro et Wilk. A chaque fois que les données ne sont pas
distribuées normalement, le modeéle de Poisson a été appliqué au seuil de signification de 5%
(p=0.05) et a un intervalle de confiance de 95%. Pour les données d’élevage, les statistiques
descriptives ont été appliquées. Une analyse de la variance (ANOVA) a deux facteurs a été
appliquée pour les données des tests biologiques au seuil de signification de 5% (p<0.05).
Lorsqu’une différence significative entre les traitements est révélée, le test de séparation
des moyennes de Tukey HSD a été appliqué au seuil de signification de 5% (p<0.05).
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4. RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1. Résultats

4.1.1. Etat de lieux et Surveillance de Spodoptera frugiperda a I'Est de la RD Congo

La figure 7 présente la variation de l'incidence de Spodoptera frugiperda en fonction de
I'altitude au seuil de signification de 5% selon le modéle de Poisson.

0.70

0.65

Incidence

0.60

1000 1200 1400 1600 1800
Altitude (m)

Figure 7: incidence de Spodoptera frugiperda en fonction de I'altitude

L'incidence de Spodoptera frugiperda a varié trés significativement selon que la zone de
basse ou de moyenne altitude soit considérée (p < 0.001, LR Chi* = 14,28). La valeur
moyenne en basse altitude est de 0.673 (67.3%) en comparaison avec la moyenne altitude
(0.572 soit 57.2%). La droite indique que l'incidence est a sa valeur la plus élevée lorsque
nous nous situons a des altitudes inférieures a 1000m et diminue au fur et a mesure de
I’augmentation de I'altitude.

L'incidence de S. frugiperda par rapport aux cultures attaquées en comparaison de I'altitude
selon le modele de Poisson est présentée (Figure 8).
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Figure 8: Incidences des cultures attaquées par Spodoptera frugiperda a I’Est de la RD Congo

Deux cultures sont principalement attaquées par Spodoptera frugiperda a I'Est de la RD
Congo. Il s’agit du mais et du sorgho. En effet, des différences hautement significatives ont
été observées entre les deux cultures (p <0,001 LR Chi’ = 87,61). La culture la plus attaquée
étant le mais (65%) tandis que l'incidence est de 24.1% pour le sorgho. Une différence trés
hautement significative a été observée en fonction de l'altitude pour les deux cultures (p =
0.001, LR Chi* = 87,61). Le mais est beaucoup plus attaqué en basse qu’en moyenne altitude
(70.1% contre 60.3%). Contrairement au mais, le sorgho est plus attaqué en moyenne qu’en
basse altitude (26.5% contre 21.03%). Cela est d(i a la fréquence de champs de sorgho dans
les deux milieux (deux en basse altitude contre 4 en moyenne altitude).

Parametres épidémiologiques des attaques de Spodoptera frugiperda

Différents parametres sont ciblés et présentés (Figure 9) : le lien entre l'incidence et le
nombre de larves par superficie (A) ; I'incidence et le nombre de larves par plante (B) ; le
nombre de feuilles attaquées et le nombre de larves par plante (C) ; et le nombre de Iésions
par feuille et le nombre de larves par superficie (D). Le modéle de Poisson a permis
d’associer un parametre a I'autre au seuil de signification de 5%.
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Figure 9: Relation entre plusieurs paramétres observés sur I'épidémiologie illustrée pour
Spodoptera frugiperda

Une relation hautement significative a été observée entre I'incidence et le nombre de larves

par superficie (Figure 9A, p < 0,001, LR Chi’ = 230,38). U'incidence augmente au fur et a

mesure de I'augmentation du nombre de larves par superficie. Des observations similaires

ont été notées entre le nombre de larves par plante et I'incidence (Figure 9B). Le nombre de

larves par plante a influencé de maniere hautement significative I'incidence (p < 0,001, LR

Chi’ = 150,47). Il existe un lien entre le nombre de feuilles attaquées et le nombre de larves

retrouvées par plante. La relation observée (Figure 9C) est hautement significative (p <0,001,

LR Chi? = 25,61). Le nombre de feuilles attaquées augmente en fonction du nombre de larves

sur chaque plante. Le nombre de larves par superficie influence de maniére hautement

significative le nombre de lésions par feuille (Figure 9D, p <0,001, LR Chi* = 68,76). Plus il y a

un nombre élevé de larves, plus le nombre de Iésions augmente.
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Il existe une relation positive entre I'incidence et le stade de la culture, le nombre de larves
par superficie délimitée et le stade de la culture selon le modéle de Poisson (Figures 10 et

11).
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Figure 10 : Influence du stade développement des cultures sur I'incidence de Spodoptera
frugiperda

L'incidence de S. frugiperda est influencée significativement par le stade 6 feuilles en
comparaison au stade 4 feuilles (Figure 10, p = 0.010, LR Chi* = 26,85). Cependant, une
différence hautement significative (p < 0,001, LR Chi* = 26,85) est observée entre la valeur de
I'incidence au stade 4 feuilles (50.3%) et a la floraison (82.9%). Cette différence de stades de
culture est observée a cause de la variabilité climatique qui perturbe le calendrier agricole
dans les deux milieux. Cela coincide directement avec les stades de développement du
bioagresseur qui cause des dégats significatifs aux cultures. Une différence non significative
a été observée entre le stade 6 et 8 feuilles (p = 0.089, LR Chi* = 26,85).

La relation entre le stade de culture et le nombre de larves par superficie est présentée
(Figure 11).
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Figure 11 : Influence du nombre de larves de Spodoptera frugiperda par superficie sur les
stades de développement des cultures

Des observations similaires sont observées (Figure 12) : le nombre de larves par superficies a
été beaucoup plus observé a la floraison (41,8) comparativement au stade 4 feuilles (23,7).
La différence est hautement significative par comparaison au stade 4 feuilles (p < 0,001 LR
Chi’ = 78,24). Aucune différence significative n’a été observée en termes de nombre de
larves par superficie entre le stade 6 feuilles et 8 feuilles en comparaisons au stade 4 feuilles,
avec des valeurs de probabilité respectivement de 0.092, 0.484 (LR Chi* = 78,24).

