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Avant-propos

Cette these comportait dés sa genése un important volet méthodologique. En effet, j’ai eu
recours a la fois a des techniques de chimie, de biochimie, de biologie moléculaire et
d’écologie spatiale. Pour chaque discipline, j’ai collaboré avec des chercheurs de structures,
de villes et de pays différents. Cela a nécessité que je fasse plusieurs voyages et séjours pour
les rencontrer et échanger avec eux. Cet avant-propos a donc pour objectif d’éclairer le lecteur
sur le déroulement de la thése et sur les choix qui ont éteé faits.

J’ai commencé ce travail de thése en octobre 2010 sur un financement du Ministére des
Affaires Etrangeres (MAE) (FSP mobilisateur 2006-43), dans le cadre des activités du
Dispositif en Partenariat (DP) DIVECOSYS et aprés avoir été recrutée par le Cirad en tant
qu’allocataire de recherche. Le projet de thése initial proposait deux grandes parties : une
partie de mise au point de méthodes pour la détermination de 1’origine géographique et
trophique de la noctuelle Helicoverpa armigera et une deuxiéme partie d’utilisation de ces
méthodes pour comprendre la dynamique spatiale et temporelle sur des individus piégés dans
le Nord-Benin.

Dans la premicre partie, il s’agissait de mettre au point d’une part les méthodes d’analyse de
la flore bactérienne et des isotopes stables d’hydrogéne pour déterminer 1’origine
géographique et d’autre part les méthodes d’analyse des marqueurs biochimiques spécifiques
de plantes hotes pour déterminer 1’origine trophique des insectes. C’est cette premiére partie
qui m’a permis de collaborer avec des chercheurs de disciplines différentes. En effet, j’ai suivi
un stage de formation de quatre semaines concernant 1’analyse de la flore bactérienne chez H.
armigera dans le laboratoire de I'unité mixte de recherche (UMR) QUALISUD sous la
supervision de Didier Montet a Montpellier/France en Janvier et Février 2011. Le choix de ce
laboratoire a été fait en raison des travaux qu’ils meénent pour connaitre [’origine
géographique des denrées alimentaires et de poissons en analysant la composition de leur
flore bactérienne. Aly F. El Sheikha, dans le cadre de sa thése au sein de cette UMR a
amélioré cette méthode et 1’a utilisé pour connaitre I’origine géographique de fruits. Avec son
aide, la méthode a été mise au point dans le laboratoire de biotechnologie d’AfricaRice a
Cotonou pour analyser la flore bactérienne d’H. armigera. Je m’y suis rendu a chacun de mes
deux séjours au Bénin en 2011 et 2012.

Par ailleurs, les analyses des isotopes stables d’hydrogeéne hébergés par les insectes ont été
faites par la société ISOANALYTICAL, basée en Grande Bretagne.



Par la suite, pour déterminer I’origine trophique notre choix d’outils s’est porté sur les
isotopes stables de carbone et les marqueurs biochimiques des plantes hotes. Les analyses des
isotopes stables de carbone ont été réalisées sur la plateforme isotopique SHIVA de ’ENSAT
ou j’ai préparé plus de 1500 échantillons durant ma these.

Par ailleurs, afin d’obtenir des individus témoins, je suis allé a Garoua/Cameroun en Mai/Juin
2011 dans le laboratoire d’¢levage d’insectes de ’IRAD (Institut de recherche agricole pour le
développement) dirigé par P. Prudent, entomologiste du Cirad ou je me suis familiarisée avec
I’élevage d’H. armigera sur différentes plantes hotes.

Notre choix d’outil pour déterminer 1’origine trophique d’H. armigera s’est aussi porté sur les
marqueurs de plantes hotes, en 1’occurrence le gossypol, marqueur spécifique du cotonnier et
la tomatine, marqueur spécifique de la tomate. Les travaux de mise au point de la méthode
d’analyse de la tomatine et du gossypol chez H. armigera ont débuté en Juillet 2011 & Amiens
a I’Université de Picardie Jules Verne, dans le laboratoire Biologie des Plantes et Contrdle des
Insectes Ravageurs (UPRES EA 3900) dirigé par P. Giordanengo avec ’aide de J. Attoumbré
et se sont poursuivis en 2012 (Février/Mars). En 2011, j’ai séjourné un mois et en 2012 cinq
semaines. Cependant, en raison des difficultés méthodologiques concernant le gossypol et le
manque de disponibilité de J. Attoumbré, malgré tout son intérét pour la question, nous avons
pris contact avec un autre laboratoire @ Gembloux (Unité de recherche de Chimie générale et
organique de la faculté universitaire des sciences agronomiques) dirigé par M. L. Fauconnier,
puis un deuxieme laboratoire de Gembloux (Unité physico-chimie et résidus des produits
phytopharmaceutiques et des biocides) dirigé par O. Pigeon, pour finaliser la mise au point
méthodologique. Par ailleurs, nous avons aussi tenté de prendre contact avec G. Head,
chercheur de la compagnie MONSANTO a St. Louis/lUSA qui a accepté d’analyser le
gossypol dans d’autres échantillons. Ainsi, en Juillet 2013, j’ai envoyé 1272 individus d’H.
armigera a St. Louis pour les analyses de gossypol. J’ai également visité le laboratoire en
Novembre 2013, juste avant le colloque de I’ESA 2013 (Entomological society of America)
qui S’est tenu a Austin/USA et auquel j’ai participé. Il nous a donc fallu 2 ans pour identifier
un laboratoire susceptible d’analyser le gossypol dans nos échantillons.

