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Résumé

Les bruches constituent une sérieuse menace de légumineuses a graines a I’échelle mondiale.
Dans le but de contribuer a la mise en place d’une lutte biologique efficace contre B. rufimanus
(bruche de la féverole) en milieu tempére et C. maculatus (bruche du niébé) en milieu tropical
compte tenu des externalités négatives de la lutte chimique, la présente étude a porté sur des
investigations visant a effectuer un état de lieux sur la diversité d’espéces de bruches et de
parasitoides associées aux cultures de féverole en région Wallonne , caractériser les impacts
causés par B. rufimanus aux graines de féverole collectées dans 8 sites de production en
Wallonie (Ciney, Battice, Verdenne, Assesse, Isnes, Bierwart, Rebecq, Beho), évaluer I’effet
variétal sur les dégats causés par B. rufimanus aux graines de 24 variétés de féverole provenant
d’un site d’essai du Cepicop de Gembloux de 2021 et évaluer la pathogénicité de souches GHA de
B. bassiana, USDA 4556 et V275 de M. brunneum sur le contréle biologique de 2 especes de
bruches en étude au laboratoire. Les résultats d’identifications de 534 spécimens collectés apres
émergences en 2021 sur graines de féverole échantillonnées dans les 8 sites de production
confirment B. rufimanus comme principale espéce de bruche associée aux cultures de féverole en
région Wallonne (avec 531 spécimens identifiés) aux cotés de 3 autres especes identifiées
s’agissant de Gastraphysa viridula, Psylliodes chrysocephala et Rhinoncus bruchoides. Il ressort
des résultats obtenus que le site de culture de la féverole et la variété ont un effet tres significatif
sur les infestations causées aux graines par B. rufimanus. Les graines collectées a Ciney ont été
les plus infestées (35,0 + 6,0%) contrairement a celles prélevées a Battice (4,0 £ 3,6%). Les
variétés Axel et Irena ont été les plus impactées par B. rufimanus (48,5 £ 9,1 % ; 40,0 £ 7,1%)
contrairement a Nanaux et Tiffany (10,0 + 8,1% ; 10,5 + 3,0%). Les tests de pathogénicité
effectués durant 10 jours d’essai au laboratoire confirment une efficacité élevée de la souche GHA
de B. bassiana par rapport aux souches USDA 4556 et V275 de M. brunneum sur les 2 espéces de
bruches en étude. Des mortalités évaluées a 96,6%, 88,3% ; 86,6% ont été obtenues au 10° jour
d’essai respectivement par les souches GHA; USDA 4556 et V275 sur B. rufimanus. Par
ailleurs, sur C. maculatus ; un taux de mortalité de 100% d’adultes traités était obtenu au 7° jour
d’essai avec la souche GHA contre 98,3% ; 88,3% de mortalités observées au 10° jour par USDA
4556 et V275. Les mortalités de C. maculatus sur semences du niébe traitées aux suspensions
fongiques étaient de 100% au 9° jour pour la souche GHA contre 91,6% et 86,6% pour USDA
4556 et V275 au 10° jour. Les TL50 observés étaient de 4 ; 6 et 7 jours sur B. rufimanus et de 5 ;
6 et 6a 7 jours sur C. maculatus respectivement pour les souches GHA, USDA 4556 et VV275. Les
3 souches testées ont significativement réduit la fécondité de C. maculatus.

Mots-clés : Bruches, Bruchus rufimanus, Callosobruchus maculatus, lutte biologique



Abstract

Bruchids are a serious threat to seed legumes worldwide. In order to contribute to the
implementation of an efficient biological control against B. rufimanus (faba bean bruchid) in
temperate environment and C. maculatus (cowpea bruchid) in tropical environment taking into
account the negative externalities of chemical control, the present study focused on investigations
aiming at carrying out an inventory of the diversity of bruchid species and parasitoids associated
with faba bean crops in the Walloon region, characterizing the impacts caused by B. rufimanus on
faba bean seeds collected in 8 production sites in Wallonia (Ciney, Battice, Verdenne, Assesse,
Isnes, Bierwart, Rebecq, Beho), to evaluate the varietal effect on the damage caused by B.
rufimanus on the seeds of 24 faba bean varieties from a Cepicop test site in Gembloux in 2021
and to evaluate the pathogenicity of B. bassiana GHA, USDA 4556 and M.brunneum V275
strains on the biological control of 2 bruchid species under study in the laboratory. The
identification results of 534 specimens collected after emergence in 2021 on faba bean seeds
sampled in the 8 production sites confirm B. rufimanus as the main bruchid species associated
with faba bean crops in the Walloon region (with 531 specimens identified) alongside 3 other
identified species, namely Gastraphysa viridula, Psylliodes chrysocephala and Rhinoncus
bruchoides. The results obtained show that the cultivation site of the bean and the variety have a
very significant effect on the infestation of the seeds by B. rufimanus. Seeds collected in Ciney
were the most infested (35.0 £ 6.0%), while those collected in Battice were the least infested
(4.0+£3.6%). The varieties Axel and Irena were the most affected by B. rufimanus (48.5 + 9.1% ;
40.0 £ 7.1%) in contrast to Nanaux and Tiffany (10.0 + 8.1%; 10.5 + 3.0%). Pathogenicity tests
carried out during a 10 days laboratory trial confirmed the high efficacy of B. bassiana strain
GHA compared to M. brunneum strains USDA 4556 and V275 on the two bruchid species under
study. Mortalities evaluated at 96.6%, 88.3% and 86.6% were obtained on the 10th day of the test
by the GHA, USDA 4556 and V275 strains respectively on B. rufimanus. On the other hand, on
C. maculatus; a 100% mortality rate of treated adults was obtained on day 7 of the test with the
GHA strain against 98.3%; 88.3% mortality observed on day 10 by USDA 4556 and V275.
Mortalities of C. maculatus on cowpea seeds treated with fungal suspensions were 100% on day 9
for strain GHA compared to 91.6% and 86.6% for USDA 4556 and V275 on day 10. The TL50s
observed were 4; 6 and 7 days for B. rufimanus and 5; 6 and 6 to 7 days for C. maculatus for the
GHA, USDA 4556 and V275 strains respectively. All 3 strains tested significantly reduced the

fecundity of C. maculatus.

Keywords: Bruchus, Bruchus rufimanus, Callosobruchus maculatus, biological control



Abréviations

% . Pourcentage

°C . Température en degreé Celsius

B.b (GHA) : Souche commerciale GHA de Beauveria bassiana

Cepicop : Centre pilote Wallon Céréales et Oléo-protéagineux

gr : Gramme

INRAE : Institut nationale de recherche pour [D’agriculture, 1’alimentation et
I’environnement

Jr . Jour

L.Cyh . Lambda-cyhalothrine

Masse tot. . Masse totale

ml . Millilitre

Mme : Madame

Mr : Monsieur

Nbre : Nombre

0S . Objectif spécifique

PMG : Poids de mille graines

PPRN . Production intégrée et préservation des ressources naturelles en milieu urbain

et péri-urbain

Réf. . Référence

SD . Standard déviation ou écart-type

SDA : Sabouraud Dextrose Agar

SDB : Sabouraud Dextrose Broth

TO : Témoin ou contréle

TL50 . Temps létal 50%

USDA 4556 : Souche USDA 4556 de Metarhizium brunneum
V275 . Souche V275 de Metarhizium brunneum
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1. Introduction

1.1. Les légumineuses, intéréts et inconvénients en milieu tropical et tempéré

Les légumineuses a graines font partie des cultures d’intéréts majeurs a I’échelle mondiale
grace a leurs services rendus a multiples échelles. Premierement, grace a leurs immenses
contributions a 1’alimentation humaine (FAO,2016), a I’amélioration de la productivité des
sols et des rendements des cultures (Huignard et al., 2011; Rachwa-Rosiak et al., 2015), ainsi
qu’aux revenus importants procurés aux producteurs en milieu tropical et tempéré par les

produits récoltés (Huignard et al., 2011).

De plus, leur teneur accrue en protéine, en sels minéraux et leur bonne digestibilité
(Pointereau, 2001) leur conférent le statut d’un fourrage de haute valeur alimentaire et trés
apprécié en milieu tropical et tempéré (Roberge & Hainnaux, 1975) permettant aux fermiers
d’accroitre leurs productions animales, d’obtenir des produits (viande, lait...) de haute qualité
(Baumont et al., 2016) et d’assurer une production réguliére et a long terme (Baumont &
Niderkorn, 2011).

Du point de vue écologique et environnemental, I’introduction des légumineuses dans les
rotations contribue a la réduction de la pollution atmosphérique par la réduction partielle des
quantités de fertilisants chimiques apportées aux cultures (Kopke & Nemecek, 2010). Leur
apport en azote au sol est estimée entre 75 a 150 Kg/ha (Huignard et al., 2011). Elles
contribuent également a la protection des sols contre les érosions hydriques (Roberge &
Hainnaux, 1975) et constituent des potentiels supports de la biodiversité (Thiebeau et al.,
2015).

Parmi elles figurent la féverole (Vicia faba L., Fabaceae) cultivée en région tempérée, au
Maghreb et en moyen orient comme fourrage et denrée humaine (Roubinet, 2016; Titouhi et
al., 2017) et le niébé (Vigna inguiculata (L.)Walp., Fabaceae), une culture tropicale
essentielle pour la sécurité alimentaire des populations africaines avec pres de 200 millions de
personnes tributaires de cette source de protéines végétales (Bello et al., 2019; Walp et al.,
2011).

Cependant, les légumineuses a graines sont soumises a des fortes pressions parasitaires (A.
Delobel et al.,1993) au champ et durant le stockage des graines dues principalement aux
Coléopteres de la sous famille des Bruchinae (Chrysomelidae), communément appelés

« bruches » (Huignard et al., 2011). Ces ravageurs impactent quantitativement et



qualitativement la production (Dibangou et al., 2021; Huignard et al., 2011). Selon Johnson &
Kingsolver (1981), 80 pourcents de Coléoptéres issus de la famille de Bruchinae sont

associees aux légumineuses comme hotes préférentiels.

En fonction du comportement de ponte de femelles et de la nature de leurs dégéts, I’on
distingue deux principaux groupes fonctionnels chez les bruches. Le premier rassemble les
especes généralement univoltines s’attaquant aux légumineuses en pleine culture. Les
femelles pondent sur les premiéres gousses produites et les larves se développent dans les
graines en formation jusqu’au stade adulte, cas de Bruchus rufimanus Boheman 1833
communément appelé bruche de la feve (Gyorgy & Stojanova, 2014; Segers et al., 2021). Le
second groupe réuni les especes habituellement polyvoltines dont les femelles pondent sur les
graines ou sur les gousses seches en cultures ou au sein des dispositifs de stockage, cas de
Callosobruchus maculatus (Fabricius 1775) connue sous I’appellation de la bruche du niébé
(Bouchikhi-Tani Zoheir et al., 2011; Huignard et al., 2011; Seidenglanz & Hunady, 2016).

Néanmoins, la lutte contre B. rufimanus et C. maculatus par les producteurs repose
principalement sur le recours aux insecticides synthétiques spécialement les pyréthrinoides et
les néonicotinoides sur féverole en milieu tempéré (Ward, 2018) et la pulvérisation des
insecticides fumigeénes sur graines séches du niébé entreposées en milieu tropical (Omoigui et
al., 2009) avec plusieurs répercussions négatives sur le plan sanitaire, environnementale et
écologique (Yu, 1992, Roubos et al., 2014; Zongo et al., 2015).

De plus, en région tropicale, la fumigation des graines séche du niébé fait face a plusieurs
contraintes d’ordre logistique notamment un acces réduit des producteurs aux produits et
équipements de pulvérisation et de protection de qualité suite a leurs chertés , le manque de
formation d’agriculteurs sur la manipulation de produits et des équipements ainsi que la
méconnaissance par la majorité de producteurs des produits agrées au niveau local (Zongo et
al., 2015). Face a ces multiples défis, la plupart des producteurs recours aux pratiques
traditionnelles pour pallier les dommages causes par les bruches aux graines telles que
I’incorporation du sable, de la cendre ou d’extrait poudreux de plantes aromatiques locales au
stock de graines, le séchage répété de graines, le stockage hermétique (Viaud, 1983) dont la
performance reste tres limitée et adaptée aux productions a petite échelle (Huignard et al.,
2011).

Compte tenu des externalités négatives resultant de la lutte chimique, la réflexion sur des

méthodes alternatives de lutte s’avére trés cruciale (Wahid H.Dakhel et al., 2019). Parmi



celles-ci la lutte biologique constitue une alternative a multiples avantages, notamment grace
a son caractére écologique, 1’absence d’impact sanitaire et environnemental, sa flexibilité vis-
a-vis des cultures et sa plus-value vis-a-vis de produits récoltés (Lambert, 2010). Parmi les
agents de lutte biologique, les champignons entomopathogénes constituent des sérieux
prétendants compte tenu de leurs performances vis-a-vis d’une multiplicité de ravageurs de
cultures (P.Grison, 1961; Zimmermann, 2007) parmi lesquels figurent les bruches de
Iégumineuses.



1.2. Les bruches, principaux ravageurs des graines de légumineuses

1.2.1. Taxonomie

La premiére recherche solide sur la classification des bruches résulte de la création d’une clé
d’identification morphologique des adultes au nord du Mexique et est I’ccuvre de Bridwell
(Bridwell, 1946; Southgate, 1979). Selon la classification taxonomique moderne, les bruches
sont des coléopteres classees au sein de la sous-famille de Bruchinae, famille de
Chrysomelidae (Coleoptera : Chrysomelidae : Bruchinae) (Borowiec, 1988; KERGOAT,
2004; Lawrence & Newton, 1982; Lecointre & Visset, 2001; Mann & Crowson, 2007; Ron
Beenen, 2010). En termes de diversité ; les bruches représentent un groupe minoritaire de
1700 espéces au sein des 135 000 especes de coléoptéres reconnues en tant que bioagresseurs
de cultures (Lawrence & Newton, 1982). Elles sont caractérisées par une grande plasticité
écologique qui explique leurs présences sur I’ensemble des continents excepté ’antarctique et

plus marquées en zones chaudes (KERGOAT, 2004).

1.2.2. Caractéristiques morphologiques

Les principaux eléments caractéristiques des Coléoptéres Bruchinae sont entre autre leur
petite stature d’une dimension moyenne de 4mm pour la plupart d’espéces (d’autres allant
jusqu’a 25 mm), leurs corps trapus a colorations sans éclat et généralement brunatre, revétus
d’ailes dures ou elytres (sauf le dernier segment abdominal appelé pygidium) et des poils au
niveau de leurs pattes ; I’apparence des 3 premiers tarsoméres et du tarsomere final et la
présence d’une téte étendu et plus ou moins pointu en position courbé sur I’axe du corps
(opisthognate) excepté chez les Rhaebinae (KERGOAT, 2004).