Sur base de I’échelle de cotation de Davis et al. (1992), les degrés d’attaque de S. frugiperda
sont présentés (Figure 12).
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Figure 12: Degré de défoliation causé par Spodoptera frugiperda et calculé
selon I’échelle de Davis

Le degré de défoliation en basse tout comme en moyenne altitude a été évalué comme
étant moyen, se situant entre 5 et 7.
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Surveillance des populations de Spodoptera frugiperda a I’Est de la RD Congo

La surveillance des populations de Spodoptera frugiperda a I'aide des pieges a phéromone a
permis de collecter plus d’individus en basse altitude (Figure 13).
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Figure 13 : Nombre moyen d’adultes de Spodoptera frugiperda capturés
en fonction de I'altitude

Le nombre moyen d’adultes capturés diminue en fonction du temps que ca soit en basse ou
en moyenne altitude jusqu’a une valeur de 0. Cependant, en comparaison de ces deux
milieux, le nombre d’adultes capturés dans les pieges est plus élevé en basse altitude
comparativement a la moyenne altitude. La somme étant de 39 individus en basse altitude
contre 12 en moyenne altitude ; soit un total de 51 individus capturés. Le maximum étant de
3,5+0,38 individus capturés par semaine pour un minimum d’1+0,29 individu en basse
altitude. En moyenne altitude, un maximum de 2,25%0,32 individus a été atteint. A la
troisiéme et quatriéme semaine, aucun adulte n’a été capturé en moyenne altitude.

4.1.2. Identifications des ennemis naturels de Spodoptera frugiperda

a) Prédateurs et parasitoides de Spodoptera frugiperda

Les ennemis naturels de S. frugiperda considérés comme auxiliaires entomophages dans la
culture du mais sont présentés (Tableau 5). Ces ennemis sont regroupés en ordre et en
famille pour les deux types de zones investiguées, selon en basse et en moyenne altitude.
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Tableau 5 : Ennemis naturels de Spodoptera frugiperda identifiés a la famille

Ordre Famille Plante héte Latitude Longitude Statut
Basse altitude
Coleoptera Coccinellidae Mais S$-2,85247 E 29,04841 Prédateur
Chrysomelidae Mais S$-2,85236 E 28,04877 Prédateur
Curculionidae  Mais $-2,8518 E 29,04805 Prédateur
Dermaptera Forficulidae Mais S$-2,85233 E29,04613 Prédateur
Hymenoptera Formicidae Mais $-2,85125 E 29,85125 Prédateur
Vespidae Mais S-2,8533 E 29,04619 Prédateur
Diptera NI* Mais $-2,85116 E29,04936 Potentiel parasitoide
NI* Mais S-2,8533 E 29,04619 Potentiel parasitoide
NI* Mais S$-2,74888 E 29,00644 Potentiel parasitoide
Hemiptera Reduviidae Mais S$-2,74888 E 29,00644 Prédateur
Homoptera Cercopidae Mais $-2,8523 E 29,04911 Potentiel prédateur
Moyenne altitude
Coleoptera Coccinellidae Mais S$-2,32775 E 28,78638 Prédateur
Curculionidae  Mais S$-2,31636 E 28,79519 Prédateur
Carabidae Mais S$-2,32761 E 28,78838 Prédateur
Chrysomelidae Mais S-2,37472  E 28,79419 Prédateur
Cicindelidae Mais S -2,4048 E 28,80836 Prédateur
Dermaptera Forficulidae Mais S$-2,31177 E 28,79125 Prédateur
Hymenoptera Formicidae Mais S$-2,31525 E 28,79697 Prédateur
NI* Mais S$-2,31391 E 28,79155 Potentiel Parasitoide
Diptera NI* Mais S$-2,3123 E 28,79588 Potentiel parasitoide
NI* Mais S$-2,32152 E 28,78563 Potentiel parasitoide
NI* Mais $-2,31783  E 28,79225 Potentiel parasitoide
Homoptera Cercopidae Mais S$-2,31697 E 28,79377 Potentiel prédateur

NI* : non identifié

Au total, 6 ordres et 10 familles ont été identifiés comme ennemis naturels potentiels de
S. frugiperda retrouvés uniqguement sur la culture du mais comme plante hote. Plusieurs
espéeces de I'ordre des Dipteres ainsi qu’une espece d’Hyménoptere n’ont pas été identifiées
car il n’a pas été possible de les capturer. La majorité des auxiliaires identifiés sont des
prédateurs généralistes et les parasitoides sont les moins représentés. Les familles des
Coccinellidae, Curculionidae, formicidae, Cercopidae, Chrysomelidae et Forficulidae ont été
présentes en basse comme en moyenne altitude.

b) Microorganismes entomopathogénes de Spodoptera frugiperda
Souches de bactéries identifiées par I’analyse 16S rRNA

L'identification des bactéries colonisant les larves de S. frugiperda a été réalisée par
méthode moléculaire et en utilisant la comparaison avec la méthode BLAST (Tableau 6).

42



Tableau 6 : Espéces et souches de bactéries identifiées a partir des cadavres de Spodoptera

frugiperda
N° Nom Souche % identification
1 Bacillus velezensis FZB42 99.9
2 Sphingomonas paucimobilis DSM 30198 100.0
3 Pseudomonas taiwanensis DSM 21245/BCRC 17751 99.6
4 Bacillus pumilis NBRC 12092 100.0
5 Pseudomonas palleroniana CFBP 4389 99.8
6 Klebsiella variicola F2R9 100.0

Six souches bactériennes ont été identifiées. Les résultats de I'analyse 16S rRNA ont permis
d’identifier parmi les six souches potentielles, une seule souche entomopathogéne, utilisée
dans le contréle biologique contre les insectes. Il s’agit de la souche Pseudomonas
taiwanensis DSM 21245/BCRC 17751. Les souches FZB42 de Bacillus velezensis et la souche
NBRC12092 sont réputées pour le controle biologique de certaines maladies chez les
plantes.