Les travaux sur le terrain se sont déroulés sur deux années consecutives 2011 et 2012 dans le
nord du Bénin, dans la région de Kandi prés d’Angaradebou dans le nord du Bénin ou j’ai
résidé 3 mois chaque année.

La valorisation de ce travail de thése s’est fait a travers des communications orales. La
premiére a été faite en juillet 2012 & Lleida en Espagne lors du colloque de 1’'IOBC

(Organisation Internationale de Lutte Biologique et intégrée) sous le theme « Landscape



management for functional biodiversity. La deuxiéme a été faite aux Etats-Unis durant le
congres de ’ESA a Austin (10-13 Novembre 2013) et la troisiéme a 1’atelier du Dispositif en
Partenariat DICOVESY'S en décembre 2013 & Cotonou.

Cette valorisation s’est aussi traduite par la publication d’un article dans un journal a comité
de lecture qui a été publié dans International Journal of Pest Management. Un deuxiéme
article a été soumis & Entomologia Experimentalis et Applicata. Et le dernier article été

soumis a la revue Basic and Applied Ecology.

Tableau chronogramme récapitulant le déroulement de la thése ainsi que mes déplacements.

Seuls les points marquants sont représentés dans le tableau.

N* 2010 2011 2012 2013 2014
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Introduction générale

Répondre aux besoins en nourriture et en fibres de la population humaine de plus en
plus croissante, tel a été¢ 1’objectif principal de la révolution verte a la fin de la deuxiéme
guerre mondiale. La révolution verte via I’intensification des cultures, la sélection variétale, la
mécanisation de 1’agriculture et I’apport massif en intrants chimiques a largement amélioré la
productivité des agro-systemes (Kafadaroff, 2008). Cependant, cette réussite s'est
accompagnée de conséquences alarmantes comme des problémes de pollution de I’air, de
I’eau et des sols (Kibblewhite et al. 2008 ; Tilman et al. 2002). En effet, 1’application
démesurée des produits chimiques a conduit a un déséquilibre des écosystémes. La santé des
agriculteurs de méme que celles des consommateurs des produits issus de cette agriculture
s’est vu altérée (Food and Agriculture Organization of the United Nations. 2006).
L’apparition des geénes de résistance aux pesticides chez les ravageurs fait partie des
nombreuses conséquences liées a I’application excessive des pesticides. Les défis actuels de
la nouvelle révolution verte allient productivité et durabilité. Il s’agit de concevoir et de
mettre au point des itinéraires techniques et des systemes de cultures a la fois productifs et

économes en pesticides (Conway et al. 1994).

La gestion intégrée des ravageurs, en accord avec les objectifs de la nouvelle révolution verte,
propose des méthodes alternatives de lutte aux pesticides soucieuses de préserver la qualité de
I’environnement. Plusieurs méthodes de lutte biologique tenant compte de I’écologie des
ravageurs et du réseau trophique dont ils font partie, ont montré que I’apport de prédateurs et
de parasitoides (ennemis naturels) dans une parcelle réduisait significativement 1’abondance
du ravageur ciblé (Tscharntke, 2000). La lutte biologique par conservation et gestion des
habitats propose de préserver ou de mettre en place des habitats favorables aux ennemis
naturels qui par rétrocontrdle positif contribueraient a une régulation naturelle des ravageurs.
En amont de cette méthode de lutte, les connaissances traitant de la capacité de déplacement
du ravageur, de son mode d’utilisation de la ressource sont des outils fondamentaux pour la
mise en place de telles stratégies. Pour des ravageurs polyphages, il est nécessaire de
développer des outils permettant de déterminer leur origine trophique ou leur origine
géographique afin de comprendre comment sont utilisées les ressources dans 1’espace et dans

le temps. Ceci permettrait in fine d'organiser le parcellaire agricole de fagon a optimiser la