Pygidium
e : Pronotum

Scutellum

Fémur P3

1 mm

4&me tarsomeére

Figure 1: Face dorsale (coté gauche) et de profil (c6té droit) type de Bruchinae
(KERGOAT, 2004).



Les bruches sont connus a travers le monde comme potentiels ravageurs des graines de
Iégumineuses (Dan et al., 2018; Delobel et al., 2013; Reid & Beatson, 2013; Soares et al.,
2015) suite a leurs particularités d’insectes séminivores c’est-a-dire se développant dans les
graines en s’en servant comme support pour leurs croissances (Huignard et al., 2011) du stade
larvaire jusqu’a 1’émergence d’adultes (KERGOAT, 2004).

Economiquement parlant, 30 espéces de Bruchinae issus des genres Acanthoscelides,
Bruchus, Callosobruchus, Caryedon et Zabrotes sont pointées comme responsables des pertes
majeures (Kingslover, 2004 ; Segers et al.,2021 ; Kanyinda et al., 2018; Munyuli, 2009;
Viteri Jumbo et al., 2014). Ces pertes résultent de ’altération des graines entreposées par
leurs perforations conduisant ainsi a la perte de la valeur commerciale de la production (Ward,
2018). Selon Ron Beenen (2010), sept de 14 especes exotiques de bruches recensées en
Europe sont réputées économiquement dangereuses sur graines entreposées de légumineuses
s’agissant de de A. obtectus, A. pallidipennis, B. pisorum, B. rufimanus, C. chinensis, C.
maculatus, C. phaseoli et Zabrotes subfasciatus. La majorité de ces espéces ont la capacité
d’infester les graines de légumineuses entreposées jusqu’a 1’épuisement total des stock

(Borowiec L., 1988).



2. Cas d’études : Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus
2.1. Modéle d’étude tempéré : Bruchus rufimanus
2.1.1. Origine, Taxonomie et distribution

A T’heure actuelle B. rufimanus semble avoir une origine inconnue. Différentes études lient
son évolution a celle de sa plante héte Vicia faba L. (Ward, 2018). Communément appelée
bruche ou charancon de la feve, B. rufimanus est un coléoptere issu du genre Bruchus, de la
sous-famille de Bruchinae et de la famille de Chrysomelidae et connu comme ravageur de la
féverole a 1’échelle mondiale (Roubinet, 2016; Szafirowska, 2012; Titouhi et al., 2017).
L’espéce posséde une aire de distribution trés large qui couvre toutes les régions productrices
de V. faba a 1’échelle mondiale et particulierement 1’Europe, 1’Asie du Sud, I’Amérique du
Nord (Roubinet, 2016; Ward, 2018) et I’Afrique précisément dans la région Maghrébine
(Huignard et al., 2011).

2.1.2. Plantes hbtes

B. rufimanus a pour héte phare la féverole (V. faba) (Roubinet, 2016; Segers et al., 2022).
Cependant, on I’associe également aux diverses especes appartenant au genre Vicia ainsi qu’

au pois (Pisum sativum L.)(Decelle, 1989).

2.1.3. Biologie et cycle de développement au sein des cultures

Le cycle biologique de B. rufimanus est directement lié au cycle de la féverole au champ
(Medjdoub-Bensaad et al., 2015). Sa reproduction est liée a la phase végétative et de
fructification de la féverole et se déroule en plein culture lorsque les conditions du milieu
deviennent favorables. Les pontes s’effectuent sur les gousses en déploiement. Le
développement larvaire se poursuit ensuite & I’intérieur des graines en pleine formation
jusqu’a I’émergence d’adultes a la récolte. L’espéce posséde également la capacité d’émerger
au sein des stocks infestés par les ceufs sous forme d’insecte adulte (KERGOAT, 2004;
Roubinet, 2016). L’on dénombre quatre stades larvaires chez 1’espece (Khelfane-Goucem &
Medjdoub-Bensaad, 2016). Pendant I’hiver, les espéces adultes se réfugient dans divers
endroits proche du champ (résidus culturaux, écorces d’arbres...) et entrent en diapause
reproductive (Roubinet, 2016). Au retour des conditions climatiques favorables au printemps
(temperature allant a 15°C), celles-ci débutent I’envahissement des cultures au champ
(Medjdoub-Bensaad et al., 2015; Segers et al., 2021), d’abord par I’intrusion des méles

adultes a la floraison jusqu’a la phase de végétation, puis par celle d’adultes femelles apreés
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floraison, les deux se servant du pollen et du nectar floral comme ressource alimentaire et qui
leurs permettent de murir sexuellement (Birgit Politz, 2019; Segers et al., 2021). Aussitot
présent dans les cultures, les conditions favorables du milieu et la floraison de la féverole
vont induire la levée de la diapause sexuelle et permettre 1’accouplement. La température
idéale pour I’activité et la reproduction des bruchinae se situe entre 20 et 25°c. La durée
d’accouplement varie entre 2 a 3 semaines (Roubinet, 2016). Au terme de la floraison, les
males sortent du champ, et les femelles y demeurent et débutent leurs pontes sur les gousses
nouvellement déployées durant toute la phase de leurs formations et celle de graines. La ponte
s’étale sur 6 semaines et sa durée varie entre 1 & 2 minutes. Les ceufs obtenus ont
généralement une dimension inférieure a 2 mm de diamétre, et ont une coloration blanc-
jaunatre (Medjdoub-Bensaad et al., 2015; Roubinet, 2016). Selon Huignard et al. (2011), la
capacité de ponte de la femelle est estimée entre 50 et 100 ceufs. L’éclosion des ceufs donnant

naissance aux larves a lieu 10 jours aprés ponte (Roubinet, 2016).
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Figure 2: Cycle de développement de Bruchus rufimanus (Segers et al. 2021).



2.1.4. Caracteristiques morphologiques

Morphologiquement, les adultes de B. rufimanus se distinguent d’autres espéces par leurs
tailles variant entre 3 a 5 mm. L’espéce est caractérisée par un dimorphisme sexuel (présence
des males et femelles) (Roubinet, 2016; Ward, 2018), une coloration foncée , brune a noire, la
présence a la surface des élytres des taches blanches parfois grises dues a la présence d’une
pilosité blanche, les pattes antérieurs et segments d’antennes de couleur rouge, une téte et le
pronotum de couleur variant entre jaune et brune, présence d’antennes inclinées au niveau du

cinquiéme segment dont le segment terminal est oval (Ward, 2018).

Figure 3: Présentation morphologique de Bruchus rufimanus et dimorphisme sexuel : (a)
Adulte ; (b) Patte médiane de males présentant des éperons (Spu.); (c) patte médiane de
femelles sans éperons; (d) Face ventrale de I'abdomen des males en retrait par le pygidium

(Pyg.); (e) face ventral de I’abdomen des femelles sans échancrure (Segers et al., 2021).



2.2. Modéle d’étude tropical : Callosobruchus maculatus

2.2.1.  Origine, Taxonomie et distribution

C. maculatus est un coléoptére issu du genre Callosobruchus appartenant a la sous-famille de
Bruchinae, famille de Chrysomelidae. Originaire du milieu tropical, son aire de distribution
s’étend de la région tropicale ou sa présence est tres marquée (Huignard et al., 2011) en
région subtropical (Beck & Blumer, 2014). L’espéce abonde dans toute la région
intertropicale et particuliérement en Afrique, au Moyen-Orient, au Mexique, en Amérique
Latine et en Australie (Viaud, 1983).

2.2.2. Plantes hbtes

C. maculatus a pour plante hote de prédilection Vigna inguiculata (L.)Walp. Fabaceae ou
niébé pour laquelle il infeste les gousses matures au champ, les graines en stock et constitue le
ravageur le plus nuisible en terme de perte engendrée en région tropicale (Bello et al., 2019;
Darfour et al., 2012; Huignard et al., 2011; Seri-Kouassi et al., 2004; Walp et al., 2011).
Cependant, sa présence est parfois signalée sur d’autres fabaceae a I’occurrence du Soja
(Glycine max), du pois d’Angole (Cajanus cajan), du pois chiche (Cicer arietinum), du pois
antaque (Lablab pupureus), du petit pois (Pisum sativum), et de la lentille de terre
(Macrostyloma geocarpum)(Huignard et al., 2011).

2.2.3. Biologie et cycle de développement

A l’instar d’autres espéces de Bruchinae, le cycle biologique de C. maculatus est également
lié a son héte (Vigna inguiculata) et démarre au stade de murissement des gousses au champ
puis s’étale sur graines séches entreposées. Mais les graines seches stockées constituent leurs
cibles préférentielles (Beck & Blumer, 2014). L’accouplement débute par la quéte de la
femelle par le male au champ ou sur graines seche en stock puis se réalise. Par la suite,
I’oviposition s’effectue soit au champ a la surface des gousses du niébé matures et prétes a
étre récoltées ou sur graines séches en conservation (Huignard et al., 2011). Les ceufs pondus
mesurent environ 0,75 mm de long et sont oviforme ou fusiforme, a aspect éclatant et fixés a
la surface des gousses (Beck & Blumer, 2014). La taille de ponte varie entre 10 a 100 ceufs
par gousse mature ou graine séche infestée. Les ceufs éclosent une semaine apres leurs pontes
(Viaud, 1983). Apres éclosion ; la larve perce le tégument de la graine séche et s’installe dans
I’endosperme et s’en sert pour sa nutrition en créant des petites galeries rondes variant entre 1
a 2 mm. Au sein de la graine, elle subit 2 mues pour atteindre le stade larvaire secondaire,

puis évolue vers le stade nymphal qui évoluera jusqu’au stade adulte (Beck & Blumer, 2014).
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Les larves utilisent uniquement les graines séches du niébé comme support de croissance et
principale ressource alimentaire (Beck & Blumer, 2014). Le développement larvaire prend
environ 20 jours et la durée totale du cycle varie entre 30 a 35 jours en graines en stockage
(Viaud, 1983). La durée de vie d’adultes varie entre 10 a 14 jours dans le stock, période au
cours de laquelle ceux-ci ont la capacité de se maintenir en vie sans aucune ressource

alimentaire ni hydrique (Beck & Blumer, 2014).

2.2.4. Caractéristiques morphologiques

Du point de vue morphologique, la couleur de la plaque enveloppant le bout de 1’abdomen
permet de différencier les espéces adultes méles et femelles de C. maculatus. Elles sont
étendues, de coloration foncée et situé sur les 2 c6tés de la plaque chez les espéces femelles et
plus petite et dépourvues de stries ou rayures chez les males (Beck & Blumer, 2014). Les
males sont souvent de couleur brune et femelles noire chez certaines espeéces, et tous de
coloration brunatre chez d’autres. En terme de taille, habituellement les males sont petits que
les femelles (Beck & Blumer, 2014; Lawrence & Newton, 1982). Par rapport a I’aptitude au
vol, deux groupes morphologiques sont observés chez C. maculatus. Le premier regroupe les
espéces dépourvues d’aptitude de vol et la seconde celles pouvant voler. Ceux ne pouvant pas
voler se reconnaissent par leur coloration brun rougeétre et la présence de deux plages
noiratre sur le pygidium, ceux volant par leurs colorations brun noir a gris noir avec un

pygidium tacheté (Huignard et al., 2011).

b

Figure 4:Vue dorsale du male (a) et de la femelle (b) de Callosobruchus maculatus.
illustration de la coloration de la plaque abdominale postérieure (pygidium) spécifique au
sexe (Beck & Blumer, 2014).
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2.3. La lutte biologique et lutte contre les bruches en milieux tempérés et tropicaux

2.3.1. Lalutte biologique

a. Définition et fondement de la lutte biologique

La lutte biologique désigne un moyen de lutte visant a réduire a un seuil acceptable la densité
de population de ravageurs de culture en s’appuyant sur |’utilisation des organismes vivants
communément appelés agents de lutte biologique (Crump et al., 1999; Paul DeBach & Rosen,
1991). Ces derniers comprennent les predateurs, parasitoides et les agents pathogenes (les
champignons ,bactéries, nématodes...) (Lambert, 2010; Omkar & Kumar, 2016). Ce moyen
de lutte a pour fondement majeur la mise en profit par I’'homme de la relation naturelle
existant entre un ravageur de culture et un organisme vivant ayant la capacité de 1’éliminer

dans un bref délai (P.Jourdheuil et al., 1991).

b. Approches de mise en ceuvre de la lutte biologique

La mise en place de la lutte biologique s’effectue selon différentes approches :

> La stratégie ou approche classique :

Il s’agit d’une approche consistant a introduire volontairement dans un milieu les ennemis
naturels beaucoup plus d’origine exotique en vue de réguler a long terme la population de
bioagresseurs de cultures (Naranjo et al., 2015). Selon Omkar & Kumar (2016), cette
approche repose sur 1’idée selon laquelle, dans un nouvel environnement , une espéce
exotique devient nuisible et échappe au contrble de ses agresseurs naturels de son
environnement originel.

» Stratégie d’inoculation ou biocontrole inoculatif

Eilenberg et al.,(2000) et Crump et al., (1999) définissent cette approche comme une
méthode basée sur une libération volontaire d’organismes vivants (prédateurs, parasitoides)
dans un environnement sous prétexte que ces derniers se multiplieront et contrélerons les

bioagresseurs durant un long moment et non de maniére continuelle.

» Stratégie inondative ou biocontr6le inondatif :

Il s’agit d’une stratégie consistant a multiplier en masse plusieurs agents de controle
biologique (prédateurs, parasitoides) et a les lacher dans un environnement dans le but de

réduire immédiatement les populations de ravageurs de culture (Omkar & Kumar, 2016).
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» Lutte biologique de conservation ou approche augmentative :

Elle est définie comme étant une approche consistant a modifier I’environnement dans le but
de sauvegarder , maintenir et renforcer les organismes de lutte biologique (ennemis naturels)
afin d’éradiquer les populations de ravageurs (P. DeBach, 1974; Paul DeBach & Rosen,
1991).

2.3.2. Lutte contre les bruches en milieu tropical et tempéré

Differentes méthodes de lutte sont utilisées contre B. rufimanus en milieu tempéré et C.

maculatus en milieu tropical.