Champignons entomopathogénes

Sur base des caractéristiques présentées (Tableau 4), deux souches potentielles de
champignons entomopathogenes ont été isolés (Figure 14).
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Figure 14 : Potentiels champignons entomopathogénes de Spodoptera frugiperda isolés a
partir des cadavres

En effet, la croissance mycélienne a été la plus observée pour ces deux champignons sur le
milieu PDA sans aucune production de spores au cours de trois semaines aprés la mise en
culture. Cette situation n’a pas facilité leur identification. Ces champignons ont été repiqués
plusieurs fois sur ce méme milieu pour stimuler la sporulation.

43



4.1.3. Elevage de Spodoptera frugiperda

Emergence des adultes, production larvaire et des chrysalides

L'émergence des adultes a été observée sur 18 jours avec chaque fois des différences en
termes de nombre entre les males et les femelles (Figure 15). Ainsi, un total de 180 adultes
pour une seule génération a été enregistré au cours de I'élevage dont 107 femelles et 86
males. A partir du troisieme jour jusqu’au treizieme jour, il s’observe des fluctuations entre
I’émergence des males et des femelles. Au quatorziéme jour (deuxiéme semaine), le nombre
de femelles était plus élevé que les males (13 individus contre 2), ce qui affecte la production
larvaire a la troisieme et quatrieme semaine telle que démontrée a la figure 16.
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Figure 15 : Evolution des émergences des adultes de Spodoptera frugiperda pendant la mise
en place des élevages au laboratoire

La production moyenne en larves de deuxiéme stade et des chrysalides ainsi que les taux de
mortalité observés pendant I'élevage sont présentés (Figure 16).
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Figure 16 : production moyenne de larves, de chrysalides et mortalité larvaire de Spodoptera
frugiperda lors de la mise en place des élevages

La moyenne des larves a été évaluée pendant 4 semaines. La plus grande production larvaire
a été observée a la deuxiéme semaine avec une moyenne de 280,5+69,50 larves de
deuxieme stade tandis que la production moyenne a la quatrieme semaine est de
122,6+69.55 larves de deuxiéme stade. La production larvaire a la premiére et a la troisieme
semaine étant intermédiaire. Cependant, des mortalités ont été observées au cours de
I’élevage, surtout a partir du quatrieme stade larvaire. Cela affecte la production en
chrysalide. Un taux de mortalité jusqu’a 79,3% a été observé a la deuxieme semaine ol il y a
eu une grande production larvaire. Ce taux de mortalité est lié a la densité des larves dans
les boites, accentuant le phénoméne de cannibalisme observé chez S. frugiperda. A la
guatrieme semaine, 39,0% de mortalité larvaire sont observés a une densité de 122,6 larves
par boite. Cette mortalité n’est pas seulement due au cannibalisme mais aussi lors de la
transformation de la larve en chrysalide. Dans certains cas, cette transformation est
incompléte et la chrysalide n’est pas formée.

Cycle de développement de Spodoptera frugiperda

Un schéma illustratif du cycle de développement de S. frugiperda est présenté (Figure 17).
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Figure 17: Cycle de développement de Spodoptera frugiperda

Dans les conditions de température et d’humidité relative de 24+1°C et 50+5%, le cycle
complet de développement de S. frugiperda a été évalué a 35 jours. Six stades larvaires sont
observés. Les caractéristiques de chaque stade de développement sont présentées (Tableau

7).
Tableau 7 : caractéristiques des stades de développement de Spodoptera frugiperda
Stade Durée (jours) Poids (mg) Taille (mm)
CEufs 2,72 +£0,46 - -
L1 3,55+0,51 0,64 +£0,18 3,0£0,0
L2 1,39+0,50 3.02+0,88 52+04
L3 1,55+0,51 13,7 +2,39 9,2+0,8
L4 3,16 £ 0,51 67,3+10,9 13,6 £0,5
L5 2,55+0,70 139,9+21,8 224+1,5
L6 6,05 + 0,80 548,1 +73,5 346+1,1
Chrysalide 10,27 £1,02 217,2+37,1 15,4+2,1
Adulte 11,83+ 0,38 129,0 £ 24,0 18,0+1,2

Si I'on considéere chaque stade de développement séparément, a partir du stade L6 jusqu’a

I'adulte, la durée est de 27 jours. Ces trois stades sont les plus longs en termes de durée de

vie. Le développement larvaire de maniére générale est réalisé en 18 jours. Le sixieme stade

larvaire représente le stade de développement le plus dangereux compte tenu de son poids



et de sa taille. La longévité des adultes a été évaluée a ~ 12 jours dans lesquels 2 a trois jours
représentent la période de pré-oviposition. Cependant, les stades L2 et L3 présentent des
durées de vie relativement courtes avec une moyenne de 1,5 jours.

Fécondité chez Spodoptera frugiperda

La capacité de ponte chez S. frugiperda a été évaluée en fonction des conditions d’élevage et
de quatre sex-ratios. Les résultats sont rapportés sur le nombre d’ceufs par jour ainsi que le
nombre de masses d’ceufs déposés par jour (Figure 18).
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Figure 18 : Fécondité de Spodoptera frugiperda : nombre d’ceufs par masse et par jour (A) et
nombre de masses d’ceufs pondues par jour (B)
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Des fluctuations sont observées entre les quatre sex-ratios en termes de nombre d’ceufs et
de masse d’ceufs déposés. La capacité de ponte par individu est de 874 ceufs et le nombre
de masses d’ceufs est de 10 au maximum par génération avec une moyenne de 174,8+35,6
ceufs par masse dans les conditions de température de 24+1°C, d’humidité relative de
5015% et d’'une photopériode de 18h/6h. La majorité d’ceufs est déposée les six premiers
jours. Le sexe ratio de 2/2 a été la meilleure combinaison en termes de production d’ceufs
des le premier jour d’observation (305 ceufs). La plus faible production en ceufs a été
enregistrée pour le sexe ratio de 2/3.