régulation naturelle et donc, de limiter les dégats causés par les ravageurs (Prasifka et al
2004).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a Helicoverpa armigera (Hibner 1808)
(Lepidoptera : Noctuidae), un ravageur des plus redoutés du cotonnier en Afrique et partout
dans I’ancien monde. H. armigera est un ravageur polyphage. En plus du cotonnier, il infeste
aussi les parcelles de mais, sorgho, gombo et les cultures maraichéres comme la tomate,
piment, haricot vert. On le rencontre aussi sur de nombreuses plantes spontanées. C’est un
ravageur a grande mobilité qui peut se déplacer sur plusieurs centaines de kilométres (Feng et
al. 2009) ou sur de courtes distances de ’ordre de quelques kilometres (Lu et Baker. 2013).
C’est également un diapausant facultatif : son cycle de vie peut étre continu avec une courte
période de vie ralentie si les conditions environnementales et de ressources sont favorables ou
faire une longue diapause si les conditions sont défavorables. En Afrique sub-saharienne, la
lutte chimique est pratiquée de fagon intense et devient de moins en moins efficace du fait de
I’apparition des geénes de résistance a certains insecticides (pyréthrinoides) chez cette
noctuelle (Brevault et al. 2008). Nous nous sommes proposé dans ce travail de these de
produire des connaissances sur ce ravageur permettant de contribuer a la mise en place de
stratégies de régulation naturelle durables. Nous nous sommes intéressés a la nuisibilité d’H.
armigera dans les parcelles de cotonniers en identifiant les structures paysageéres qui leur

étaient défavorables.

Dans ce travail de thése qui comprend cing parties, la premiére partie de ce travail rassemble
des références bibliographiques qui montrent d'une part les limites de la révolution verte,
d'autre part en quoi des connaissances sur les ravageurs sont nécessaires pour mettre en place
des stratégies (de gestion des ravageurs) durables et respectueuses de I'environnement. La
démarche générale de travail ainsi que la méthodologie adoptée sont ensuite présentées. Dans
la deuxiéme partie, je traite des méthodes de détermination de ’origine géographique d’H.
armigera. J'expose dans cette partie les résultats d’un travail de mise au point méthodologique
de deux outils innovants pour la détermination de 1’origine géographique des populations d’H.
armigera. Dans la troisiéme partie, je présente les résultats d'une etude visant a identifier les
déterminants de 1’infestation larvaire d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier a 1’échelle
de la parcelle et a I’échelle du paysage. Dans la quatriéme partie, je présente tout d’abord les
résultats de la mise au point méthodologique de deux outils de détermination de 1’origine
trophique. Puis, les résultats d’une étude sur les déterminants paysagers de I’abondance et de

’origine trophique des adultes d’H. armigera piégés selon un gradient de diversité du paysage
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et & trois échelles concentriques. Les différents résultats et les avancées a la fois
méthodologiques et conceptuelles qui en découlent sont synthétisés et discutés dans la partie
cing afin de replacer le sujet de thése dans le contexte de la recherche agronomique. Enfin,
des perspectives pour la gestion intégrée d” H. armigera sont proposees. Les différentes

parties de la thése sont illustrées dans la figure 1.

Figure 1. Schéma présentant les cinq parties de la thése en relation avec le cycle de vie d’ H.
armigera.



Partie I : Cadre de la thése




Partie I : Cadre de la thése

I-1 Contexte de I’étude

I-1-1 D’une révolution verte...

A la fin de la deuxiéme guerre mondiale, afin de répondre aux besoins en aliments et
en fibres, I’agriculture dans le monde connait de profondes modifications. Le défi
d’augmenter le rendement des cultures a été relevé grace a I’'intensification des systémes
agricoles. Cette intensification passe par 1’amélioration génétique des semences, la
mécanisation des outils, D’irrigation, D’apport d’engrais chimiques et de produits
phytosanitaires pour améliorer la lutte contre les ravageurs et les pathogéenes (Letourneau et
Van Bruggen 2006; Kafadaroff 2008). Cette agriculture intensive requiert des
investissements importants et une utilisation accrue d’intrants agricoles (énergie, engrais,
matériel). En Afrique subsaharienne, dans les années 60, la révolution verte est née avec le
méme objectif principal: améliorer rapidement le rendement des cultures (Courade, 1987 ;
Bray 1994). La protection des cultures contre les ravageurs se fait via une agriculture
intensive qui repose sur I'utilisation fréquente de pesticides appliqués par traitement préventif
le plus souvent sur calendrier sans nécessaire contrle au champ de la présence avérée de
ravageurs (Michel et al. 2000, Guerrin, 2013). La révolution verte a egalement favorisé un
contexte socio-économique ou le marché des intrants chimiques (exportation, importation) a
été libéralisé et facilité sur la scene internationale (Food and Agriculture Organization of the
United Nations. 2006).

Sans éradiquer la faim, la révolution verte a contribué a améliorer la production des aliments
et des fibres. En Afrique, la production de céréales (riz, blé et mais) a augmenté de 75% entre
1983 et 1993 gréace a la révolution verte. La révolution verte a contribué a la baisse des prix
des denrées alimentaires, a augmenter les revenus des agriculteurs dans les zones rurales
(Food and Agriculture Organization of the United Nations. 2006). Cependant, depuis
quelques années, I’agriculture intensive suscite des inquiétudes quant aux conséquences
observées. Tout d’abord, D’intensification des systemes agricoles caractérisée par la
concentration des cultures sur de grandes surfaces contribue a réduire la biodiversité (Matson
et al. 1997), ce qui favorise la présence des ravageurs (Wilby et Thomas, 2002 ; Matson et al.
1997). En effet, la réduction des espaces naturels au profit des parcelles agricoles défavorise
la présence des ennemis naturels et par conséquent défavorise les services ecosystémiques de

régulation naturelle des ravageurs. Ensuite, 1’utilisation fréquente des intrants cause des


http://www.refdoc.fr/?traduire=en&FormRechercher=submit&FormRechercher_Txt_Recherche_name_attr=auteursNom:%20%28BRAY%29