Tableau 1: Comparaison des méthodes de lutte utilisées contre Bruchus rufimanus en milieu

tempéré et Callosobruchus maculatus en milieu tropical

Méthodes de B. rufimanus (en milieu | C. maculatus (en milieu tropical)

Lutte

tempéré)

Lutte
conventionnelle

Ou chimique

Pulvérisation au champ
des insecticides a I’instar
des (du):

- Pyréthrinoides et
néonicotinoides (Ward,
2018)

- Lambda-Cyhalothrine,
z€ta cyperméthrine et la
deltaméthrine (Segers et
al., 2021)

Fumigation de graines seches du
niébé en stock par usage du (des) :
Dichlovos (DDVP),

Méthyle de Primophos,

Gaz de phosphine

Phosphure d’aluminium

(Omoigui et al., 2009).
Pyréthrinoides, organochlorés
Organophosphorés (Zongo et al.,
2015)

Lutte Culturale,
Mécanique et

Physique

- Assainissement du champ
- Décalage des dates de

semis ou Semis tardif

- Désherbage mécanique

- Elimination des plants et

gousses infestees par les

larves, piégeage

- Variétés tolérantes ou

résistantes (Roubinet,
2016; Szafirowska, 2012,
2014)

Associations niébé — céréale ou
niébé — autre Iégumineuse
(Viaud, 1983)

Elimination des adventices ,
Rotations culturales ,Variétés
résistantes,

Extirpation de plantes et gousses
infestées,

Labour superficiel

(Omoigui et al., 2009)
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Lutte biologique

- Utilisation des Parasites et
parasitoides larvaires
(Ahmed, 1996; De Luca,
1965)

- Champignons
entomopathogénes : B.
bassiana commercial
(Roubinet, 2016; Sabbour
etal., 2012)

Lutte
biochimique
et

Semiochimique

- Huiles essentielles
Veégétales (Roubinet,
2016; Titouhi et al., 2017)

- Pieges attractifs a base de
composés volatils floraux
au champ (Bruce et al.,
2011; Roubinet, 2016)

- Poudres et huiles essentiels des
Plantes aromatiques tropicales
(Huignard et al., 2011; Kalamo et
al., 2021; Kayombo Mbumba et al.,
2015; Kéita et al., 2000)

Méthodes
traditionnelles de
Lutte

- Stockage hermétique des graines

- Stockage de graines avec particules
de sable, d’argile, de cendre, du sel,
chaux éteinte (Viaud, 1983)

- Séchage solaire, Fumage,
conservation de graines sous forme
de gousses séches (KPATINVOH et
al., 2016; Omoigui et al., 2009)
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2.3.2.1. Lutte conventionnelle ou chimique

La lutte chimique demeure le principal moyen utilisé par les producteurs pour lutter contre
les bruches en milieu tempérée et tropical. En milieu tempéré, les insecticides couramment
utilisés contre B. rufimanus sont principalement les pyréthrinoides et les néonicotinoides en
mi floraison et au début de la fructification de la culture de féverole pour anticiper les pontes
de B. rufimanus (Ward, 2018). Mais il en résulte des sérieux problemes notamment
d’élimination des pollinisateurs suite a la coincidence du moment de traitement indiqué et la
phase de la floraison (Roubinet, 2016). A ceci s’ajoute des retombées environnementales et
sanitaires néfastes (Roubos et al., 2014). d’ou, I’interdiction de plusieurs produits chimiques
sur le territoire européen, limitant le choix de producteurs a quelques matiéres actives agrées
telles que la lambda cyhalothrine, la z&ta cyperméthrine et la deltaméthrine (Segers et al.,
2021). Par ailleurs, en milieu tropical, la lutte chimique contre C. maculatus consiste a
I’application sur graines séches des insecticides fumigénes a base du Dichlovos (DDVP)
combiné au méthyle de Primophos ou associé au gaz de phosphine ou au phosphure
d’aluminium (Phostoxin, Cyclotoxin...) en cas d’un long stockage (Omoigui et al., 2009).
Des produits tels que les pyréthrinoides, les organochlorés et organophosphorés sont
également utilisés mais dont la majorité sont non homologués et sources d’intoxications

alimentaires (Zongo et al., 2015).

2.3.2.2. Lutte Culturale , Mécanique et Physique

% Lutte culturale

Elle repose principalement sur différentes pratiques culturales utilisées par les producteurs
pour lutter contre les bruches. Sur culture de féverole en milieu tempéré, ces pratiques sont
basées sur les méthodes culturales préventives qui comprennent I’assainissement du champ et
le décalage des dates de semis ou semis tardif pour éliminer les sources d’infestations et
atténuer les risques sur la parcelle pour la culture a venir (Roubinet, 2016; Szafirowska,
2012). Selon Szafirowska (2014), un semis tardif de plus de 10 jours réduit significativement
les dommages induits par B. rufimanus a la culture en affectant 1’alimentation du ravageur et
en diminuant sa présence dans les cultures. L’utilisation des variétés tolérantes aux attaques
de B. rufimanus figure parmi les méthodes utilisées (Segers et al., 2022; Seidenglanz &
Hunady, 2016). Cependant , ces variétés demeurent encore trop peu connues sur le continent
européen (Roubinet, 2016; Segers et al., 2022). En milieu tropical, pour amoindrir les
infestations de C. maculatus sur le niébé au champ, les méthodes telles que I’association de V.

inguiculata avec une autre légumineuse (Arachis hypogea) ou une céréale (Sorghum bicolor),
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le recours aux cultivars résistants (Ali Doumma et al., 2006; Nwanze et al., 1975; Viaud,
1983), I’élimination des adventices; la rotation de culture, le recours aux semences indemnes

de maladies et le labour superficiel sont utilisées par les producteurs (Omoigui et al., 2009).
% Lutte Mécanique et Physique

Des pratiques telles que le désherbage mécanique associé a un labour profond visant a
enfouir les résidus de cultures , le fauchage des abords du champ dans le but d’éliminer les
foyers d’infestations de B. rufimanus, I’élimination des plants et gousses infestées par les
ceufs et larves du ravageur (Szafirowska, 2012 ; Seidenglanz & Hunady, 2016) et I’utilisation
des pieges a cone appatés avec un mélange de composants volatils floraux pour la capture et
I’élimination de B. rufimanus (Bruce et al., 2011) sont utilisées sur culture de féverole en
milieu tempéré. Sur culture du niébé en milieu tropical, des méthodes telles que 1’extirpation
et I’élimination au champ gousses matures infestées par les pontes de C. maculatus (Viaud,
1983) et 1’assainissement des magasins de stockage de graines du niébé pour réduire le risque
d’infestations de stocks par les adultes de C. maculatus sont appliquées par les producteurs
(Omoigui et al., 2009).

2.3.2.3. Lutte biologique

La lutte biologique contre B. rufimanus et C. maculatus a fait 1’objet des différentes études
en vue d’identifier les agents de lutte biologique capables de réguler les populations de 2

ravageurs.

0,

«» Ennemis naturels de Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus

Les recherches menées par Ahmed (1996) et De Luca (1965) ont permis de mettre en
évidence le statut de certains hyménoptéres comme parasites larvaires de B. rufimanus en
pleine culture de la féverole s’agissant d’espéces telles que Anisopteromalus calandrae How
(Ahmed, 1996), huit especes issues de Braconideae (Chremylus rubiginosus Hall., Triaspis
gibberosus Szep , T. luteipes Thorns. , T. pallidipes Nees , T. primus Brethes , T. similis Szep.,
T. stictostiba , T. thoracicus Curt), une espéce d’Eurytomidae (Eurytoma watchli Mayr.), cing
Pteromalidae (Dinannus acutus Thorns, D. Zaticeps Ashm. , D. magnus Rohwer, Larrophagus
distinguendus Frst.,Pteromalus micans Nees) et une espéce issue de Trichogrammatideae
(Uscana semijiimipennis Girault) (De Luca, 1965). D’autres especes telles que Chremylus
elaphus Haliday (Braconidae), Eupelmus microzonus Foerster et Eupelmus swezeyi (deux
Eupelmidae), Zelus renardii Kolenati (Reduviidae) (Bellifa & Chapelin-Viscardi, 2021), et

15



Dinarmus basalis (Pteromalidae) (De Luca,1965) ont été identifiées comme parasitoides de B.
rufimanus. Par ailleurs, les recherches menées par Huis et al. (1926) ont identifié 1’espéce
Uscana lariophaga comme parasitoide d’ceufs de C. maculatus. Oumarou et al. (2010) ont
identifié les hyménoptéres femelles de Eupelmus orientalis, Eupelmus vuilleti et Dinarmus
basalis comme endo-parasitoides des larves et ceufs de C. maculatus. Le parasitoide
Pteromalus cerealellae a été également identifié sur les larves de C. maculatus au 4° stade
d’évolution (Onagbola & Fadamiro, 2008).

% Utilisation des champignons entomopathogenes contre Bruchus rufimanus et

Callosobruchus maculatus

Bien que I’efficacité de champignons du genre Beauveria et Metarhizium dans la lutte contre
les insectes ravageurs ait été prouvée par différents chercheurs (Djameleddine, 2014; Ondiaka
et al., 2008; Quintela & Mccoy, 1997; Sabbour et al., 2012) peu d’informations semblent
actuellement disponibles sur B. rufimanus dans la littérature. Néanmoins, Roubinet (2016),
Sabbour et al.(2012) et Ward (2018) révelent la mise en évidence de I’efficacité de B.
bassiana contre B. rufimanus par quelques recherches nouvellement menés au laboratoire en
milieu tempéré. Sur C. maculatus, Ondiaka et al.(2008) atteste une bonne efficacité de B.
bassiana dans le biocontr6le du ravageur. Bokonon-ganta (2016) et Fernando et al.(2012)
révelent un bon comportement de M. anisopliae sur la mortalité d’adultes de C. maculatus en
condition de laboratoire. Les informations relatives a 1’efficacité du Metarhizium brunneum
sur B. rufimanus et C. maculatus ne sont pas renseignées a travers la littérature. Aussi,
’utilisation de champignons entomopathogénes comme moyen de lutte contre les bruches par
les agriculteurs n’est pas trés documentée et serait une piste non encore suffisamment

exploitée.
2.3.2.4. Lutte Biochimique

Elle repose sur I’utilisation des substances biochimiques telles que les huiles essentielles, les
poudres végétales et des piéges a base des composés sémiochimiques pour lutter contre B.

rufimanus et C. maculatus.

R/

++ Utilisation des huiles essentielles et poudres végétales

En milieu tempérée, certaines études menées ont révélé des vertus ovicides et réductrices de la
ponte de B. rufimanus des huiles essentielles de nigelle et de moutarde sur cultures de

féverole infestées (Roubinet, 2016) ainsi que des propriétés toxiques et insecticides de celles
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d’Artemisia sp (Titouhi et al., 2017) , d’Eucalyptus kalatus (Sarah, 2021) et d’Origanum
glandulosum (Bouchikhi-Tani Zoheir et al., 2011) sur les adultes de la méme espece. En
milieu tropical, Huignard et al. (2011) et Viaud (1983) soulévent 1’utilisation par la majorité
des producteurs des extraits poudreux et huiles végétales des lamiaceae, myrtaceae et
lauraceae pour la conservation des graines séches du niébé contre les attaques de C.
maculatus. Différentes études ont mis en évidence des vertus insecticides, ovicides et
réductrices de la ponte chez C. maculatus des huiles essentielles et poudres aromatisées du
basilic (O.canum et O.gratissimum (L) (Kéita et al., 2000; Semacumu Gakuru, 1996; Seri-
Kouassi et al., 2004), de la Citronnelle (Cymbopogon citratus) ,de /’Eucalyptus citriodora
(Ketoh et al., 1998; Semacumu Gakuru, 1996), du Tephrosia vogelii (Kayombo Mbumba et
al., 2015), de Moringa oleifera (Kalamo et al., 2021), la poudre de graines de Pachyrhizus
erosus (Pyalem et al., 2017), de Piper guineense et Capsicum frutescens (Semacumu Gakuru,
1996).

% Utilisation des piéges a base d’attractifs sémiochimiques

En milieu tempérée ; la méthode consiste a I’installation au champ des piéges sémiochimiques
développés a partir des composés volatils des fleurs et gousses de féverole pour désorienter et
attirer les adultes de B. rufimanus en vue de leurs éliminations et éviter I’envahissement des

cultures (Roubinet, 2016). Cette pratique serait non encore développée en milieu tropical.
2.3.2.5. Pratiques locales ou traditionnelles de lutte

Différentes pratiques traditionnelles propres au milieu tropical sont également utilisées par
les producteurs pour la conservation des graines du niébé contre C. maculatus. Elles
comprennent le stockage des graines seches au sein des emballages fermés de maniére
hermétique bloquant toute pénétration d’oxygene afin de provoquer la mort de bruches par
anoxie (Viaud, 1983). Les emballages couramment utilisés sont soit des sacs plastiques, des
bocaux capsulés, des sacs de jute, ou en caoutchouc, emballages traditionnels, ou des bidons
plastiques (Omoigui et al., 2009). KPATINVOH et al. (2016) soulévent également 1’usage
des particules fines du sable, de la cendre de bois, de particules d’argile, du sel, de la chaux
éteinte en poudre, I’exposition a la fumée, I’exposition au soleil ou la conservation des graines
sous formes de gousses seches comme autres pratiques de conservation utilisées en milieu

tropical mais présentant une efficacité limitée et variant en fonction de condition de stockage.
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2.3.2.6. Les champignons entomopathogenes

Les champignons entomopathogeénes sont connus comme potentiels parasites d’une trés
grande diversité d’insectes a toutes les phases de leurs évolutions (Aradjo & Hughes, 2016)
suite a leurs pouvoirs de contamination et de létalités élevés vis-a-vis de ces derniers. Ces
propriétés leur conférent le statut des véritables candidats dans 1’approche de lutte biologique
contre ravageurs des cultures (Amobonye et al., 2021). Selon Toure (2019), 700 especes
rassemblées a peu pres dans 100 ordres sont actuellement répertoriées ; les ordres des
Hypocréales et des Entomophtorales étant les plus représentés en termes d’especes. Leur
utilisation est a la fois avantageuse du point de vue écologique, environnemental et
économique (P.Grison, 1961). lls dérivent de divers groupes taxonomiques (Zygomycetes,
ascomycetes, basidiomycetes...) parmi lesquels figure celui des Ascomycétes au sein duquel
appartiennent Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae et Metarhizium brunneum qui
jouissent d’une bonne réputation en lutte biologique a travers nombreuses études (Ferron,
1975; Hidalgo et al., 1998; Oudjelida & Oltani, 2010; Quintela & Mccoy, 1997; Roberts & St.
Leger, 2004; SABBAHI, 2008). L’action des champignons entomopathogenes sur
I’organisme de 1’insecte ravageur débute une fois le contact entre les spores et la membrane
cuticulaire établi. La contamination de 1’organisme de I’insecte se propage par la dégradation
des composés chitineux, protéiques et lipidiques constitutifs de I’exocuticule par les enzymes
fongiques secrétées (Ferron, 1975). Il s’ensuit une germination et intrusion de spores a
travers la cuticule, un envahissement total de 1’organisme par le développement du mycélium
(Kouadio et al., 2018) et I’épuisement de nutriments de 1’hdte conduisant & sa mort. Par la
suite, le champignon se maintien en saprophyte jusqu’a I’envahissement total des tissus de
I’insecte mort (Ferron, 1975). Une fois contaminé par B. bassiana, les capacités
reproductrices de I’insecte peuvent étre négativement affectées (N’DOYE, 1976). Quant a
Metarhizhium, une fois I’hote morte, il peut se développer lorsque les conditions d’humidité

sont favorables sous formes de conidies de coloration verdatre (Driver et al., 2000).