4.1.4. Caractérisation moléculaire de Spodoptera frugiperda

Un test a été réalisé sur 13 échantillons d’adultes précédemment collectés a 'aide des
pieges a phéromones et confirme bien la présence de deux souches de S. frugiperda (Riz et
Mais) dans le milieu d’étude (Figure 19) suite a la visualisation sur gel électrophorése des
résultats de la PCR-RFLP du COl de S. frugiperda.
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Figure 19: gels d’électrophorese de la digestion des produits PCR des échantillons de
Spodoptera frugiperda adultes par 'enzyme Mspl du COI

La différenciation de ces deux souches a été réalisée sur base du nombre de la longueur de
fragment en terme de paires de base et la digestion des produits PCR amplifiés par I'enzyme
Mspl. Les produits non digérés représentent la méme taille de I’ADN (569 bp) et constituent
la souche riz tandis que ceux digérés correspondent a la souche mais. Au total 4 souches de
mais et 9 du riz sont visualisées (Figure 19). L’étalon du poids moléculaire utilisé était de 100
bp Ladder. L'identité des souches de S. frugiperda et leur localisation dans le milieu d’étude
sont présentées (Tableau 8).
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Tableau 8 : Identité et localisation des souches de Spodoptera frugiperda relatives aux

individus collectés a I’Est de la RD Congo

N° Milieu Groupement Identité souche
A2 Gembloux - Abeille melliféere témoin
3 Plaine de la Ruzizi Luvungi Riz

4 Plaine de la Ruzizi Kamanyola Riz

13 Plaine de la Ruzizi Luvungi mais

17 Plaine de la Ruzizi Luvungi Riz

19 Plaine de la Ruzizi Luvungi Riz

20 Plaine de la Ruzizi Luvungi mais

22 Plaine de la Ruzizi Kamanyola Riz

23 Plaine de la Ruzizi Kamanyola Riz

26 Plaine de la Ruzizi Kamanyola Riz

31 Plaine de la Ruzizi Luvungi Riz

33 Plaine de la Ruzizi Kamanyola mais

35 Plaine de la Ruzizi Luvungi Mais

42 Plaine de la Ruzizi Luvungi Riz

La présence de deux souches de S. frugiperda dans la plaine de la Ruzizi est confirmée

précisément a Kamanyola et a Luvungi.

4.1.5. Controle biologique de Spodoptera frugiperda

L'efficacité des souches de champignons a été évaluée durant 7 jours d’essais tandis que
pour la bactérie, 4 jours ont suffi pour avoir une mortalité de 100% en boites de Pétri et sur
les plantes de mais dans les cages. Les effets des champignons entomopathogenes et leur

source de nourriture sur la mortalité de S. frugiperda sont présentés (Figure 20).
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Figure 20: Effets de différentes souches de champignons entomopathogénes sur la mortalité

de Spodoptera frugiperda
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Une différence hautement significative entre les traitements de champignons a été observée
(Figure 19A, p < 0.001, F = 10.57). La mortalité de S. frugiperda a été évaluée a 15,3%, 17,7%,
16,4% et 0,0% respectivement pour les souches d’A. flavus, B115, GHA de B. bassiana et le
témoin. Pour ce qui est de la source de nourriture, une différence hautement significative a
également été observée (Figure 19B, p < 0,001, F = 40,5). La mortalité de S. frugiperda
inoculé avec les souches de champignons a été la plus élevée sur plante (15,0%) que sur
diete (5,7%).

Tableau 9 : Effet combiné de souches et de source de nourriture sur la mortalité de

Spodoptera frugiperda
Mortalité

Souche Diete Plante
GHA 1,33+1,15¢ 4,66+1,15a
B115 2,00 + 1,00 bc 4,66+ 0,57 a
A. flavus 1,66+1,15¢c 4,33+0,57 ab
Témoin 0,66 £0,57 c 1,00+ 0,00 c
p 0,041
F 3,46
CV (%) 34,07
MSD 2,44

a, ab, bc, ¢ : Les moyennes suivies de lettres identiques ne sont pas statistiquement différentes au
seuil de probabilité de 5% selon le test de Tukey HSD (Honestly Significant Difference of means).

Une différence significative existe lorsque les facteurs en étude sont combinés. La souche
B115 et GHA inoculés sur les larves et placés sur les plantes, ont présenté des valeurs de
mortalité élevées soit 26,1%.

L'efficacité de trois doses de Bt utilisées pour controler S. frugiperda est présentée (Figure
21).
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Figure 21 : Efficacité de Bacillus thuringiensis contre Spodoptera frugiperda
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L'analyse de la variance a montré une différence hautement significative (p < 0,001, F =
7225) entre les traitements (Figure 20A). Les trois doses de Bt ont présenté une efficacité
de 100% contre les larves de S. frugiperda, évaluée pendant 4 jours. Par contre, aucune
différence significative n’a été observée entre la source d’alimentation (Figure 20B, p =
0,332, F = 1). L'interaction entre les deux facteurs n’est pas significative (p = 0,418, F = 1).

Cependant, par comparaison des résultats, I’efficacité du Bt est de loin supérieure a celle des
souches de champignons entomopathogenes testées.

4.2. Discussion

Etat des lieux et surveillance de Spodoptera frugiperda

L'incidence de S. frugiperda diminue avec I'augmentation de l'altitude. Cela explique la
différence entre nos deux milieux d’étude du point de vue climatique. La plaine de la Ruzizi
dont I'altitude est inférieure a 1000m, est une région dominée par le climat tropical sec
comparativement a Kabare ou le climat est du type tropical humide. Deux éléments
expliqguent cette variabilité : la température et les précipitations. Tous les parametres
épidémiologiques qui expliquent l'incidence de S. frugiperda sont associés a ces deux
éléments. S. frugiperda a besoin 600°C de degrés jours pour réaliser son cycle complet
d’apres la modélisation de Duplessis et al. (2018) voir méme 559°C de degrés jours d’aprés
Lopez et al. (2019). Avec des extrémes de températures de 17 a + 30°C, la plaine de la Ruzizi
(basse altitude) constitue un milieu plus favorable pour S. frugiperda.