Partie I : Cadre de la thése

dégats a la fois sanitaires et environnementaux: la santé des agriculteurs et des
consommateurs des produits issus de I’agriculture conventionnelle est altérée (Matson et al.
1997 ; Tilman et al. 2002). Les sols sont dégradés et pollués (Kibblewnhite et al. 2008). La
qualité des masses d’eau, sources d’eau potable pour les populations (nappes phréatiques et
rivieres) est dégradée (Tilman et al. 2002). Les genes de résistance aux pesticides chez de
nombreuses especes de bioagresseurs sont également apparus et maintenus a cause de
I’exposition fréquente des populations aux pesticides (McKenzie et Batterham 1998). Des
¢tudes ont également montré que 1’utilisation des pesticides dans 1’agriculture contribuait aux

émissions des gaz a effet de serre (Tilman et al. 2001).

1-1-2 ... A une révolution doublement verte.

La prise de conscience des conséquences environnementales a amené la communauté
scientifique, les agriculteurs ainsi que les pouvoirs publics a rechercher des stratégies
alternatives a I’utilisation des intrants chimiques, respectueuses de I’environnement et de la
santé des consommateurs: une approche de lutte durable et efficace contre les bioagresseurs.
Dans les années 1990, 1’agriculture mondiale s’est vue assignée de nouveaux objectifs: 1)
améliorer la productivité pour faire face a la démographie mondiale toujours croissante (avec
une prévision de 9 milliards d’humains en 2050, il faudra augmenter les rendements de 60%),
i1) réduire et/ou raisonner I’utilisation des intrants chimiques, iii) produire de nouvelles
semences génétiquement résistantes aux ravageurs tout en iv) faisant face a la perte croissante
de la surface agricole mondiale (par urbanisation). Ces nouveaux défis sont regroupés sous le
terme de « nouvelle Révolution Verte » ou encore de « révolution doublement verte » imaginé
par Conway et al. (1994). Elle implique alors a la fois productivité et durabilité écologique,
économique et sociale (Griffon, 2002). 11 s’agit de concevoir et de mettre au point des
itinéraires techniques et des systémes de cultures a la fois productifs et économes en
pesticides. La révolution doublement verte a été adoptée par plusieurs pays notamment la
France. Le plan « Ecophyto 2018 » illustre cette prise de conscience. L’objectif est de réduire
de 50% d’ici 2018 1’utilisation des produits chimiques dans le systéme agricole frangais. En
Afrique subsaharienne, la révolution doublement verte est illustrée par la mise en place des
seuils d’administration des pesticides. Des études ont montré que les objectifs de la révolution
doublement verte pouvaient aussi étre réalisés en considérant les régulations naturelles dans

I’agrosystéeme. Ceci revient a s'intéresser aux relations trophiques entre organismes et par
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conséquent a leurs interactions; les principes de 1’écologie sont alors appliqués a

I'agrosysteme.

De la nécessité de respecter I’environnement tout en améliorant la productivité du systeme
agricole est né le terme agroécologie. Wezel et al. (2009) situe les débuts de ’utilisation du
terme agroécologie vers le début des années 1930. La définition a cependant évolué.
Gliessman (1998) définit 1’agroécologie comme I’application des concepts et principes de
1I’écologie pour 1’étude, la conception et la gestion durable des agro-systemes (the application
of ecological concepts and principles to the design and management of sustainable
agroecosystems). Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre de 1’agro-écologie. Via une
approche interdisciplinaire, nous avons pour objectif de contribuer a la lutte contre un

ravageur de cotonnier dans le contexte de I’ Afrique de 1’ouest.

I-1-3 Vers des méthodes alternatives aux pesticides: les services

ecosystémiques

Le sommet de la terre a Rio de Janeiro en juin 1992 a posé les bases des notions de
« développement durable » et de «services écosystémiques ». Les services écosytémiques
sont les bénéfices que les Hommes tirent directement ou indirectement des fonctions de
I’écosysteme « the benefits human populations derive, directly or indirectly, from ecosystem
functions. ». En prenant en compte les bénéfices économiques et écologiques que les services
écosystémiques apportent a la société humaine, une commission nhommee Evaluation des
Ecosystemes pour le Millénaire (MEA:Millenium Ecosystem Assessment) a été créée par
I’Organisation des Nations Unies a la fin des années 90. Le rapport du MEA en 2005 classe
les services écosystémiques en quatre grands groupes (Fig. 2): les services de support, les
services culturels et sociaux, les services d’approvisionnement, et les services de régulation.
Les services de support sont ceux qui sont nécessaires pour la production des autres services,
ce qui peut étre illustré par la production de I’oxygeéne atmosphérique. Les services culturels
sont ceux qui contribuent au bien-étre (non-matériel) de I’Homme, qui peuvent étre illustrés
par les valeurs esthétiques des écosystemes, ce qui enrichit la valeur touristique d’une région
donnée. Les services d’approvisionnement sont les bénéfices matériels obtenus par le biais
d’exploitation des €cosysteémes notamment les produits (nourriture et fibres) obtenus des

agroécosystemes. Les services de régulation sont les bénéfices que les Hommes tirent de la
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régulation naturelle des vecteurs de maladies, des flux d’eaux ou des populations de

prédateurs et de proies.