Au vu de tout ce qui précede, la lutte biologique contre les bruches en milieu tropical et
tempéré n’est pas encore suffisamment développée. Aucune méthode de lutte biologique
efficace contre les bruches n’est encore mise en place auprés des producteurs a 1’heure
actuelle. Pourtant les pertes de production résultant de leurs dégéts s’intensifient, le besoin
en légumineuses a graines augmente avec 1’explosion démographique mondiale et les
répercussions négatives liees a la lutte chimique deviennent de plus en plus intenses. Des

études approfondies sur les agents de lutte biologique efficaces contre les bruches tels que
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les agents pathogénes s’avérent donc trés cruciales pour la mise en place aupres de
producteurs du milieu tropical et tempéré de méthode de lutte biologique efficace et durable

contre ces ravageurs.

3. Objectifs de la recherche

D’une maniére générale, la présente étude se veut de contribuer a la mise en place de la lutte
biologique contre les bruches en milieu tropical et tempéré.

Plus précisément, cette étude poursuit deux axes d’étude subdivisés en différentes
objectifs spécifiques (OS):

% Premier axe : Lutte biologique en milieu tempéré contre B. rufimanus :

- OS 1.1: Effectuer un état des lieux sur la diversité d’espéces de bruches et de
parasitoides associées aux cultures de féveroles en Région wallonne;

- 0OS 1.2: Caractériser les impacts causés aux graines récoltées dans les différents
sites de production de la féverole de la Wallonie;

- 0S 1.3: Evaluer I’effet variétal sur les dommages causes aux graines.

s Deuxiéme axe : Evaluer le potentiel de souches de champignons entomopathogenes en

tant que biopesticide contre les bruches en milieu tempéré et en milieu tropical.

- OS 2.1: Evaluer en laboratoire les effets Iétaux et sublétaux de trois souches de
champignons entomopathogénes sur C. maculatus selon deux modes d’application
(pulvérisation et traitement de semences) ;

- OS 2.2: Evaluer en laboratoire les effets létaux de trois souches de champignons
entomopathogénes sur B. rufimanus émergeant de diapause reproductive selon un

mode d’application (vaporisation)
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4. Matériel et méthodes

4.1. Evaluation de la diversité d’especes de bruches et de parasitoides associées aux
cultures de féverole en Région wallonne (OS 1.1)

La diversité d’espéces de bruches et de parasitoides associées aux cultures de feverole en
Région wallonne a été évaluée a partir des échantillons de graines de féveroles collectés sur
huit sites (Ciney, Battice, Verdenne, Assesse, Isnes, Bierwart, Rebecq, Beho (Figure 5). Ces
¢chantillons de graines, issues d’agriculture biologique ont été disposés dans des picges
d’émergence a une température de 20+2°C durant deux mois afin de capturer les bruches et
les parasitoides en émergence post récolte. Les insectes collectés a 1’aspirateur a bouche ont
été conservés dans des piluliers a 1’éthanol 70% avant d’étre mis en collection pour

identification.

g

Il Plaines et Vallées Scaldisiennes
[T Hesbigno-Brabangon

[ ] Sambre-et-Meuse et Condroz
[ Fagne, Famenne et Calestienne
I Thi¢rache

[] Basse et moyenne Ardenne

[ Ardenne centro-orientale

I Haute Ardenne

I Haute Lorraine — e —q
[] Basse Lorraine

Figure 5: Localisation de huit sites d’échantillonnage dans différentes régions bioclimatiques
de la région Wallonne: 1=Rebecq, 2=Isnes, 3= Bierwart, 4=Assesse, 5=Ciney, 6=Verdenne,
7=Battice, 8=Beho (Arnaud Segers,2022).

La mise en collection de spécimens de bruches (Figure 6 : b,c,d) a consisté a épingler ces
derniers moyennant une aiguille de taille 000 piquée dans 1I’élytre droite puis a étaler toutes
les pattes. Apres étalement, les spécimens ont été laissé séchés a I’air libre durant 2 semaines
puis étiquetés. Les spécimens de parasitoides etant de petites tailles, ont été conservés dans
I’éthanol a 70 % au sein des tubes Eppendorf de 1,5 ml (Figure 6 : e,f). Les spécimens ont
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ensuite été identifiés sur base de leurs caractéristiques morphologiques moyennant une clé
d’identification taxonomique par deux spécialistes, ceux de bruches par Mr Jean Fagot
(entomologiste et collaborateur scientifique de 1’Université de Liege) et ceux de parasitoides
par Mr Jean-Yves Rasplus (entomologiste attaché a I’Institut nationale de recherche pour
I’agriculture, 1’alimentation et 1’environnement INRAE en sigle et au Centre de Biologie

pour la Gestion des Populations situé en France).
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Figure 6: Illustration de la mise en collection de spécimens de bruches (b,c,d) et de
parasitoides (e,f) collectés aprés émergences sur les échantillons de graines de féverole
prélevés dans 8 sites de production de la Wallonie et conservés a 1’éthanol 70% (a) au
laboratoire (R.Lugendo, 2022).
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4.2. Caractérisations des taux d’infestations des graines de la féverole collectées dans les

differentes régions bioclimatiques de la Wallonie (OS 2.2)

Pour caractériser les dommages causes par B. rufimanus sur graines collectées dans différents
sites d’échantillonnage nous nous sommes servis de la méthode proposée par El-Maziani et
al. (2016). Un échantillon de 50 graines de féverole a été prélevé de maniére aléatoire par
comptage manuel a 4 répétitions dans chaque lot d’échantillon provenant de chacun de 8 sites
(soit 200 graines/échantillon de chaque site). Ces graines ont ensuite été placées sur boites de
pétri de 14 cm de diametre puis analysées par des observations macroscopiques. Les graines
intacts ou saines et celles infestées par des larves ou trouées (signe d’émergence d’adulte) ont
été dénombrées manuellement et le taux d’infestation de graines de chaque site
d’échantillonnage déterminé (Figure 7 : b) selon la formule proposée par (El-Maziani et al.,
2016) :

Taux d’infestation en (%) = Nbre de graines endommagées x 100

Nbre de graines Total

Figure 7: Détermination de taux d’infestations (b) causés par Bruchus rufimanus aux graines
de la féverole sur les échantillons de graines (a) collectés dans 8 sites de production de la
Wallonie (R. Lugendo, 2022).
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4.3. Caractérisation de ’effet variétal sur les dégats causés aux graines par Bruchus
rufimanus (OS 2.3)

L’effet variétal sur les dommages causes aux graines par B. rufimanus a éte évalué sur des
échantillons de graines de 24 variétés de féverole issues d’un essai variétal de la saison
culturale 2020-2021 réalisé sur le site d’essai du Cepicop a Gembloux. Ces variétés ont été
mises en essai selon un dispositif en bloc aléatoire complet a 4 répétitions sur des parcelles de
7m x 2m et etaient constituées de 11 variétés d’Hiver (Diva, Irena, Organdi, Wizard,
Hiverna, Vespa, Augusta, Tundra NT, Nebraska NT, Axel et Bering NT) et 13 variétés de
printemps (Bioro, Fanfare, (LG) Banquise, Tiffany, Nakka, Victus, LG Cartouche, GL
Magnolia, Nanaux, Allison, Dosis, Bolivia NT, LG Viper). La caractérisation de 1’effet
variétal a consisté a prélever aléatoirement par comptage manuel et a 4 répétitions un
échantillon de 50 graines de la feve dans le lot de graine de chaque variété (soit 200
graines/lot) , a les placer sur boite de pétri de 14 cm de diamétre puis a les analyser sur base
des observations macroscopiques. Par la suite, les graines saines et celles infestées par les
larves ou présentant des trous d’émergences d’adultes de B. rufimanus étaient dénombrées et
le taux d’infestation de chaque variété détermine (Figure 8 : a) selon la formule proposée par
(El-Maziani et al., 2016) :

Taux d’infestation en (%) = Nbre de graines endommagées x 100

Nbre de graines Total

Figure 8: Détermination de taux d’infestations (a) causés aux graines de 24 variétés de
féverole (b) par Bruchus rufimanus au laboratoire (R.Lugendo, 2022).
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4.4. Tests entomopathogénes sur Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus (OS
2.1et2.2)

4.4.1.Elevages de Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus

Les individus de B. rufimanus utilisés pour des tests biologiques dans notre étude étaient
collectés apres émergences sur des échantillons de graines (Figure 9 : a) récoltés en 2021 ala
ferme expérimentale de Gembloux Agro-bio Tech puis placés en conditions de diapause
reproductive a une température de 10°C pour leur utilisation ultérieure.

Par ailleurs, la conduite de 1’élevage de C. maculatus était réalisée en boites plastiques de
10cmx10cm (Figure 9:d,e) et en cages d’élevage de 30cmx30cm (Figure 9:c) & une
température de 27+2°C et une humidité relative de 60 + 100%. Celle-ci a consisté a prélever
250 g de graines saines du niébé et a les placer avec les adultes pendant 2 jours pour les

pontes . Dans ces conditions, une génération complete est effectuée en environ 21 jours.

Figure 9: Collecte d’individus de Bruchus rufimanus sur graines aprés émergences (a) , leur
mise en diapause reproductive au frigo (b) et élevage de Callosobruchus maculatus en cages
(c) et en boites plastiques (d,e) au laboratoire (R.Lugendo, 2022).
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4.4.2.Souches de champignons entomopathogénes

Trois souches de champignons entomopathogenes agées de 15 jours ont été utilisées comme
matériels fongiques dans notre étude : Beauveria bassiana (souche GHA) et Metarhizium
brunneum (souches, USDA 4556 et VV275).

4.4.2.1.Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., 1912 (souche GHA)

La présente souche (Figure 10) est formulée dans le produit commercial Botaniguard 22WP
® disponible au laboratoire d’entomologie fonctionnelle et évolutive de la faculté de
Gembloux. B. bassiana (souche GHA) agit par contact entre les spores et le tégument de
I’insecte (Ziani, 2008). Une fois le contact établi, les spores pénétrent a travers la cuticule,
germent au sein de ’organisme de I’insecte, I’envahissent et entrainent sa mort suite a
I’épuisement de I’hémolymphe (P.Grison, 1961). Son action entraine une perturbation des
fonctions physiologiques de 1’insecte (SAGE Pesticides, 2022). Visiblement, le champignon
se reconnait par le développement d’une infection caractérisée par I’apparition a la surface de
I’héte d’une masse mycélienne de coloration blanchétre a jaunatre connue sous 1’appellation

de la muscardine blanche (Ziani, 2008).

Figure 10: Germination de la souche GHA de Beauveria bassiana sur boites de pétri apres

repiquage au laboratoire (R.Lugendo, 2022).
4.4.2.2 Metarhizium brunneum Petch, 1935 (souche USDA 4556 et souche V275)

Les deux souches de M. brunneum (Figure 11 ) utilisées dans notre étude ont été obtenues de
I’'université de Swansea (Royaume Uni) et reproduites au laboratoire d’entomologie
fonctionnelle et évolutive de la faculté de Gembloux. M. brunneum (souches USDA 4556 et
V/275) a un mode d’action presque similaire a celle de B. bassiana. Il agit par simple adhésion

des conidies a la surface cuticulaire de I’insecte puis s’ensuivent leur intrusion directe dans
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I’organisme a travers la membrane cuticulaire (Jarrold et al., 2007) , leur germination , la
colonisation totale de 1’organisme de 1’hdte et sa mort liée a 1’épuisement de nutriments
(Patel, 2020). Visiblement, le champignon se reconnait par son mycélium de coloration vert

foncé ou verdatre a la surface de 1’héte infecté (Driver et al., 2000).

Figure 11: Germination de souches USDA 4556 (a) et V275 (b) de Metarizhium brunneum

sur boites de pétri apres repiquage au laboratoire (R.Lugendo, 2022).

4.4.3. Préparation des suspensions de conidies

Chaque souche a été cultivée sur milieu de culture solide a base de Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) préparé par dissolution d’un mélange de 12g du Sabouraud Dextrose Broth (SDB) et 6
g d’agar bactériologique dans 400 ml d’eau distillée. Ces milieux ont été ensemencés par
stricking et étalage de suspensions de conidies. Aprés repiquage, les milieux ensemencés ont
été incubés pendant 15 jours a 25°C. Aprés incubation, les conidies ont été prélevées des
cultures par grattage au racloir et par ajout de 4 ml d’eau distillée stérile et du tween 80
(0,05% v/v). Les solutions obtenues ¢étaient ensuite filtrées sur 1’étamine pour la séparation
des suspensions de conidies avec les fragments mycéliens. Les suspensions fongiques étaient
ensuite diluées 100 fois pour déterminer la concentration de spores a 1I’hématimetre de

Neubauer selon Jaber (2018) et Prado et al. (2020). Chaque suspension a ensuite été diluée a

une concentration unique de 102 conidies/ml.

4.4.4. Test de viabilité de spores de champignons entomopathogenes

Pour évaluer la viabilité de spores des souches de champignons mis en culture avant leur
usage, 100 microlitres de suspensions de conidies concentrés a 10° conidies/ml  ont été

inoculés sur milieu de SDA solide et incubés 24 heures a 4°C. Apres incubation, le test était

réalisé par prélevement aléatoire de trois morceaux de milieu de 1 cm? découpés au scalpel
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stérile (Figure 12 : a). Ces morceaux ont ensuite été observés sous microscope en comptant le
nombre de spores en germination ( présentant des tubes germinatifs) (Figure 12 : b) et ceux
non germants sur 100 spores sélectionnés (Jaber, 2018). Apres comptage, le pourcentage
moyen de spores germants et non germants étaient déterminés pour chacune de souche de
champignon entomopathogéne par la formule proposée par Jaber (2018) :

P (%) = Nombre de spores en germination

X 100
Nombre de spores en germination + Nombre de spores non germants

Les spores étaient estimés comme ayant germés lorsque le pourcentage moyen de germination
obtenu pour chaque souche était supérieur a 90% selon (Jaber, 2018).