Le Degré d’attaque est moyen que ¢a soit en basse ou en moyenne altitude tandis que
I'incidence est la plus élevée en basse comparativement a la moyenne altitude. Selon les
études de Sisay et al. (2019), I'incidence variait de 5 a 100% tandis que le score de dégats sur
les feuilles variait de 1,8 a 7,0. La faible incidence ainsi que le degré moyen d’attaque
observé en moyenne altitude sont liés a I'abondance des pluies dans le milieu. Selon nos
observations personnelles, les pluies agissent sur les populations de S. frugiperda de
maniére directe et indirecte. Les larves se cachent toujours entre les feuilles verticillées
(entonnoir) pour infester les plantes pendant la nuit (Day et al., 2017). Des fortes pluies
remplissent les feuilles verticillées d’eau et occasionnent des mortalités, surtout chez les
jeunes larves de S. frugiperda. Les observations similaires ont été notées chez Early et al.
(2018). De maniére indirecte, les pluies font tomber les larves jusqu’au niveau du sol ou les
contacts éventuels s’établissent avec les microorganismes entomopathogenes.

Baudron et al. (2019) ont élaboré toute une série d’autres parametres qui influencent
I'incidence et la sévérité de S. frugiperda parmi lesquels, les pratiques culturales, les variétés
et l'utilisation des produits chimiques, constituent des parameétres importants. Il est
démontré dans cette étude que le stade de la floraison est la plus attaquée par S. frugiperda.
Ces résultats sont expliqués par la variabilité climatique observée ces derniers temps
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occasionnant des perturbations du calendrier agricole dans le milieu d’étude. Compte tenu
de cette situation, des semis précoces et tardifs du mais sont effectués. Cela engendre des
chevauchements dans le cycle de S. frugiperda et les dégats deviennent importants. Par
contre, Baudron et al. (2019) n’ont pas trouvé d’effet de la date de semis sur les dégats de S.
frugiperda. Considérant I'échelle d’évaluation de la sévérité de S. frugiperda proposée par
Davis et al. (1992), Il est possible de déterminer les pertes occasionnées par S. frugiperda en
terme de gestion et de production (Abrahams et al., 2017 ; Baudron et al., 2019). Le temps
pendant lequel I’étude s’est réalisée n’a pas permis d’évaluer ce parametre.

L'abondance des individus de S. frugiperda capturés a l'aide des pieges a phéromones
confirme des différences entre les deux régions en termes d’attaques. Cependant, le nombre
moyen d’adultes capturés diminue en fonction du temps. Cela est di d’une part a la quantité
de phéromones par septum et le temps d’activité nécessaire de la substance phéromonale ;
et d’autre part aux conditions climatiques du milieu. Mitchell et al. (1983) ont proposé 5 a
10mg par septum pendant un temps relativement court (une a deux semaines). Unbehend
et al. (2014) ont signalé que le nombre d’individus males capturés dans les piéges varie en
fonction des zones géographiques lorsqu’on considére uniquement le composé Z7-12:0Ac a
différentes concentrations. Selon Mitchell (1979), le nombre d’individus adultes de
S. frugiperda présent dans une région est influencé par nombreux facteurs tels que la
période de I'année, I'abondance ainsi que la répartition de ses hotes sauvages et cultivés, le
mode de culture, le climat et la dispersion dans la région.

Identifications des ennemis naturels de Spodoptera frugiperda

Les ennemis naturels de S. frugiperda sont des prédateurs et des parasitoides retrouvées sur
culture de mais. Dans cette étude, les prédateurs ont été les plus observés sur culture du
mais et appartiennent aux familles déja identifiés. Les plus représentés dans les deux milieux
appartiennent aux familles Forficulidae, Curculionidae, Coccinellidae, Chrysomelidae,
Formicidae et Cercopidae. Les Coccinellidae et les Forficulidae sont réputés étre des
prédateurs d’ceufs (Hoballah et al.,, 2004 ; FAO, 2018); les Carabidae et les Formicidae
attaque le stade larvaire (Perfecto, 1991 ; FAO, 2018) tandis que le statut des Curculionidae
et des Chrysomelidae n’est pas élucidé. D’apres nos observations, ces deux familles
attaqueraient les ceufs et les jeunes larves. Les espéces de la famille des Vespidae et des
Reduviidae sont des prédateurs redoutables des larves de S. frugiperda (Hoballah et al.,
2004 ; Held et al., 2008 ; FAO, 2018). Cependant, la littérature sur le statut de la famille des
Cercopidae en tant que prédateur potentiel de S. frugiperda n’a pas été trouvée.

Une seule souche parmi les bactéries identifiées par les séquences BLAST est réputée
comme étant entomopathogene. Cette souche a déja été testée pour le contréle biologique
contre les insectes par Chen et al. (2014), particulierement sur Plutella xylostella. D’apres les
résultats des séquences BLAST, la présence d’autres souches de Pseudomonas en

52



I'occurrence Pseudomonas entomophila L48 confirme bien son statut d’agent de lutte
biologique potentielle pour le contréle des insectes (Vodovar et al. , 2006 ; Chung et al.,
2011; Sree & Varma, 2015; Dieppois et al., 2015). Chen et al. (2014) signalent que
P. taiwanensis a une activité insecticide contre un certain nombre d’espéces de Lépidopteres
y compris S. exigua. Cependant, nous formulons une hypothése selon laquelle,
P. taiwanensis constitue un candidat potentiel pour le contréle biologique de S. frugiperda
gu’il serait important de tester.

L'identification des champignons n’a pas été aisée au vu de la croissance sur le milieu de
culture. Néanmoins, les caractéristiques identifiées permettent d’émettre quelques
hypothéses. Selon les observations de Kaur (2009), la présence de spores blanches
poudreuses sur le cadavre de S. litura, était soupconnée comme étant une infection de
B. bassiana ; la présence des spores vertes puissantes suggere une infection par Nomuraea
rileyi ou Metarhizium anisopliae. Les observations similaires ont été signalées par Lacey &
Solter (2012).