Approvisionnement

= Nourriture

= Eau potable

= Bois et fibre

= Fossile carburant

Support
= (Cycle des nutriments Régulation
= Formation des sols
= Production primaire = Ravageurs

= Climat
= Purification de ’eau

Culturel
= Esthétique
= Spirituel
= Récréatif

Figure 2. Services écosytémiques deécrits dans le rapport du Millenium Ecosystem
Assessment, 2005.

Parmi les services écosystémiques, les services de régulation sont ceux qui permettent une
régulation des ravageurs. En effet, en favorisant les prédateurs naturels dans les agro-
systémes, 1’abondance des ravageurs peut étre maintenue a un seuil économiquement viable
pour I’agriculture. Ce service offre ainsi une alternative a la lutte chimique contre les
ravageurs dans les agro-systemes. C’est dans ce cadre qu’interviennent les principes de la
lutte biologique. L’Organisation Internationale de la Lutte Biologique et intégrée contre les
animaux et les plantes nuisibles (OILB) regroupe toutes ces stratégies sous le concept de
gestion intégrée des ravageurs « Integrated Pest Management ». La gestion intégrée des

ravageurs est définie comme I’application d’un ensemble de méthodes qui respectent les
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exigences économiques, écologiques et toxicologique pour maintenir la présence des
organismes nuisibles en dessous d’un seuil de dommages economiquement inacceptables.
Cette gestion donne la priorité aux facteurs naturels de maitrise des ravageurs.

La gestion intégrée des ravageurs regroupe plusieurs méthodes (Fig. 3) dont la lutte
biologique. La lutte biologique est une méthode de lutte ou les ennemis naturels sont utilisés
pour réduire la présence des ravageurs. Eilenberg et al. (2001) décrivent quatre types de lutte
biologique : la lutte biologique classique, la lutte biologique par inondation, par inoculation et
la lutte par conservation et gestion des habitats (Fig. 3).

Gestion intégrée
des ravageurs

Lutte Sélection Lutte Contrble Lutte bio- Lutte
physique variétale biologique autocide rationnelle conventionnelle
. Par Par Par
Classique . . . . .
q inondation inoculation conservation

Figure 3. Présentation des quatre types de lutte biologique parmi les différentes stratégies de
gestion intégrée des ravageurs. (Figure modifiée d’Eilenberg et al. 2001).

La lutte biologique classique est définie comme 1’introduction intentionnelle d’un organisme
exotique pour une maitrise biologique & long-terme ou permanent d’un autre organisme
nuisible. Greathead (1994) dans le livre History of biological control présente plusieurs
exemples de lutte biologique dont 1’un des plus anciens est I’introduction a 1’ile Maurice d’un
parasitoide (Cotesia flavipes), ennemi naturel du foreur de la canne a sucre (Chilo
sacchariphagus). La lutte biologique par inondation consiste en un lacher massif des ennemis
naturels dans une parcelle pour une régulation immédiate d’un ravageur ciblé. Dans la lutte
biologique par inoculation (Fig. 4), la lutte biologique est assurée par les individus lachés en
espéerant leur multiplication pour assurer sur deux a trois génération (sans forcément étre
permanente) une régulation des ravageurs. Eilenberg et al. (2001) précisent que la différence
entre la lutte biologique par inondation et la lutte biologique par inoculation est que pour la

premiére, seuls les individus lachés ceuvrent pour réguler les ravageurs alors que dans le cas
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de la lutte biologique par inoculation, les individus lachés sont impliqués aussi bien que les
2°Mme ot 3°™M générations de la population lachée dans la parcelle au départ.