Figure 12: Prélevement de portions du SDA pour détermination de la viabilité de spores (a) et
illustration de spores en germination (b) (R.Lugendo, 2022).
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4.5. Dispositifs expérimentaux des tests in vitro de pathogénicité

Trois tests entomopathogénes ont été realisés durant cette étude. Chaque test présentait les
mémes traitements, respectivement appliqués sur les adultes de C. maculatus et de B.
rufimanus. Comme la maitrise de la diapause reproductive de B. rufimanus en laboratoire est
complexe, les effets sub-létaux d’inhibition d’oviposition n’ont pas pu étre évalués. Chaque
test était constitué de 5 traitements dont 3 traitements fongiques , un traitement chimique au
lambda cyhalotrine (400 pl/ml) comme témoin positif et un traitement a 1’cau distillée stérile
+ du Tween 80 (0,05% v/v) comme contrble ou témoin négatif selon (Djameleddine, 2014) et
de 300 bruches adultes.

Le sexage de C. maculatus consistait a prélever a I’ aspirateur a bouche les bruches adultes
en cages d’élevage, a les anesthésier au CO2 pendant 30 secondes pour les immobiliser, puis
a sélectionner séparément au binoculaire les males et femelles sur base de leurs
caractéristiques morphologiques particulieres. La levée de la diapause reproductive chez B.
rufimanus a consisté a sortir les bruches au frigo et a les placer en conditions ambiantes

pendant 10 minutes, puis a les réhydrater et les alimenter par une solution de sucrose a 10%.

La mise en place de 2 premiers tests de pathogénicité de 3 souches de champignons
entomopathogénes en étude sur les adultes de C. maculatus et de B. rufimanus a consisté a
prélever 300 bruches adultes sexés de C. maculatus (150 males et 150 femelles) agées de 3
jours et 300 adultes non sexés de B. rufimanus, a les placer sur papiers filtres sur boites de
pétri en raison de 20 bruches adultes sexés de C. maculatus (10 males et 10 femelles) et 20
adultes non sexés de B. rufimanus et a les pulvériser (asperger) manuellement a 1’aide d’un
vaporisateur par 1 ml de suspension de conidies concentrée & 108 conidies/ml de chacune de
souches de champignons testées (Figure 13 : a,b). Le méme volume était appliqué pour le
lambda cyhalotrine et le controle. 3 répétitions étaient effectuées pour chaque traitement. Les
individus traités étaient ensuite placés en différentes boites plastiques transparentes de
10cmx10cm , trouées pour faciliter la pénétration de I’oxygene et désinfectées au départ a

I’éthanol 70 % et rincer a I’eau distillée stérile.

Par ailleurs, le 3° test consistant a évaluer la pathogénicité de 3 souches de champignons
entomopathogénes par traitement de semences sur les adultes de C. maculatus a été mis en
place en prélevant 10 gr de graines saines du niébg, en les nettoyant a 1’eau distillée stérile
puis en les stérilisant a 1’éthanol 70% durant 2 minutes. Le traitement de graines était effectué

par immersion ou trempage de celles-ci selon (Jaber & Enkerli, 2016) dans 10 ml de
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suspensions conidiennes de chacune de 3 souches testées concentrés a 108 conidies/ml en
tubes falcons stériles de 50 ml. Le méme volume et la méme procédure étaient utilisés pour le
traitement chimique et le contrdle. Les graines immergées étaient ensuite vortexées pendant 1
minute ; puis séchées sous hotte sur boites de pétri pendant 30 minutes (Figure 13: c) et
ensuite placees au sein de boites plastiques de 10cmx10cm sur boites de pétri. Un total de
300 bruches adultes sexés de C. maculatus (soit 150 méales et 150 femelles) &gés de 3 jours
était prélevé de cages d’élevage et placé en raison de 20 bruches adultes sexées ( soit 10 méales
et 10 femelles) sur chacun de lot de graines traitées. 3 répétitions étaient egalement effectuées

pour chaque traitement.

Les 3 essais étaient ensuite placés au Phytotron a 23°C a 1’obscurité totale pour les individus
traités de C. maculatus (condition similaire a celle du stockage) et a une photopériode alternée
de 12h/12h (condition similaire a celle du milieu ambiant) pour ceux de B. rufimanus pour
des observations de mortalités toutes les 24 heures (1 jour) selon (Bouchikhi-Tani Zoheir et
al., 2011). La durée de suivi de mortalités journalieres d’adultes traités de C. maculatus et de
B. rufimanus, de ponte d’adultes traités de C. maculatus et des mortalités journalieres

d’adultes de C. maculatus places sur semences traitées était de 10 jours.

Pour évaluer I’efficacité des différents traitements sur I’évolution de ponte d’adultes traités
de C. maculatus durant 10 jours d’essai; 10 grammes de graines saines du niébé étaient
prélevés et placés dans chacune de boites contenant 20 adultes sexés de C. maculatus traités.
Ces lots de graines (servant également de ressource alimentaire) étaient retirés des boites et
renouvelés tous les trois jours (72 heures) puis conservés a -20°C pour comptabiliser les
pontes (nombre d’ceufs) sur 10 graines s€lectionnées aléatoirement a 3 répétitions. Les pontes
d’adultes de C. maculatus placés sur semences traitées étaient uniquement comptabilisés au
5 jour d’essai suivant la méme procédure. Aprés la comptabilisation des pontes, les graines
du niébé traitées étaient récupérées et conservées sur boites de pétri a 30°C et 70%
d’humidité relative dans la chambre d’élevage de C. maculatus au laboratoire durant 25 jours
apres lesquels les taux d’infestations de celles-ci étaient determinés selon la méthode de EI-
Maziani et al. (2016). Les individus traités de B. rufimanus étaient alimentés durant le 1°

essai par une diete a base d’une solution de miel a 20% en raison de Sml tous les 3 jours.

Pour confirmer I’infection des champignons entomopathogénes sur les insectes morts apres
traitements aux suspensions conidiennes de différentes souches en étude, les cadavres étaient

récupérés, désinfectés par trempage a éthanol 70% , rincés 3 fois & I’cau distillée stérile puis
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placés en incubation a 25°C sur papiers filtres humides pour sporulation. Les cadavres étaient

ensuite récupérés puis observés régulierement au microscope.

Figure 13: Vaporisation manuelle des suspensions de conidies de souches de champignons
entomopathogeénes testées sur les individus de 2 espéces bruches en étude (a,b), traitements de
graines aux suspensions fongiques (c) et disposition d’individus traités de Bruchus
rufimanus (d) et de Callosobruchus maculatus (e) en boites d’essai au laboratoire
(R.Lugendo, 2022).
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45.1. Représentations schématiques de dispositifs expérimentaux de tests

entomopathogénes effectués au laboratoire

Traitements B.rufimanus Traitements C.maculatus
A A
[ \ [ \
TO TO TO TO TO T0
B.b B.b Bb B.b B.b B.b
(GHA) (GHA) (GHA) (GHA) (GHA) (GHA)
USDA USDA USDA USDA USDA USDA
4556 4556 4556 4556 4556 4556
V275 V275 V275 V275 V275 V275
L.Cyh L.Cvh L.Cyh L.Cvh L.Cyh L.Cyh
F F 3 T F 9 rF 9

Répétitions: 1

(2]
7%}
[e—
[}
9%}

Avec :

TO = Contrbles ou témoins négatifs (eau distillée stérile + Tween 80)

B.b (GHA) = Traitements de la souche commerciale GHA de Beauveria bassiana
USDA 4556 = Traitements de la Souche USDA 4556 de Metarhizium brunneum
V275 = Traitements de la Souche V275 de Metarhizium brunneum

L.Cyh = Traitements au Lambda Cyhalotrine (Témoins positifs)

31



Adultes de B.rufimanus
Non sexés traités

Adultes de C.maculatus

Sexés traités

Boite
Plastique fermée

N

S
,"f"’_’.'
o #

b/vi&

Diete = Solution du miel a 20%

& @ o

o

’d

Boite

Plastique fermée

Graines séches du
Niébé

Adultes de C.maculatus

sexés

Boi

te plastique
fermée

Boite de pétri

Graines du Niébé
traitées

Figure 14: Disposition de différents traitements (a), d’adultes traités de Bruchus rufimanus

(b) et de Callosobruchus maculatus (c) et ceux de Callosobruchus maculatus sur graines

traitées aux suspensions conidiennes

d’expérimentations (R. Lugendo, 2022).
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4.6. Analyses statistiques

Les 3 tests entomopathogenes effectues au laboratoire sur les adultes de C. maculatus et de
B. rufimanus ont été mis en place suivant un dispositif expérimental en bloc complétement
randomisé a 1 facteur (facteur traitement) avec 5 niveaux. Les données collectées tout au long
de notre étude ont été encodées grace au logiciel Excel 365. Les analyses statistiques et la
conception des graphiques ont été realisées par le logiciel R studio software version 1.3.9.5.9 ;
R version 4.2.0 et Excel 365.

Les données de comptage de graines infestées et saines de féverole et de ponte de C.
maculatus sur graines du niébé ont été soumises au modéle de poisson au seuil de
signification de 5% et intervalles de confiance de 95% afin d’évaluer [Deffet du site
d’échantillonnage de graine et de la variété de féverole sur les infestations causées aux
graines par B. rufimanus ainsi que I’effet de différents traitements sur la fécondité de C.

maculatus. Ces donnees ont été également soumises aux statistiques descriptives.

Les courbes de survie d’adultes de B. rufimanus et C. maculatus soumis aux différents
traitements ont été établies par la méthode de Kaplan Meier et leur comparaison basée sur le
test log-rank en utilisant les packages “survival™, “survminer” et dplyr du logiciel R afin

d’évaluer les effets 1étaux de traitements appliqués sur les 2 especes de bruches en étude.
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5. Résultats

5.1. Diversité d’especes de bruches et de parasitoides associées aux cultures de féverole

en région Wallonne

a. [Espéces de bruches associées aux cultures de féveroles

Tableau 2: Espéces identifiées dans les 8 sites d’échantillonnage de la Région wallonne

Sites de Familles Genres Especes identifiées Nombre Proportions
collectes d’individus (%)
Assesse Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 119 99,1
Curculionidae | Rhinoncus Rhinoncus bruchoides 1 0,8
Total 120 100
Beho Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 34 100
Total 34
Bierwart | Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 83 100
Total 83 100
Ciney Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 85 100
Total 85 100
Battice Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 4 80
Chrysomelidae | Gastraphysa | Gastraphysa viridula 1 20
Total 5 100
Isnes Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 191 99,4
Chrysomelidae | Psylliodes Psylliodes chrysocephala 1 0,5
Total 192 100
Rebecq Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 12 100
Total 12 100
Verdenne | Chrysomelidae | Bruchus Bruchus rufimanus 3 100
Total 3 100
Total 534
général

Un total de 534 spécimens d’insectes collectés apres émergences sur les échantillons de

graines de féverole prélevés aupres des agriculteurs dans 8 sites de production de la féverole

de la région Wallonne a été identifié a I’espece par le spécialiste sur base des caractéristiques

morphologiques. Les résultats d’identifications ont révélé la présence de 4 espéeces différentes
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s’agissant de Bruchus rufimanus, Gastraphysa viridula , Psylliodes chrysocephala (3
espéces appartenant a la famille de chrysomelidae) et Rhinoncus bruchoides (une espece
issue de la famille de Curculionidae). De ces espéces, B. rufimanus a été identifié comme
I’espéce la plus abondante avec 531 spécimens de la méme espéce identifiés (soit 99,4%) sur
un total de 534 spécimens collectés et de surcroit comme principale espece associée aux
cultures de féverole sur I’ensemble des sites échantillonnés en région Wallonne. Les 3 autres
espéces identifiees comportaient chacune un seul spécimen identifié correspondant a une

proportion de 0,1% par espéce par rapport au nombre total.

En termes de répartition par site, sur 120 ; 192 et 5 spécimens soit 100% de spécimens
prélevés sur les échantillons de graines de féverole collectés respectivement a Assesse, a Isnes
et a Battice; 119 ; 191 et 4 spécimens identifiées correspondant a 99,1% ; 99,4% et 80%
appartenaient a B. rufimanus contre un seul spécimen de Rhinoncus bruchoides (soit 0,8%),
de Psylliodes chrysocephala (soit 0,5%) et de Gastraphysa viridula (soit 20%). Par ailleurs,
sur 34, 83,85, 12 et 3 spécimens soit 100% de spécimens prélevés sur les échantillons de
graines de féverole collectées de maniére respective a Beho, Bierwart, Ciney, Rebecq et

Verdenne, seule I’espece B. rufimanus a été identifiée.

b. Especes de parasitoides de Bruchus rufimanus associés aux cultures de féveroles

Un effectif de 57 spécimens de parasitoides a été collecté apres émergences sur graines de
féverole de 8 sites d’échantillonnés en région Wallonne et envoyé au spécialiste pour

identifications a I’espéce. Ces spécimens sont actuellement en cours d’identifications.
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5.2. Impacts causés aux graines de féverole par Bruchus rufimanus dans différents sites

d’échantillonnage de la Wallonie

Les taux d’infestations de graines de féverole par B. rufimanus ont été déterminés sur les

échantillons préleves dans 8 sites de culture de la région Wallonne (Figure 15).

(A)

[ Plaines et Vallées Scaldisiennes
[7] Hesbigno-Brabangon

[ ] Sambre-et-Meuse et Condroz
. Fagne, Famenne et Calestienne
B Thiérache

[ ] Basse et moyenne Ardenne

[ Ardenne centro-orientale

[ Haute Ardenne

40 km
[ Haute Lorraine —_—
[ ] Basse Lorraine

(B)

401

N w
o o
i 1

Taux d'infestations (%)

=
o
L

0

1 2 3 4 5 6 7 8

1=Rebecq, 2=lIsnes , 3= Bierwart, 4=Assesse, 5=Ciney, 6=Verdenne, 7=Battice,8=Beho

Figure 15: Taux d’infestations moyens en (%) enregistrés sur graines de féverole (B) en
fonction des sites d’échantillonnage localisés dans différentes régions bioclimatiques de la
région Wallonne (A).
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Le modeéle de poisson montre une difference tres significative (p<0,001) entre les differents
sites de culture de la féverole en termes de taux d’infestations de graines par B. rufimanus
enregistrés sur les échantillons de chacun de site (Annexe 6). Le site d’échantillonnage a eu

un effet tres significatif sur les dommages causés aux graines par B. rufimanus.