Elevage de Spodoptera frugiperda

Des mortalités ont été observées lors de |'élevage, dues d’une part, a une densité élevée des
individus dans les boites, accentuant le phénomeéne de cannibalisme et d’autre part, lors de
la transformation des larves en chrysalides. Cet aspect de densité a été évoqué par Silva &
Parra (2013). Les résultats suggérent une densité de 40 larves par boite pour éviter ce
comportement. Le cannibalisme est un comportement fréquent dans les élevages de
S. frugiperda au laboratoire. Méme quand la source de nourriture n’est pas limitative, un
taux de 40 a 60% est évoqué (Chapman et al., 1999a). Les études menées par Chapman et al.
(1999b), ont montré que les individus issus du cannibalisme chez S. frugiperda avaient un
poids vif, un taux de développement et un taux de survie faibles. Cela explique le
pourcentage élevé de mortalité obtenu pendant I'élevage. Cette étude est allée plus loin
jusqu’a évaluer la fécondité chez S. frugiperda en démontrant que les femelles ont plus le
caractere de cannibalisme que les males, ce qui pourrait affecter leur oviposition. Le cycle de
développement de S. frugiperda a été évalué a 35 jours a une température de 24+1°C. La
température constitue un parameétre tres important pour la croissance et le développement
de S. frugiperda. Busato et al. (2005), ont évalué le cycle de S. frugiperda a environ 30 jours
dans les conditions de température et d’humidité relative de 25+1°C et 70£10%. A une
température de 25°C, le temps de développement larvaire a été évalué par Pitre et Hogg
(1983) a 3,3; 1,7; 1,5; 1,5; 2,0 et 3,7 jours respectivement pour les stades 1 a 6. La
différence est significative comparativement a nos résultats, uniguement au niveau du
sixitme stade larvaire. Enfin, Hogg et al. (1982) ont évalué le développement des stades
ceufs, larves et chrysalide a 2,7, 14,0 et 12,5 respectivement a 25°C.
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Tels que signalés par Capinera (2001) et CABI (2019), la capacité de ponte de S. frugiperda
est de 1500 a 2000 ceufs par génération. Ce chiffre n’a pas été atteint dans notre étude.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer cela: la température, I'humidité relative et la
photopériode. Selon Barfield & Ashley (1987), la longévité et la fécondité chez S. frugiperda
sont les plus élevées entre 21 et 25°C. Cette faible capacité de ponte n’est pas expliquée par
le facteur température étant donné que la température lors de I'élevage a été maintenue a
24+1°C. La photopériode lors de I'élevage a été réglée a 18h de lumiére et 6 h d’obscurité.
Or, selon Luginbill (1928), le rapport lumiére-obscurité a un effet sur la capacité de ponte
chez S. frugiperda tout en signalant que le plus grand nombre d’ceufs est obtenu a partir de
minuit. L’humidité relative faible provoque une dessiccation chez les adultes réduisant les
fréquences d’accouplement (Groot, 2014). La plupart d’études sur l'oviposition chez
S. frugiperda se réalisent a une température de 25+1°C, une humidité relative de 70+10% et
une photopériode de 14/10. A une température de 25+1°C et une photopériode de 14/10,
Barfield & Ashley (1987) ont observé jusqu’a 1446 ceufs par femelle. Murua et al. (2008), ont
trouvé des différences entre la fécondité chez les individus issus de différentes cultures a
une température de 27+2°C, une humidité de 70-75% et une photopériode de 14/10. La
femelle originaire de plantes de mais avait une capacité de ponte élevée soit 955 ceufs, plus
gue les autres. Les mémes observations sont signalées chez Silva et al. (2017) qui ont montré
que S. frugiperda a une fécondité différente en fonction des espéces de plantes hotes. La
période de pré-oviposition a été évaluée a 2-3 jours. Les résultats similaires ont été signalés
chez Sharanabasappa et al. (2018). La différence entre I'un de ces parametres ici évoqués a
des valeurs optimales, a une influence sur la durée de chaque stade de développement et la
reproduction chez les adultes.

Caractérisation moléculaire de Spodoptera frugiperda

Les résultats de I'analyse PCR-RFLP confirment I'existence de deux souches de S. frugiperda a
I’'Est de la RD Congo. Lorsqu’on établit un lien entre ces résultats et ceux obtenus par I'état
des lieux des attaques de S. frugiperda, dans le milieu d’étude, une contradiction surgit. Les
investigations réalisées montrent que S. frugiperda attaque deux cultures a I'Est de la RD
Congo. Il s’agit du mais et du sorgho. Or selon Pashley (1988b) et Cano-Calle et al. (2015), les
deux souches de S. frugiperda sont différenciées sur base de leur héte préférentielle (mais et
riz), d’ou I'appellation souche riz (R) et souche mais (C). La souche du mais attaque a la fois le
mais, le sorgho, la canne a sucre et le cotton (Hardke et al., 2015 ; Cano-Calle et al., 2015 ;
FAO, 2018 ; CABI, 2019) tandis que celle du riz attaque le riz et les graminées fourrageres
sauvages (Pashley, 1988b ; Cano-Calle et al., 2015).

Face a la diversité des cultures que S. frugiperda attaque (Montezano et al., 2018) dont la
plupart sont retrouvées a I'Est de la RD Congo, des hypothéses d’existence de deux souches
de S. frugiperda ont été évoquées au début de cette étude. Se basant sur la morphologie
des larves et les cultures attaquées (mais et sorgho), la différenciation de ces souches serait
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impossible. Le test de diagnostic COl PCR-RFLP est rapide et facile. Il n’est pas nécessaire de
purifier ’ADN mitochondrial avec les produits issus de I'amplification PCR (Levy et al., 2002).
La taille moléculaire de ces deux souches est différente apres digestion par I'enzyme Mspl.
Selon Lu & Adang (1996), le modele Mspl constitue un modeéle distinctif de ces deux souches
sur base de la taille moléculaire de chaque fragment d’ADN. Par utilisation de la PCR-RFLP et
la PCR du géne FR (spécifique au Riz), Cano-calle et al. (2015) ont différencié ces deux
souches de S. frugiperda. Vélez-Arango et al. (2008) ont différencié trois populations de
S. frugiperda : le biotype du mais avec I'enzyme Mspl du gene COIl, le biotype du riz,
composé d'individus ayant généré des produits d'amplification supérieurs a 500 bp avec le
marqueur FR, et enfin un groupe d'individus classés comme "hybrides" entre ces marqueurs.
D’apres les études récentes de Nagoshi et al. (2019), la présence de S. frugiperda sur le
continent Africain présenterait des caractéristiques comportementales potentiellement
incertaines. Les hypotheses sur I'existence des populations hybrides de S. frugiperda a I'Est
de la RD Congo sont émises.