Contrairement aux trois méthodes de lutte biologique citées ci-dessus, la lutte biologique par
conservation et gestion des habitats a pour cible directe les ennemis naturels et pour cible
indirecte les ravageurs (Fig. 4). Dans un premier temps, Il s’agit en effet de modifier
I’environnement ou les pratiques culturales dans le but de protéger ou attirer les ennemis
naturels pour une régulation naturelle et durable des ravageurs «Modification of the environment
or existing practices to protect and enhance specific natural enemies or other organisms to reduce the
effect of pests». L’introduction des infrastructures agro-écologiques pour 1’agrosystéme est un
bon exemple de lutte biologique par conservation des habitats. L’étude de Schmidt et al.
(2004) a montré que la présence de structures empéchant le déplacement des ennemis naturels
favorise pres de douze fois plus 1’abondance de pucerons dans un champ de blé contrairement
a une parcelle sans structures bloquant le déplacement des ennemis naturels entre les
parcelles. De méme, Baudry et al. (2000) ont montré I’importance des haies dans les
agrosystemes. Dans un second temps, la lutte biologique par conservation et gestion des
habitats s’intéresse indirectement aux habitats défavorables aux ravageurs. Il s’agit dans ce
cas de limiter le ravageur en amont du réseau trophique dans lequel il s’insére en réduisant les
conditions favorables a son maintien dans 1’agrosystéme. Ainsi, la lutte biologique par
conservation et gestion des habitats peut s’appliquer i/ a I’échelle de la parcelle : les études
sont axées sur les pratiques agricoles favorables aux ennemis naturels. Par exemple la
polyculture est privilégiée a la place des monocultures, dans le but de favoriser la biodiversité
notamment celle des ennemis naturels, ii/ a 1I’échelle du paysage : plusieurs études ont montré
que le paysage (la configuration, la composition, la complexité, la connectivité et/ou la
fragmentation du paysage) influencait 1’abondance des ravageurs et/ou des ennemis naturels.
Ce travail de thése s’inscrit dans cette derniére approche. Nous identifierons dans cette étude

les structures du paysage qui sont défavorables a un ravageur.

Certes, la lutte biologique par conservation et gestion des habitats apporte une réelle plus-
value pour la lutte contre les ravageurs. Des études montrent néanmoins qu’elle présente
quelques inconvénients. En effet, introduire des infrastructures agro-écologiques réduit la
surface agricole utile (Landis et al. 2000) ; De méme la polyculture qui consiste a diversifier
les cultures sur des petites surfaces favorise la compétition entre les especes et donc une perte
de rendement (Andow et al. 1991a).

10
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Figure 4. Synthése des quatre types de lutte biologique décrits par Eilenberg et al. 2001.

Pour résoudre ces inconvénients, Prasifka et al. (2004) proposent une organisation stratégique
du parcellaire agricole pour favoriser une régulation naturelle des ravageurs par ennemis
naturels sans nécessairement réduire la surface agricole utile (Fig. 5). Cette organisation du
parcellaire est alors fonction des foyers locaux des ennemis naturels afin de favoriser une
colonisation massive et précoce des parcelles de culture & forte valeur agronomique par les

ennemis naturels avant toute infestation irréversible des ravageurs.

il B.

Figure 5. Organisation du parcellaire selon Prasifka et al. 2004. (A) représentation arbitraire et
(B) représentation stratégique. Les carrés blancs représentent les parcelles de cultures
d’intérét, les carrés noirs représentent les foyers des ennemis naturels et les fleches indiquent
les mouvements des ennemis naturels vers les parcelles de cultures d’intérét et les carrés gris,
les autres cultures.

11



Partie I : Cadre de la thése

I-2 Contexte scientifique

I-2-1 Les propriétés écologiques du paysage

D’un point de vue général, le paysage est défini comme 1’agencement dans un espace
limit¢ des ¢léments d’un relief. D’un point de vue écologique, Antrop (2000) définit le
paysage comme une structure complexe dans laquelle les éléments de 1’écosystéme
interagissent pour former un ensemble (« A complex structure in which plants, animals, the
elements, ecosystem processes, humans and human infrastructure all interact to create a
whole »). Dans ce cadre, la présence/I’abondance d’une espéce dans un paysage donné
s’explique par ses interactions avec les éléments du paysage. Il est ainsi clair que ce sont les
caractéristiques du paysage méme qui gouvernent les flux des éléments et des organismes qui
le composent. L’objectif de 1’écologie du paysage est donc de comprendre comment la
mosaique du paysage affecte les processus écologiques (Forman 1995). Dans la littérature,
plusieurs termes sont utilisés pour décrire les caractéristiques d’un paysage. La composition et
la configuration du paysage vont définir le degré de fragmentation des habitats et la

connectivité paysagere.

La composition du paysage désigne la proportion en surface des différents éléments d’un
paysage. Cette notion permet de décrire la diversité ou I’hétérogénéité d’un paysage. Plusieurs
indices sont proposés pour mesurer la diversité dont les plus communs sont ceux de Shannon-
Weaver (1949) et de Simpson (1949). L’indice de diversité de Simpson représente la
probabilité que deux entités sélectionnées aléatoirement dans le paysage soient du méme type.
Il varie entre 0 et 1 ; 0 représentant 1’indice de diversité maximale et 1 1’indice de diversité
minimale. L’indice de Shannon prend en compte le nombre d’éléments observés et la
proportion qu’occupent ces derniers dans le paysage. La configuration du paysage désigne
I’agencement des ¢léments ou taches dans 1’espace. Des études ont montré que 1’agencement
des taches dans un paysage influengait aussi bien la distribution des populations d’espéces
végétales (Kolb et Diekmann 2004) que celle des populations d’especes animales (Quesnelle
et al. 2013 chez les tortues et les oiseaux de zones humides). La fragmentation de I’habitat
fait référence au partitionnement spatial d’un habitat en petits fragments d’habitats sans
continuité (“a large expanse of habitat is transformed into a number of smaller patches of
smaller total area, isolated from each other by a matrix of habitats unlike the original”