Les taux d’infestations enregistrés sur 1’ensemble d’échantillons de graines examines
variaient entre 4% et 35%. La proportion de graines infestées par B. rufimanus la plus élevée
correspondant & 35,0 + 6,0 % a été enregistrée sur I’échantillon de graines collecté a Ciney
alors que la plus faible correspondant a 4,0 = 3,6 % de graines infestées a été observée sur les

collectes effectuées a Battice.
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Tableau 3: Caractéristiques des échantillons de graines de féveroles collectés sur huit sites de culture en Région wallonne.

Lieu Producteur  Coordonnées Réf. Culture Masse tot Masse % Humidité PMG  Taux d’infestation
GPS - altitude n° échantillon  féverole féverole (%) (féverole) moyen = SD
(9) (9)
Isnes CePICOP (50°50'34" ;2 Pure 7852 7852 100,00 8,2 385,38 25,0+25
4°73'19")
alt. =174.75m
Beho Joseph (50°18'86" ;8  Association 6218 3798 61,08 9,2 523,7 75144
Neysen 5°98'41")
alt. =455,11m
Verdenne Anne (50°23'52" ;6  Association 7113 3637 51,13 6,8 387,52 205+44
Francoise 5°38'85")
George alt. =290m
Battice Jean  Pierre (50°64'59" ;7 Pure 8510 8510 100,00 54 323,42 4,0+3,6
Deru 5°78'84")
alt. = 300m
Assesse Guillaume (50°38'09" 4 Pure 12114 12114 100,00 11,1 170,42 85+34
Fastré 4°99'73")
alt. =280 m
Bierwart  Quentin (50°54'78" ;3  Association 6435 3535 54,93 7,8 360,58 13,5+ 6,6
Flamand 5°01'35")
alt. =190,7m
Ciney Morgane (50°29'77" ;5 Pure 4140 4140 100,00 5,8 300,14 35,0+6,0
Campion 5°10'45")
alt. =275 m
Rebecq Pierre Denys  (50°41'14" S | Pure 6339 6339 100,00 6,4 386,118 55+19
4°07'22")
alt. =71,14 m
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5.3. Effet variétal sur les dommages causés aux graines par Bruchus rufimanus

Les taux d’infestations de graines par B. rufimanus ont été évalués au laboratoire sur les
échantillons de graines de 24 variétés de féverole constituées de 11 variétés d’Hiver et 13 de
printemps collectées en 2021 sur le site d’essai de Cepicop a Gembloux en vue d’évaluer

I’effet variétal sur les dommages causés aux graines par le ravageur.

Les résultats d’infestations enregistrés sur les 11 variétés de féverole d’Hiver et les 13 de

printemps sont présentés par les figures 16 et 17 ci-dessous :

70

Taux d'infestations moyens de graines en

Févéroles d'Hiver

Figure 16: Taux d’infestations moyens en (%) enregistrés sur graines de 11 variétés de

féverole d’Hiver.

Des écarts hautement significatifs sont indiqués par le modele de poisson entre les 11 variétés
de féverole d’hiver (p<0,001) et les 13 de printemps (p<0,001) examinées au laboratoire en
termes des taux d’infestations de graines par B. rufimanus enregistrés (Annexes 7 et 8). La

variété a eu un effet tres significatif sur les dommages causés aux graines par le ravageur.

Sur les 11 varietés de féverole d’hiver analysées (Figure 16) ; les taux d’infestations de

graines enregistrés ont varié entre 11% et 48,5%. Les proportions de graines infestées les plus
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élevées correspondant & 48,5 £ 9,1% et 40,0 + 7,1% ont été enregistrées sur les variétés Irena
et Axel et la plus faible équivalent a 11 + 2% sur la variété Nebraska NT.

g 30 %

S 25 1 %
LT
- @’\é‘, &60\; @‘oq.o \A\V\(\ 006\65‘ \33'0‘\0\}‘1000%("0\\8& éégiv‘;\s.\. & d A\G&%

Févérole de printemps

Figure 17: Taux d’infestations moyens en (%) enregistrés sur graines de 13 variétés de

féverole de printemps.

S’agissant de 13 variétés de féverole de printemps analysées (Figure 17), les taux
d’infestations de graines enregistrés variaient de 10% a 37,5%. La proportion la plus élevee
de graines endommagées par B. rufimanus soit 37,5 + 3,0% a été observée sur la variété
Fanfare et la plus basse correspondant a 10,0 + 8,1% sur la variété Nanaux.

De maniére globale, parmi les 24 variétés de féverole d hiver et de printemps examinées, les
variétés Irena et Axel (48,5 + 9,1% ; 40,0+7,1%) ont été les plus impactées par les dommages
causés aux graines par B. rufimanus et les variétés Nanaux et Tiffany (10,0+8,1% ;10,5+

3,0%) les moins impactées.
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5.4. Pathogénicité de souches de champignons entomopathogénes testées sur la bruche

tempérée Bruchus rufimanus et la bruche tropicale Callosobruchus maculatus.

La pathogénicité de souches GHA de B. bassiana, USDA 4556 et V275 de M. brunneum a été
évaluée sur les adultes de B. rufimanus et C. maculatus pendant 10 jours d’essai au
laboratoire. Les résultats de tests de viabilité de spores de chacune de 3 souches de
champignons entomopathogéenes testées ont révélé en moyenne des pourcentages de spores
germés superieur a 90%. Faisant reférence a la norme de viabilité de spores selon Jaber

(2018), les conidies de souches testées étaient donc viables.

5.4.1.Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 sur la mortalité d’adultes de
Bruchus rufimanus

Les résultats de I’efficacité de 3 souches de champignons entomopathogénes testées sur la

mortalité d’adultes traités de B. rufimanus au cours de 10 jours d’essai sont illustrés par la

figure 18.
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Figure 18: Evolution des courbes de survie d’adultes de Bruchus rufimanus traités au cours

de 10 jours d’essai en fonction de traitements appliqués.

Il ressort du test log-rank une différence hautement significative (p<0,001) entre les

différentes courbes de survie d’adultes traités de B. rufimanus en fonction de différents
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traitements appliqués (Figure 18). La souche commerciale GHA de B. bassiana a causée plus
de mortalité d’adultes de B. rufimanus comparativement a d’autres traitements. Des taux de
mortalités d’adultes correspondant a 96,6% ; 88,3% ; 86,6%, 78,3% et 16,6% ont été
respectivement enregistrés au 10° jour apres traitement par les souches GHA; USDA 4556,
V275, le lambda cyhalotrine et le contrdle. Par ailleurs, les TL50 observés pour les différents
traitements étaient de 4 jours pour la souche GHA, 6 jours pour USDA 4556, 7 jours pour
V275 et 2,5 jours pour la lambda cyhalotrine.

5.4.2. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 sur la mortalité d’adultes de

Callosobruchus maculatus

La performance des 3 souches de champignons entomopathogénes a été également évaluée
sur les adultes de C. maculatus pendant 10 jours d’essai au laboratoire. Les résultats de
I’efficacité des souches testées sur la mortalité d’adultes de C. maculatus sont illustrés par

figure 19 ci-dessous :
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Figure 19: Evolution des courbes de survie d’adultes de Callosobruchus maculatus traités au

cours de 10 jours d’essai en fonction de traitements appliqués.

Le test log-rank indique une différence trés significative (p<0,001) entre les différentes

courbes de survie d’adultes de C. maculatus soumis aux différents traitements (Figure 18).
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Les traitements appliqués ont eu d’effet tres significatif sur la mortalité d’adultes de C.
maculatus observée. La souche commerciale GHA de B. bassiana s’est montrée plus efficace
comparativement a d’autres traitements en causant une mortalité de 100% d’adultes traités de
C. maculatus au 7° jour d’essai. Par ailleurs , des mortalités équivalent a 98,3% ; 88,3% ;
75% et 18,3% ont été respectivement obtenues avec les souches USDA 4556, V275, le
lambda cyhalotrine et le controle au 10° jour apres traitement. Les TL50 observeés étaient de 5
jours pour la souche GHA , 6 jours pour les souches USDA 4556 et V275 et 8 jours pour la

lambda cyhalotrine.

5.4.3. Efficacité de souches GHA, USDA 4556 et V275 sur la fécondité de Callosobruchus
maculatus

Le potentiel des différentes souches de champignons entomopathogénes en étude a été

également évalué sur la ponte de C. maculatus tous les 3 jours durant la période d’essai. Les

résultats de 1’évolution de ponte sont illustrés par la figure 20 ci-dessous :
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Figure 20: Efficacite de souches de champignons entomopathogénes testees sur la ponte

de Callosobruchus maculatus pendant 10 jours d’essai.

Le modéle de poisson fait ressortir une différence extrémement significative entre les
différents traitements et le contréle (p<0,001) en termes de pontes de C. maculatus
enregistrées tous les 3 jours au cours de la période d’essai (Annexe 10). Une diminution de la
capacité de ponte d’individus de C. maculatus traités a été observee au fil de jours apreés
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traitement. Aucune ponte de C. maculatus (soit 00,0+00,0 ceuf par graine) n’a €té enregistrée
sur graines du niébé retirées de boites d’insectes traités avec la souche GHA de B. bassiana
au 9° jour d’essai. Cependant, des valeurs moyennes de ponte observées au méme jour pour
USDA 4556, V275, lambda cyhalotrine et le contrdle étaient respectivement de ’ordre de
0,1+0,4; 0,1+0,3; 0,6%0,7 et 3,2+1,1 ceufs par graine.

5.4.4. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 appliquées aux semences
(graines) du niebeé sur la mortalité d’adultes de Callosobruchus maculatus, la ponte au 5°

jour et la conservation de graines pendant 25 jours.

a. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 appliquées aux semences (graines) du

niébé sur la mortalité de Callosobruchus maculatus

Les mortalités d’adultes de C. maculatus observées sur graines traitées aux suspensions
fongiques de 3 souches de champignons entomopathogénes testées sont illustrées par la

figure 21 ci-dessous :
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Figure 21: Evolution des courbes de survie d’adultes de Callosobruchus maculatus placés

sur graines traitées aux suspensions fongiques pendant 10 jours d’essai.
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Le résultat du test log-rank montre une différence trés significative (p<0,001) entre les
différentes courbes de survie d’adultes de C. maculatus placés sur les graines du niébé
soumises aux différents traitements durant 10 jours d’essai (Figure 21). Les traitements
appliqués aux graines ont eu un effet trés significatif sur la mortalite de C. maculatus . La
souche GHA de B. bassiana s’est montrée plus virulente comparativement a d’autres
traitements appliqués aux graines en causant une mortalité de 100% d’adultes de C. maculatus
placés sur graines traitées aux suspensions de conidies de celle-ci au 9 jours d’essai . Par
contre, des mortalités équivalent a 91,6% ; 86,6% ; 81,7% et 15% ont été observées au 10°
jour de traitement sur les graines traitées aux suspensions des souches USDA 4556 et V275
de M. brunneum, au lambda cyhalotrine et a 1’eau distillée stérile + Tween 80 (contréle). Les
TL50 enregistrés sur graines traitées étaient de 5 jours pour la souche GHA, 6 jours pour les
souches USDA 4556 et V275 et 7 jours pour la lambda cyhatrotrine.

b. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 appliquées aux semences (graines)

du niébé sur la ponte de C. maculatus au 5 jour d’essai.

La ponte de C. maculatus sur les graines du niébé traitées aux suspensions fongiques a été

évaluée au 5° jour d’essai. Les résultats y relatifs sont ressortis par la figure 22 ci-dessous :
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Figure 22: Efficacité de différents traitements appliquées sur graines du niébé sur la ponte

de Callosobruchus maculatus au 5e jour d’essai.
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Le modéle de poisson montre un écart significatif (p=0.028) entre les différents traitements
appligués aux graines en termes de ponte observée (Annexe 9). La ponte de C. maculatus au
5° jour d’essai a été influencée de maniere significative par les traitements appliqués aux
graines. Les moyennes d’ceufs par graine enregistrées au 5° jour d’essai étaient de 1’ordre de
9,7£2,5;9,9+24; 11,242,1; 10,0+ 2,7 et 12,0+3,5 ceufs sur graines traitées respectivement
aux suspensions conidiennes de la souche GHA ; USDA4556 ; V275, au lambda cyhalotrine

et a I’eau distillée stérile + Tween 80 ou contrdle.

c. Efficacité de souches GHA, USDA 4556 et V275 appliquées aux semences (graines) du
niebé sur la conservation de graines apreés 25 jours contre les infestations causées par

Callosobruchus maculatus

La performance de souches GHA, USDA 4556 et V275 sur la conservation des graines du
niébé traitées aux suspensions conidiennes de chacune d’elle contre les infestations induites
par C. maculatus était examinée apres 25 jours au laboratoire. Les résultats des taux

d’infestations enregistrés sur les graines traités sont illustrés par la figure 23 ci-dessous :
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Figure 23: Taux d’infestations moyens en (%) enregistrés sur graines du niébé traitées

apres 25 jours de conservation au laboratoire en fonction de traitements appliqués.

Aucune différence significative (p=0,704) n’a été révélé par le modéle de poisson entre les

différents traitements soumis aux graines en termes d’infestations enregistrés aprés 25 jours
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de conservation (Annexe 11). Des taux d’infestations correspondant a 63,3+15,2% ;
66,6+20,8% ; 73,3+15,2% de graines infestées par C. maculatus ont été respectivement
enregistrés sur les graines traitées aux suspensions de conidies de la souche GHA de B.
bassiana ; de USDA 4556 et de V275 de M. brunneum et des valeurs correspondant a
70,0+17,3% et 93,3+ 5,7% celles traitées au lambda cyhalotrine et a 1’eau distillée stérile +
Tween 80 (controle).
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6. Discussion

6.1. Diversité d’especes de bruches et de parasitoides associées aux cultures de féverole

en région Wallonne

Les résultats d’identifications de 534 spécimens d’insectes collectés sur les échantillons de
graines de la féverole prélevés dans 8 sites de culture en région Wallonne ont révélé 4 especes
différentes s’agissant de Bruchus rufimanus, Gastraphysa viridula, Psylliodes chrysocephala
et de Rhinoncus bruchoides parmi lesquelles Bruchus rufimanus a été identifiée comme
espece la plus abondante et principale espéce de bruche associée aux cultures de féverole

dans les 8 sites de production échantillonnés.