Controle biologique de Spodoptera frugiperda

Les résultats des tests biologiques sur S. frugiperda par utilisation des champignons
entomopathogenes montre des différences entre les traitements. Cependant, I'efficacité de
ces champignons est faible lorsqu’on compare avec celle obtenue par les trois doses de Bt.
Selon Pandey & Hasan (2009) et Asi et al. (2013), la susceptibilité des insectes contre les
champignons entomopathogenes diminue avec I'augmentation de I'age des larves. Ce fut le
cas pour S. frugiperda. Le deuxieme stade larvaire était visé, or la durée pour ce stade a été
estimée a 1,3 jours. La mortalité a été observée pendant les trois premiers jours pour une
durée totale de sept jours d’essai. Nous émettons des hypotheses selon lesquelles le
changement rapide a travers les mues, du deuxiéme au troisieme stade et ainsi de suite, a
un effet sur la pénétration du champignon a travers la cuticule de la larve.

Thomazoni et al. (2014) ont ciblé le troisieme stade larvaire par utilisation de B. bassiana
avec une mortalité de 44,5%, considérée également comme faible. Wraight et al. (2010) ont
rapporté que toutes les especes de Lépidopteres ravageurs de cultures légumiéres, étaient
susceptibles a B. bassiana tout en signalant que S. frugiperda était le moins susceptible.
L'efficacité d’A. flavus a été évalué jusqu’a 60% de mortalité sur les larves de Tuta absoluta
par Lognoul (2018). Une mortalité faible a été obtenue sur S. frugiperda pour des raisons ci-
évoquées. Un taux de mortalité de 80 % a été observé chez les larves de S. frugiperda par
Domenico et al. (2009) par utilisation d’une souche de N. rileyi. Malapur et al. (2018) ont
conclu que cette espéce constitue un potentiel champignon entomopathogene pour le
contrble de S. frugiperda. Enfin, Romero-Arenas et al. (2014) ont évalué la mortalité de
S. frugiperda par utilisation d’une souche indigéne et une souche commerciale de
M. anisopliae. La mortalité la plus élevée (72,5%) a été enregistrée chez la souche indigéne
tandis que I'équivalent de 32,5% considéré comme faible a été obtenu chez la souche
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commerciale. N. rileyi et M. anisopliae constituent des souches intéressantes de
champignons entomopathogénes pour le controle de S. frugiperda qu’il serait important de
tester.

Cette étude montre également des différences entre la mortalité des larves traitées avec les
souches de champignons entomopathogénes sur la plante et sur la diete. A l'intérieur des
boites de Pétri, la surface est petite pour le déplacement des larves par comparaison aux
cages. Pour que le champignon pénetre, la cuticule doit étre rompue par une pression
mécanique (Zacharuk, 1970) et cela n’est possible que grace au déplacement des larves.
Aussi, les larves placées dans les boites s’alimentent plus vite, ce qui permet d’améliorer leur
fitness tandis que sur la plante, un minimum de temps est requis pour que les larves
commencent a s’alimenter des feuilles étant donné qu’elles ont été élevées des le départ sur
diete. Ce qui les rend susceptible aux infections par des agents entomopathogenes.

L'efficacité de 100% a été obtenue par utilisation d’'une souche commerciale de Bt pour le
controle de S. frugiperda. Les résultats similaires sont notés chez Polanczyk et al. (2000). Les
études de Polanczyk & Alves (2005) ont montré que le Bt affecte les parametres biologiques
(poids des larves et des chrysalides femelles, la ponte et la fécondité) de S. frugiperda. Il
serait intéressant d’évaluer ces parameétres pour toutes autres espéces potentielles de
bactéries entomopathogenes pour le controle efficace de S. frugiperda.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail a abordé les aspects d’état des lieux et de surveillance, de caractérisation
moléculaire et de controle biologique contre S. frugiperda, a I'Est de la RD Congo. Les
objectifs étaient d’évaluer l'incidence et la répartition de S. frugiperda dans les cultures,
d’identifier les souches et les ennemis naturels de S. frugiperda, de mettre en place un
élevage de S. frugiperda standardisé et adapté aux besoins et de tester certains agents
entomopathogénes contre S. frugiperda.

Les résultats de I'état des lieux ont permis de déterminer l'incidence et la répartition de
S. frugiperda dans les cultures en moyenne et en basse altitude de la zone investiguée. Les
conditions climatiques en basse altitude accentuent lincidence de cet insecte
comparativement a la moyenne altitude. Les investigations réalisées ont permis de détecter
les attaques de S. frugiperda sur la culture du mais et du sorgho. Les pieges a phéromones
utilisés lors de la surveillance ont capturé un nombre réduit des adultes S. frugiperda. Cette
surveillance des populations de S. frugiperda devrait étre renforcé par augmentation du
nombre de pieges et la durée des collectes dans la région afin d’estimer I"abondance des
populations et identifier les potentielles niches écologiques de ce ravageur.

La mise en place de I'élevage de S. frugiperda a permis de mettre en évidence son cycle de
développement dans des conditions bien particuliéres. La connaissance du cycle constitue
un facteur primordial dans la prise de décision en termes de stratégies de gestion de ce
ravageur. Il s’est fait remarquer que la durée du cycle est réduite lorsque les conditions
(température, humidité relative et la photopériode) sont optimales. Cependant, un
comportement de cannibalisme a été observé au cours de ['élevage occasionnant
d’'importantes mortalités. Les études ultérieures pourront fournir suffisamment
d’informations par rapport a l'impact de ce comportement sur la croissance et le
développement de I'insecte.