Wilcove et al. 1986). Fahrig (2003) précise que la fragmentation du paysage peut étre

12
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observée sous deux angles comme un processus au cours duquel un paysage perd en habitat
ou bien changement de configuration. D’un point de vue général, plusieurs auteurs ont montré
que la fragmentation du paysage considérée sous l'angle de la perte d’habitat influencait
négativement la biodiversité (Kruess et Tscharntke. 1994, Tscharntke et al. 2002, Fahrig
2003). A l’inverse de la fragmentation du paysage, la connectivité du paysage désigne la
capacité d’un paysage a faciliter le déplacement d’un organisme (Goodwin et Fahrig 1998).
La perte de connectivité dans un paysage raccourcirait ou briserait les chaines trophiques.
Ceci entraine une minimisation du rdle des ennemis naturels notamment la prédation des
herbivores qui peut étre altérée du fait d’une perte de connectivité dans un paysage (Kruess et
Tscharntke, 1994). La notion de complexité du paysage réunit celle de la composition et la
configuration du paysage. La complexité du paysage est mesurée en fonction de la proportion
de surface non-cultivée ou d’espaces naturels qui compose le paysage (Roschewitz et al.
2005 ; Bianchi et al. 2006, Chaplin-Kramer et al. 2012). Ces méme auteurs ont montré qu’un
paysage complexe favorisait les ennemis naturels et par rétrocontréle positif une régulation

naturelle des ravageurs.

Dans le cadre de ce travail, nous utiliserons les termes « hétérogénéité du paysage » pour
décrire la diversité des plantes observés dans le paysage calculé a 1’aide de I’indice de
Shannon et « complexité du paysage » pour décrire la proportion de végétation naturelle dans
le paysage. Nous avons également considéré la composition du paysage pour étudier les effets

de chaque structure paysagere sur 1’abondance d’un ravageur.

I-2-2 Approche paysagere de la lutte contre les ravageurs: Effet

du paysage sur les ravageurs et leurs ennemis naturels

Le concept d’ingénierie écologique est défini comme I’application des principes de
I’écologie pour gérer des milieux et concevoir des amenagements durables, adaptatifs,
multifonctionnels (Bergen et al. 2001). II ressort de ce concept que 1I’environnement peut étre
modifié pour établir, rétablir et/ou maximiser un service écosystémique, notamment le service
de régulation dans les agroécosystémes. Dans le cas des systémes agricoles, I’environnement
d’une parcelle cultivée peut étre assimilé a la couverture végétale qui 1’entoure, I’étendue
dépendant de I’objet de I’étude. L’environnement de la parcelle et la parcelle d’intérét

peuvent étre considérés comme un paysage agricole plus ou moins hétérogene en fonction de
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la variabilité des cultures qui le composent. Plusieurs études ont montre que la complexité du
paysage influencait I’abondance des ravageurs et des ennemis naturels (Bianchi et al. 2006,
Chaplin-Kramer et al. 2011 ; Veres et al. 2013). D’un point de vue général, les paysages
complexes défavorisent 1’abondance des ravageurs soit directement, soit indirectement. i)
Effet direct : en ’abondance des ravageurs via les sites de nourritures, pontes ou diapause. ii)
Effet indirect : en favorisant les déplacements, en procurant des sites de ponte, des abris aux

des ennemis naturels des ravageurs.

Dans la littérature, les études s’accordent sur le fait que le paysage influence 1’abondance des
ennemis naturels. Ces études ont rapporté qu’un paysage complexe (par rapport a la
proportion d’espaces naturels et 1’hétérogénéité du paysage) favorisait 1’abondance des
ennemis naturels. Marino et Landis (1996) ont montré que dans les paysages complexes, le
pourcentage de parasitisme de la noctuelle Pseudaletia unipuncta,ravageur du mais, était
supérieur a celui du parasitisme observé dans les paysages simples (13% versus 2%).
L’analyse bibliographique de Bianchi et al. (2006) a montré que sur 24 études analysees, 74%
montraient que les paysages complexes étaient bénéfiques aux guildes d’ennemis naturels.
Récemment, 1’analyse bibliographique de Veres et al (2013) apporte des résultats similaires :
dans 70% des études analysées la complexité du paysage est positivement corrélée a
I’abondance des ennemis naturels. En plus de la complexité du paysage, les déterminants de
I’abondance des ennemis naturels peuvent étre aussi liés au régime alimentaire (spécialiste,
généraliste) et a 1’échelle spatiale considérée. L’analyse bibliographique de Chaplin-Kramer
et al (2012) a montré que la complexité du paysage influencait positivement I’abondance des
ennemis naturels généralistes indépendamment de 1’échelle spatiale considérée alors que les

effets sur les spécialistes n’étaient observés que sur de fines échelles spatiales.