Ce resultat s’expliquerait d’une part par la large distribution caractérisant 1’espéce B.
rufimanus qui couvre toutes les régions productrices de Vicia faba au niveau mondiale et
particulierement sur le continent européen (Roubinet, 2016; Ward, 2018). Selon (Decelle,
1989), I’aire de distribution de B. rufimanus s’étend sur toutes les régions productrices de la
féverole de la Belgique. La forte abondance de B. rufimanus et la faible diversité d’espece de
bruches observées pourrait s’expliquer d’autres part par le décalage phénologique entre les
potentielles différentes especes attachées a la culture de la féverole étant donné que les
graines collectées dans les sites d’échantillonnages étaient placées en pieges d'émergences
apres récolte au champ. Titouhi et al. (2015) rapportent que, les populations de bruche de la
féverole sont caractérisées par une dynamique saisonniére. Cette saisonnalité dans I’apparition
de I’entomofaune associée a la culture de la féverole aurait influé sur ’absence d’autres
espéces vu la grande diversité de Bruchinae connue a I’ére actuel en Belgique, estimée a 19
espéces (natives et exotiques) selon Jean-Yves BAUGNEE et al.(2021). Néanmoins, nos
résultats concordent avec ceux obtenus par Fariza & Salaheddine (2004) qui au cours d’une
capture effectuée sur culture de la féve en Tunisie, ont réussi a identifier B. rufimanus comme
le coléoptére le plus dominant parmi les principaux ravageurs et prédateurs de la féverole
recensés. B. rufimanus a également été identifié comme principale espéce sur culture de
féverole au Maroc par El-Maziani et al.(2016). Cependant, nous n’avons pas pu accéder aux
informations précises associant les autres espéces identifiées aux cotés de B. rufimanus aux
cultures de féverole a travers la littérature. Les résultats d’identifications de 57 spécimens de
parasitoides par le spécialiste n’ont pas également été rendus disponibles dans le délai prévu,

cause pour laquelle leurs véritables identités ne sont pas ici réveélées.
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6.2. Impacts causés aux graines de la féverole collectées dans différentes régions
bioclimatiques de la Wallonie par Bruchus rufimanus.

Les taux d’infestations enregistrés sur les échantillons de graines de la féverole collectées
dans différents sites de la région Wallonne ont varié de maniere trés significative (p<0,001)
en fonction des sites d’échantillonnage. La localisation de ces différents sites dans différentes
régions bioclimatiques de la région Wallonne expliquerait ces différences observées. Ces
différences résulteraient de I’influence des facteurs climatiques précisément celle de la
température sur ’activité et le cycle de vie de B. rufimanus. Selon ElI-Maziani et al. (2016) et
Roubinet (2016) , les infestations causées aux graines par B. rufimanus varient en fonction
des régions et des pays. Ces variations résultent des différences des conditions
météorologiques entre différentes régions de culture et de la variété selon Roubinet (2016).
Ward (2018) estime également que les conditions climatiques et la croissance des cultures
sont les principaux facteurs régulateurs de la dynamique de population chez B. rufimanus.
Des températures avoisinant 15°C au printemps , sont favorables a I’activité et a la
colonisation des cultures par B. rufimanus (Medjdoub-Bensaad et al., 2015). Il ressort de nos
résultats que les taux d’infestations de graines par B. rufimanus enregistrés sur les collectes
de différents sites variaient entre 4% et 35%. La valeur la plus élevée observée sur I’ensemble
des sites échantillonnés précisément a Ciney était de 35,0+6,0%. Des valeurs d’infestations
presque similaires équivalent a 42,26% ; 37% et 35,5% ont également été observées sur
graines de la feve par EI-Maziani et al. (2016) au Maroc et par Titouhi et al. (2015) sur deux
variétés tunisiennes de la féve. Ces valeurs se situent également dans I’intervalle de 3 & 100 %
révélé comme gamme d’infestations causé aux graines de la féverole par B. rufimanus par
Roubinet (2016).

6.3. Effet variétal sur les dommages causés aux graines par Bruchus rufimanus

Le résultat d’évaluation des dommages causés par B. rufimanus aux graines de 24 variétés de
féverole analysées au laboratoire indiquent un effet trés significatif (p<0,001) de la variété sur
les infestations causées aux graines par la bruche de la féverole. Cet effet variétal serait lié
aux differences de sensibilité de variétés analysées vis-a-vis de B. rufimanus. Szafirowska
(2012) a identifié différentes réponses des variétés de la féve sur 1’alimentation de B.
rufimanus. Selon Segers et al. (2022), la variété est le principal parametre qui influe sur les
infestations de graines de la féverole par B. rufimanus. Associer au climat favorable au

ravageur, 1’effet variétal sur les dommages causés aux graines par B. rufimanus devient de
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plus en plus intense (Roubinet, 2016; Titouhi et al., 2015). 1l découle de nos résultats que les
taux d’infestations de graines observés ont varié de 11% a 48,5% sur les variétés de féverole
d’hiver et de 10% a 37,5% sur celles du printemps. Les taux d’infestations de graines les plus
élevés correspondant a 48,5+9,1% et 40,0+7,1% ont été enregistres sur les variétés Irena et
Axel deux variétés d’hiver et les plus faibles équivalents a 10,0+£8,1% et 10,5+3,0% sur les
variétés Nanaux et Tiffany (féeveroles de printemps). Des valeurs d’infestations de graines
presque similaires équivalent a 46,5+8,2% et 42,0£10,20% pour les variétés Irena et Axel
correspondant aux taux d’infestations les plus élevés, ont été observées au cours d’un essai
variétal de 2019 par Segers et al. (2022). Par ailleurs des proportions de graines infestées
légérement écartées équivalent a 61,0£3,4% et 52,0£12,9% pour Irena et Axel étaient

enregistrées au cours d’un autre essai de 2020 par le méme chercheur.

Il découle de nos résultats que des fortes infestations de graines ont été observées sur les
variétés de féverole d’hiver par rapport a celles de printemps. Cette situation se justifierait par
le fait qu’au cours des essais variétaux menées sur le site de Cepicop en 2019 et 2020 (lieu de
provenance de nos variétés analysees) par Segers et al. (2022) , les variétés d’hiver ont été
soumises aux fortes pressions parasitaires ayant causé ultérieurement des dommages trés
considérables aux semences. Cette forte pression parasitaire serait liée a leur floraison précoce
ayant conduit a un envahissement anticipé des cultures par les femelles et méles de B.
rufimanus ainsi qu’a I’allongement de la période de ponte et d’approvisionnement alimentaire
aux ravageurs. Le résultat du suivi des ravageurs effectué sur le site d’essai au cours de ces 2
années par Segers et al. (2022) a révelé que les populations de B. rufimanus ont demeuré plus
longtemps et en forte densité sur les variétés d'hiver. D’ou, la différence observée en termes

de dégats entre les variétés d'hiver et de printemps.

6.4. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 sur les adultes de Callosobruchus

maculatus et de Bruchus rufimanus

a. Efficacité de 3 souches testées sur la mortalité de Callosobruchus maculatus et
Bruchus rufimanus

Des tests entomopathogenes ont été menées au laboratoire pour évaluer I’efficacité des

souches GHA de B. bassiana , USDA 4556 et V275 de M. brunneum sur la mortalité

d’adultes de C. maculatus et B. rufimanus et la fécondité de C. maculatus pendant 10 jours

d’essai. Les resultats du test log-rank ont indiqué des difféerences hautement significatives

(p<0,001) entre les différentes courbes de survie d’adultes traités de 2 especes de bruches en
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fonction de différents traitements appliqués. La souche GHA de B. bassiana a montré une
efficacité plus élevée en termes de mortalités d’adultes observees sur les 2 espéces de bruches

par rapport aux souches USDA 4556 et V275 de M. brunneum et au lambda cyhalotrine.

Sur C. maculatus, 100% de mortalit¢ d’adultes était enregistré au 7° jour d’essai avec la
souche GHA contre 98,3% ; 88,3% ; 75 % et 18,3% de mortalités enregistrées au 10° jour par
les souches USDA 4556, V275, le lambda cyhalotrine et le contréle. Les TL50 observés
étaient de 5 jours pour la souche GHA, 6 jours pour USDA 4556 et V275 et 8 jours pour le
lambda cyhalotrine. Ce résultat concorde avec 1’observation faite par Francisco et al. (2012)
selon laquelle en conditions de laboratoire, B. bassiana était trés efficace pour le contréle de
C. maculatus. Un résultat similaire correspondant a 100% de mortalité d’individus aprés 7
jours d’essai a également été observé avec la souche GHA de B. bassiana sur le ravageur du
mais stocke Sitophilus zeamais par Hidalgo et al. (1998). Des TL50 similaires aux notres,
variant entre 3,11 a 6,12 jours ont été obtenus sur les adultes de C. maculatus traités aux
suspensions de B. bassiana concentrées a 108 conidies/ml par Cherry et al. (2005) et des
valeurs comprises entre 4,07 et 5,41 jours a 22°C sur les adultes de C. maculatus traités avec
B. bassiana par Ozdemir et al. (2020).

S’agissant de B. rufimanus, les taux de mortalités observés était respectivement de 1’ordre de
96,6% ; 88,3% ; 86,6% ; 78,3% et 16,6% au 10° jour de traitement avec la souche GHA de B.
bassiana, USDA 4556 et V275 de M. brunneum ; le lambda cyhalotrine et le controle. Les
TL50 observés étaient de 4 jours pour la souche GHA, 6 jours pour USDA 4556 , 7 jours pour
V275 et 2,5 jours pour le lambda cyhalotrine. La performance de B. bassiana sur B.
rufimanus est déja soulevé par Roubinet (2016) et Ward (2018) qui temoignent des résultats
concluants observés par le champignon sur B. rufimanus a travers quelques essais
préliminaires menées en région tempérée. Par ailleurs, les résultats des deux souches de M.
brunneum se rapprochent de ceux observés sur le charancon du chataignier Curculio elephas
par Asan et al. (2017) ayant enregistré des mortalités de 86% et 94% avec les souches USDA
4556 et V275.

La grande efficacité de la souche GHA de B. bassiana sur les 2 espéces de bruches en essai
comparativement a d’autres traitements s’expliquerait par le degré de pathogeénicité élevé
reconnue a B. bassiana vis-a-vis d’une large variété d’insectes bioagresseurs de cultures
(Ferron, 1975; Hidalgo et al., 1998; Oudjelida & Oltani, 2010; Roberts & St. Leger, 2004;
SABBAMHI, 2008). Zimmermann (2007) estime que cette efficacité de B. bassiana résulte de
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son existence sous diverses formes ou isolats et de sa capacité de nuisance tres élevée vis-a-
vis de 707 espéces d’insectes réparties dans 15 ordres. Elle découle selon Ziani (2008) de sa

forte létalité vis-a-vis de tous les stades de développement d’un insecte.

Cette étude constitue également un 1% test réalisé avec les souches USDA 4556 et V275 sur
les 2 especes de bruches. Les résultats obtenus par les 2 souches de M. brunneum sont
estimés concluants par rapport a ceux du lambda cyhalotrine. Cette situation résulterait du bon
comportement de M. brunneum évoqué par certains chercheurs vis-a-vis de plusieurs especes
de coleopteres telles que le charancon du chataignier Curculio elephas (Asan et al., 2017) , le
charancon de la vigne Otiorhynchus sulcatus (Fabricius) (Morera-Margarit et al., 2020), le
charancon du paturin annuel Listronotus maculicollis (Koppenhofer et al., 2020) etc. Par
ailleurs, différentes raisons pourraient justifier la faible efficacité du lambda cyhatorine
observée comparativement aux traitements fongiques vis-a-vis de C. maculatus et B.
rufimanus sur I’ensemble des tests biologiques réalisés. Elle résulterait d’une part de la qualité
du produit utilisée ou d’une faible dose de matiére active que contiendrait le volume du
produit appliqué sur les bruches (soit 1 ml). RECA (2013) rapporte également que la lambda
cyhalotrine est plus efficace contre les lépidopteres tels que les chenilles défoliatrices, la
noctuelle de la tomate. Ceci pourrait aussi justifier sa faible performance vis-a-vis de 2
coléopteres en étude. Selon également Provost et al. (2022), I’efficacité du lambda
cyhalotrine varie en fonction de 1’dge de I’insecte. Les individus les plus jeunes sont plus

affectés. Ceci justifierait également la faible performance du produit chimique observée.

b. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 sur la ponte de Callosobruchus

maculatus pendant 10 jours d’essai au laboratoire.

Les resultats obtenus indiquent une différence trés significative (p<0,001) entre différents
traitements sur I’évolution de ponte de C. maculatus au cours de 10 jours d’essai. Une
diminution de la capacité de ponte de C. maculatus a été observée avec 1’augmentation de
jours apres traitement. La souche GHA de B. bassiana (00+00 ccuf/graine) a totalement réduit
la ponte de C. maculatus au 9° jour d’essai comparativement a d’autres traitement (0,1+0,4 ;
0,1+0,3; 0,6+0,7 et 3,2+1,1 ceufs/graines pour USDA 4556, V275, lambda cyhalotrine et le
controle). Selon Ferron (1975) et P.Grison (1961), I’infection causée par les champignons
entomopathogenes sur les insectes affecte profondément leurs capacités de reproduction.
L’efficacité élevée de la souche GHA sur la ponte de C. maculatus s’expliquerait par le

niveau de léetalité éleve de B. bassiana vis-a-vis de tous les stades de développement d’un
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insecte (Ziani,2008). N’DOYE (1976) affirme que une fois contaminé par B. bassiana, les
capacités reproductives de I’insecte sont négativement affectées. Cette baisse de fécondité
résulte selon Zimmermann (2007) de la perturbation des fonctions physiologiques de 1’insecte
par I’infection due aux champignons. Quant aux souches USDA 4556 et V275, les réductions
de ponte observés sur C. maculatus s’expliqueraient par la similarité des modes d’action de B.

bassiana et de M. brunneum sur les insectes (Jarrold et al., 2007).

c. Efficacité des souches GHA, USDA 4556 et V275 appliquées aux graines (semences)
du niébé sur la mortalité de Callosobruchus maculatus, la ponte au 5° jour et la

conservation de graines durant 25 jours

Les traitements appliqués aux graines du niébé ont eu d’effet trés significatif sur la mortalité
d’adulte de C. maculatus (p<0,001) , la ponte au 5° jour (p=0.028) et non sur la conservation
de graines apres 25 jours contre les dommages causés par C. maculatus (p=0,704).
Comparativement a d’autres traitements, la souche GHA de B. bassiana a montré plus
d’efficacité en termes de mortalités de C. maculatus enregistrées sur graines traitées aux
suspensions fongiques en causant 100% de mortalité d’adultes au 9° jour d’essai contre
91,6% ; 86,6% ; 81,7% et 15% de mortalités obtenues au 10° jour sur graines traitées
respectivement aux suspensions de USDA 4556 et V275 de M. brunneum, au lambda
cyhalotrine et a I’eau distillée stérile + Tween 80 (contrdle). Ce résultat obtenu par la souche
GHA pourrait se justifier par I’efficacité trés élevée de B. bassiana par moindre contact avec
I’organisme de I’insecte tel que soulevé par diverses études. Selon Ziani (2008), B. bassiana
est caractéerisé par une forte virulence par simple contact ne nécessitant pas d’étre ingéré pour
exprimer son efficacité. Ferron (1975) revele que, [Pintrusion du champignon
entomopathogene a travers le tégument de I’insecte devient de plus en plus rapide lorsque sa
virulence est de plus en plus élevée et plus lente lorsque celle-ci est moindre. Heviefo et al.
(2018) soulevent également que B. bassiana est caractérisé par une action infectieuse directe
mais également endophyte ce qui lui confére une double efficacité. Par ailleurs, Jaber (2018)
rapporte aussi que M. brunneum détient également une bonne capacité infectieuse par contact
et sa colonisation peut se faire de facon systémique. Ceci pourrait expliquer le bon

comportement des souches USDA 4556 et V275 au cours de cet essai.