L'identification des ennemis naturels de S. frugiperda n’a pas été complétement effective.
Plusieurs especes de prédateurs ont été identifiées mais pas les parasitoides. Pourtant, selon
la littérature, un grand nombre d’espéces de parasitoides existent. Une souche de bactérie
identifiée est prometteuse pour le controle biologique de S. frugiperda. Plusieurs tests de
pathogénicité devront étre initiés afin de déterminer la virulence de cette souche. Deux
champignons entomopathogénes potentiels ont été isolés et présentent les caractéristiques
morphologiques des souches de champignons dont leur efficacité a déja été testée contre
S. frugiperda.

D’apreés les résultats des analyses moléculaires, deux souches de S. frugiperda existent dans
le milieu d’étude. Toutes les deux souches sont retrouvées dans la plaine de la Ruzizi. Ces
résultats ouvrent d’autres possibilités de recherche sur les hotes alternatives de ce ravageur
dans le milieu. L'utilisation des pieges a phéromones a permis de capturer les deux souches
a la fois dans une méme région géographique. De ces deux souches, l'une attaque le riz et
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es graminées fourragéres tandis que |'autre est retrouvée sur le mais et le sorgho cultivés.
I f tand I'aut t ret I tl h It

Les systemes de surveillance ultérieurs devront étre focalisés sur la souche du riz et des
graminées fourrageres dans la région d’étude.

Les expériences réalisées par utilisation des souches de champignons entomopathogénes
confirment I'effet de ces souches sur la mortalité des larves de S. frugiperda. Cette mortalité
a été jugée faible par comparaison a une souche commerciale de Bt. Cependant, cet effet a
été influencé par la sensibilité du stade de développement et la source de nourriture. A
cause de cette faible efficacité, les réflexions sont poussées loin par rapport a I'utilisation
des souches indigenes pour le controle de ce ravageur.

Enfin, la présente étude ouvre plusieurs pistes pouvant orienter les prochaines recherches
vers le développement des agents de lutte biologique pour le contréle efficace de S.
frugiperda en RD Congo.
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ANNEXES

Annexe 2 : Ennemis naturels de Spodoptera frugiperda dans la plaine de la Ruzizi

a: Diptera; b: Diptera ; c: Coleoptera Coccinellidae; d: Homoptera; e: Coleoptera
Curculionidae ; f: Hymenoptera Vespidae ; g: Dermaptera Forficulidae ; h: Hymenoptera
formicidae ; i: Coleoptera chrysomelidae; j: Hymenoptera Formicidae; k: Diptera; |:
Hemiptera Reduviidae.
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Annexe 4 : Images des ennemis naturels de Spodoptera frugiperda dans le territoire de
Kabare

a: Coleoptera Coccinellidae ; b : Coleoptera Coccinellidae ; c: Diptera; d : Homoptera; e:
Coleoptera Coccinellidae; f: Diptera ; g: Dermaptera Forficulidae; h: Diptera ; i:
Homoptera ; j: Hymenoptera ; k: Hymenoptera formicidae ; I : Coleoptera Curculionidae ;
m : Coleoptera Chrysomelidae ; n : Coleoptera Chrysomelidae.
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Annexe 5 : Cadavres de Spodoptera frugiperda infectés par des microorganismes
entomopathogénes

Annexe 6: Photographie monitoring de Spodoptera frugiperda a I’Est de la RD Congo
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Annexe 7: échelles d’évaluation visuelle des dommages de S. frugiperda sur le mais en phase
de développement (Davis et al., 1992)

L'annexe 7 présente les types de lésions occasionnées par les larves de S. frugiperda se
nourrissant des feuilles de mais ; a: trou d’épingle ; b : petite circulaire ; c;: petit allongé ;
¢, : moyen allongé ; c3: grand allongé ; d; : petite taille uniforme de forme irréguliere ; d,:
taille moyenne uniforme de forme irréguliére; ds: grande taille uniforme de forme
irréguliere ; e : trou de tir et f : gaine foliaire.

Annexe 8 : Indicateurs d’évaluation de la sévérité des attaques de Spodoptera frugiperda sur
la culture du mais selon Davis et al. (1992)

Explication/définition des dégats Evaluation
Pas de dégats visibles sur les feuilles 0
Uniquement les dégats par pig(re sous forme de trous d’épingle 1
Dégats causés sur les feuilles sous forme de trous d’épingle et de petits trous 2
circulaires
Des trous d'épingle, de petites lésions circulaires et quelques petites |ésions 3

allongées (de forme rectangulaire) atteignant 1,3 cm de longueur sont
présentes sur les feuilles verticillées et enroulées.

Plusieurs lésions allongées de taille petite a moyenne de 1,3 a 2,5 cm sont 4

présentes sur quelques feuilles verticillées et enroulées
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Plusieurs grandes lésions allongées de plus de 2,5 cm de longueur sont
présentes sur quelques feuilles verticillées et enroulées et/ou quelques trous
de forme uniforme a irréguliére de petite a moyenne taille (membrane basale
consommeée) qui sont mangées depuis les feuilles verticillées et/ou enroulées.

Plusieurs grandes lésions allongées présentes sur plusieurs feuilles verticillées
et enroulées et/ou plusieurs grands trous uniformes de forme irréguliére
mangés depuis les feuilles verticillées et enroulées.

De nombreuses lésions allongées de toutes tailles sont présentes sur
plusieurs feuilles verticillées et enroulées, ainsi que plusieurs grands trous de
forme identique ou irréguliére qui sont mangés depuis les feuilles verticillées
et enroulées.

De nombreuses lésions allongées de toutes tailles sont présentes sur la
plupart des feuilles verticillées et des feuilles enroulées, ainsi que de
nombreux trous de forme identique ou irréguliere de taille moyenne a
grande, mangés au niveau des feuilles verticillées et enroulées.

Les feuilles verticillées et enroulées sont presque totalement détruites.
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