S’agissant des pontes de C. maculatus observées au 5° jour, les souches GHA et USDA 4556
ont enregistré les plus faibles pontes (soit 9,7+2,5 ; 9,9+2.4 ceufs/graine) contrairement au
lambda cyhalotrine, a la souche V275 et au contréle (10,0+2,7; 11,2+2,1; et 12,0£3,5
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ceufs/graine). Ce résultat parait logique étant donné que les deux souches se distinguent
souvent des autres en termes d’efficacité sur I’ensemble des tests biologiques réalisés dans
cette étude. Les résultats obtenus rapportent que les différents traitements appliqués aux
graines n’ont pas eu d’effet (p=0,704) sur les taux d’infestations causés aux graines par C.
maculatus aprés 25 jours de conservation. L’inefficacité de traitements fongiques pourrait
résulter de conditions maintenues dans la chambre du laboratoire ou étaient conservées les
graines traitées (70% d’humidité relative et 30°C). Selon Ferron (1975), I’efficacité de
champignons entomopathogenes est principalement fonction des conditions du milieu. La
germination, la viabilité et la survie des champignons entomopathogénes est directement
affecté par I’humidité relative et la quantité requise pour la germination de la majorité de
champignon est de 95% (Hallsworth & Magan, 1999).
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7. Conclusion et Perspectives

La présente étude portait sur la lutte biologique contre la bruche en se servant de deux
modeles d’études : celui de B. rufimanus (une bruche tempérée de la féverole) et de C.
maculatus (une bruche tropicale du niébé) avec comme objectif général de contribuer a la
mise en place de la lutte biologique contre les bruches en milieu tropical et tempéré.

De maniére spécifique, 1’étude cherchait a effectuer un état des lieux sur la diversité d’espéces
de bruches et de parasitoides associées aux cultures de féveroles en région Wallonne;
caractériser les impacts causés aux graines de la féverole par B. rufimanus dans différentes
régions de production de la Wallonie; évaluer I’effet variétal sur les dommages causés aux
graines par B. rufimanus et évaluer la pathogeénicité de 3 souches de champignons
entomopathogenes (GHA, USDA4556 et VV275) sur les adultes de B. rufimanus et de C.

maculatus.

L’état de lieux effectué sur la diversité d’espéces de bruches a permis d’identifier 4 especes
s’agissant de B. rufimanus, G. viridula, P. chrysocephala et R. bruchoides parmi lesquelles
B. rufimanus a été identifié comme principale espece associée aux cultures de féverole en
région Wallonne suite sa forte abondance observée sur I’ensemble de sites échantillonnés.

Les résultats de la caractérisation des impacts causés aux graines de la féverole de 8 sites de
culture de la région Wallonne par B. rufimanus mettent en évidence une variation de
I’intensité des dégats du ravageur en fonction de différentes régions de production. Les
infestations les plus élevées ont été mentionnées sur les collectes effectuées a Ciney et les

plus basse sur celles de Battice.

Les résultats obtenus confirment 1’effet de la variété sur les infestations causées aux graines
par B. rufimanus et une différence de sensibilité entre les variétés de féverole d’hiver et de
printemps vis-a-vis de ce dernier. Les graines des variétés Axel et Irena ont subis plus

d’impact du ravageur contrairement aux variétés Nanaux et Tiffany.

Les resultats des tests entomopathogenes effectués au laboratoire sur les adultes de C.
maculatus et B. rufimanus mettent en évidence une efficacité élevée de la souche
commerciale GHA de B. bassiana sur le contrdle biologique de 2 espéces de bruches en étude
par rapport aux souches USDA 4556 et V275 de M. brunneum bien que les résultats obtenus
par ces 2 souches soient également concluants.

Nos résultats suggérent qu’aux cotés de la souche GHA, les 2 souches de M. brunneum

devraient également étre considérées comme des sérieux candidats pour le biocontrdle de
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bruches en milieu tropical et tempéré. Vu I’impossibilité d’aborder tous les aspects relatifs a
cette étude compte tenu de la contrainte temps, des études ultérieurs devraient porter sur
I’évaluation de ’efficacité de 3 souches de champignons testées sur la fécondité de B.
rufimanus et I’identification de parasitoides de B. rufimanus associés aux cultures de féverole
en région Wallonne. Plusieurs autres souches entomopathogénes pourraient étre testé sur les 2
espéces de bruches afin de mettre en place une diversité d’agents de lutte biologique efficaces

pour le biocontréle de bruches en milieu tropical et tempére.
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9. Annexes

Annexe 1 : Cadavres de Bruchus rufimanus et Callosobruchus maculatus en incubation sur
boites de pétri (R.Lugendo, 2022)

Annexe 2 : Détermination de la concentration de suspensions fongiques et de la viabilité de
spores de souches testées (a) et suivi des bruches mortes par traitements fongiques placées en
incubation sur boites de pétri (R.Lugendo, 2022)
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Annexe 3 : Développement de 1’infection causée par la souche GHA de Beauveria bassiana

sur les cadavres de Bruchus rufimanus (en haut) et de Callosobruchus maculatus (en bas) du
1°" au 10e jour d’incubation des cadavres (R.Lugendo, 2022)
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Annexe 4 : Développement de I’infection causée par la souche USDA 4556 de Metarhizium
brunneum sur les cadavres de Bruchus rufimanus (en haut) et de Callosobruchus maculatus
(en bas) du 1*" au 10e jour d’incubation des cadavres (R.Lugendo, 2022)

70



Annexe 5 : Développement de I’infection causée par la souche V275 de M. brunneum sur les
cadavres de Bruchus rufimanus (en haut) et de Callosobruchus maculatus (en bas) du 1° au
10e jour d’incubation des cadavres (R.Lugendo, 2022).
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Annexe 6 : Tableau récapitulatif des résultats du modele de Poisson des taux d’infestations
de graines de féverole par Bruchus rufimanus collectées dans 8 sites d’échantillonnage en

Région wallonne (P < 0.001)
Taux IC (95%)
Site d'infestation Borne Bonne Coefficient P
moyen (%) inférieure supérieure
Rebecq 55 3.0 9.9 -0.435 0.261
Isnes 25.0 18.9 33.0 1.079 <0.001
Bierwart 13.5 9.3 19.7 0.463 0.135
Assesse 8.5 5.3 13.7 réf. -
Ciney 35.0 21.7 44.2 1.415 <0.001
Verdenne 20.5 15.1 27.8 0.880 0.002
Battice 4.0 2.0 8.0 -0.754 0.079
Beho 75 4.5 12.4 -0.125 0.724

Annexe 7 : Tableau récapitulatif des résultats du modele de Poisson de taux d’infestations de
11 variétés de féverole d’hiver analysées au laboratoire (P <0.001)

Taux IC (95%)
Variété d'infestation Borne Bonne Coefficient P
moyen (%)  inférieure supérieure

AUGUSTA 15.5 10.9 22.0 réf. -
AXEL 40.0 32.1 49.8 0.948 <0.001
BERING NT 26.5 20.2 34.7 0.536 0.018
DIVA 13.5 9.3 19.7 -0.138 0.600
HIVERNA 19.0 13.8 26.1 0.204 0.400
IRENA 48.5 39.7 59.2 1.141 <0.001
NEBRASKA NT 11,0 7.2 16.7 -0.343 0.219
ORGANDI 24.0 18.1 31.8 0.437 0.058
TUNDRA NT 26.5 20.2 34.7 0.536 0.018
VESPA 26.0 19.8 34.1 0.517 0.023
WIZARD 22.0 16.4 29.6 0.350 0.135

72



Annexe 8 : Tableau récapitulatif des résultats du modéle de Poisson de taux d’infestations de
13 varietés de féverole de printemps analysées au laboratoire (P < 0.001)

Taux IC (95%)
Variété d'infestation Bormne Bonne Coefficient P
moyen (%) oo o
inférieure supérieure

(LG) BANQUISE 11.0 7.2 16.7 réf. -
ALLISON 23.5 17.7 31.3 0.759 0.003
BIORO 12.5 8.4 18.5 0.128 0.662
BOLIVIANT 16.0 11.3 22.6 0.375 0.176
DOSIS 12.0 8.0 17.9 0.087 0.768
FANFARE 37.5 29.9 47.0 1.226 <0.001
GL MAGNOLIA 145 10.1 20.9 0.276 0.329
LG CARTOUCHE 16.5 11.7 23.2 0.405 0.141
LG VIPER 12.5 8.4 18.5 0.128 0.662
NAKKA 13.0 8.9 19.1 0.167 0.564
NANAUX 10.0 6.5 15.5 -0.095 0.758
TIFFANY 10.5 6.8 16.1 -0.047 0.879
VICTUS 18.0 13.0 25.0 0.492 0.069

Annexe 9 : Tableau récapitulatif des résultats du modele de Poisson sur la ponte d’ adultes de
Callosobruchus maculatus placés sur graines du niébé traitées au 5° jour d’essai (P=0.028)

IC (95%)
Traitement d’}'g:&?f;?;ﬁge _ B,O!”‘e B?Wne Coefficient P
inférieure superieure
B.b (GHA) 9.8 8.7 11.0 Réf. -
Contrdle 12.0 10.9 13.3 0.209 0.008
L.Cyhalotrine 10.1 9.0 11.3 0.030 0.712
USDA 4556 9.9 8.9 11.1 0.017 0.837
V275 11.2 10.1 12.5 0.140 0.080
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Annexe 10 : Tableau récapitulatif des résultats du modéle de Poisson du nombre d’ceufs par
graine enregistré tous les 3 jours durant 10 jours d’essai aupres d’adultes traités de
Callosobruchus maculatus (P<0,001)

IC (95%)
. Jour de Nombre moyen d'ceufs
Traitement 1 . Borne Bonne
prélevement par graine o L
inférieure  supérieure
Controle 3 6.9 6.0 7.9
6 6.2 5.3 7.1
9 3.2 2.6 3.9
12 3.2 2.6 3.9
B.b (GHA) 3 4.6 3.8 5.4
6 1.6 1.2 2.1
9 0.0 0.0 0.0
12 0.0 0.0 0.0
L.Cyhalotrine 3 3.3 2.7 4.0
6 2.4 1.9 3.1
9 0.6 0.4 0.9
12 0.0 0.0 0.2
USDA 4556 3 4.5 3.8 5.3
6 2.3 1.8 2.9
9 0.1 0.0 0.3
12 0.0 0.0 0.0
V275 3 4.4 3.7 5.2
6 2.2 1.7 2.8
9 0.1 0.0 0.3
12 0.0 0.0 0.0

Annexe 11 : Tableau récapitulatif des résultats du modele de Poisson de taux d’infestations de
graines par Callosobruchus maculatus enregistrés sur graines du niébé traitées apres 25 jours
de conservation au laboratoire (P=0.704)

Taux IC (95%)
Traitements d’infestation Borne Bonne Coefficient P
moyen (%) inférieure supérieure
B.b (GHA) 63.3 46.0 80.6 Reéf. -
Controle 93.3 86.8 99.9 0.388 0.192
L.Cyhalotrine 70.0 50.4 89.6 0.100 0.752
USDA 4556 66.6 43.1 90.2 0.051 0.873
V275 73.3 56.0 90.6 0.147 0.640
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Bloc 4
Bloc 3
Bloc 2
Bloc 1

Annexe 12 : Dispositif expérimental de 1’essai de 24 variétés de féverole analysées au
laboratoire
Féveroles hiver Féveroles printemps
9 12511 1 8T 3 7 4 10 2 6| |4 2 3 61 9 T105 8 11 14 13 T 15 12 7
12 7 9 2 5 4T 11 8 10 6 1 3 6 14 12 7 4 10 T 1 9 3 13 5 8 T 15 11 2
10 8 6 3 9 2T 12 11 1 5 7 4| |8 7 14 96 3 T 122 11 15 1 13 T 5 10 4
1 23 4 5 6T 7 8 9 1011 12| |1 2 3 45 6 T 7 8 9 10 11 12 T 13 14 15
1 TUNDRA Wakil 1 BIORO
2 NEBRASKA Wakil 2 FANFARE
3 DIVA 3 (LG) BANQUISE
4 |IRENA 4 TIFFANY
5 ORGANDI 5 NAKKA
6 AXEL 6 VICTUS
7 WIZARD 7 LG CARTOUCHE
8 HIVERNA 8 GL MAGNOLIA
9 VESPA 9 NANAUX
10 AUGUSTA 10 ALLISON
11 BERING Wakil 11 DOSIS

12 FANFARE (Fév. Ptps)

T : Traces tracteu

Test pois
printemps

Test féverole
printemps

Test pois
hiver

12 BOLIVIA Wakil

13 BOLIVIANT
14 LG VIPER
|15 TUNDRA (féverole d'hiver)

e =piéges verts

o =pigges blancs

® =Contrdles

A = attractant agriOdor gousse
B = attractant agriOdor fleur

C = attractant IPS fleur
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