Quant aux effets sur les ravageurs, d’aprés les résultats des études observées dans la
littérature, la tendance n’est pas nette. Par exemple les études de Carriere et al. (2012) ont
montré que la complexité du paysage influencait positivement I’abondance d’un ravageur de
cotonnier, la punaise Lygus hesperus. De méme, des études de Zaller et al. (2008) et celle de
Rusch et al. (2012), ont montré que la complexité du paysage influencait positivement
I’abondance des meligethes (coléoptere ravageur du colza) dans les parcelles de colza.
Concernant ces mémes ravageurs, Thies et al. (2005) avaient montré que les paysages simples
caractérisés par la monoculture favorisaient 1’abondance des meligéthes. Poveda et al (2012)

ont montré que la perte en hétérogénéité dans un paysage favorisait au contraire 1’abondance
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de la teigne guatémaltéque de la pomme de terre (Tecia solanivora). La tendance n’est donc
pas claire. Les résultats dépendent en effet des caractéristiques propres a 1’espéce étudiée, de
I’échelle spatiale considérée. Ainsi, Bianchi et al. (2006) ont recensé sur 10 études, sur 15%
des études, 1’effet de la complexité du paysage était positif sur I’abondance des ravageurs, sur
40%, I’effet était neutre et 45% ou ’effet était négatif (Tableau 1). Par ailleurs, les résultats de
la revue de Chaplin-Kramer et al (2012) sur 46 études montrent que ’effet de la complexité
du paysage sur 1’abondance des ravageurs (spécialistes et généralistes) n’est pas significatif.
Fahrig et Jonsen (1998) montrent que la diversité du paysage favorise 1’abondance d’espéces
généralistes alors que les effets sur les especes spécialistes ne sont pas significatifs.

Alors que I’effet de la complexité du paysage sur les populations d’ennemis naturels est assez
homogene (effet positif) entre les études et entre les especes, ’effet sur 1’abondance des
populations de ravageurs est mitigé entre les études. 1l ressort de cette analyse bibliographique
que la connaissance des caractéristiques du paysage ainsi que celles de 1’espéce étudiée sont
des éléments clés pour I’amélioration des stratégies de lutte biologique contre les ravageurs.
Pour ce travail de thése, au-dela des effets de la complexité du paysage, nous nous sommes
intéressés aux éléments du parcellaire agricole qui avaient un effet sur I’abondance du

ravageur étudié.

Tableau 1. Synthese de 3 méta-analyses traitant des effets de la complexité du paysage
(proportion végétation naturelle) sur ’abondance des ravageurs et des ennemies naturels
(prédation, parasitisme). + effet positif, - effet négatif et 0 pour effet neutre.

Etudes Nb total Effet sur abondance Effet sur le controle Buffers (rayon du
d'études des ravageurs biologique (Parasitisme paysage considéré)
et prédation) (km)
Chaplin-Kramer et 46 Effet non significatif ~ Effet fortement positif >0,5
al. 2011
Veres et al. 2011 34 24 études 10 études [0,1-6]
11() 1(0)
4(+) 7(+)
9 (0) 2 (0)
Bianchi et al. 2006 34 10 études 24 études Sans limite
45() 1)
15(+) 18 (+)
4(0) 5(0)
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I-3 Helicoverpa armigera : le principal ravageur du

cotonnier en Afrique subsaharienne

I-3-1 Classification et aire de répartition

Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) est un lepidoptere, de la famille des Noctuidae,
du genre Helicoverpa. Les espéces du genre Helicoverpa furent pendant longtemps groupées
sous une seule nomenclature Heliothine. Helicoverpa armigera est une espéce ubiquiste
présente sur tous les continents. H. armigera était considéré comme absent du continent
ameéricain, jusqu’en 2013 ou le ravageur a été identifi¢ dans des parcelles de soja dans 1’Etat
de Bahia et dans des parcelles de cotonnier dans 1’Etat du Mato Grosso au Brésil par Czepak
et al (2013). Sur le reste du continent américain, c¢’est plutot I’espéce Helicoverpa zea qui est
rencontrée. En Australie en plus d’Helicoverpa armigera, on rencontre 1’espéce Helicoverpa
punctigera (Fitt, 1995). En Afrique, I’espéce Helicoverpa armigera est dominante (Silvie et
al. 2001). C’est le principal ravageur du cotonnier en Afrique de 1’Ouest (Cauquil 1985).
Cette espéce peut causer des baisses de rendements en coton-graine de plus de 50%.

Modifiée de CAB Intl.

Figure 6. Aire de répartition d'H. armigera a I'échelle mondiale. Photo modifiée du CABI.
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I-3-2- Biologie d’Helicoverpa armigera

I-3-2-1 Description et identification d’Helicoverpa armigera

Les ceufs d’H. armigera sont de couleur blanc nacré (Fig. 7); ils virent au brun avant
I’éclosion (Nibouche, 1994). Ils mesurent 0,5 mm de diamétre. La chenille est de couleur
grisatre puis jaunatre sur toute leur longueur a I’exception de la capsule céphalique qui est
brun foncé (Nibouche, 1994). A partir du stade 4, la chenille présente une texture
tégumentaire un peu rugueuse (Matthews 1999), une large bande blanchatre avec les
stigmates qui sont bien visibles sur les flancs et des pointillés bruns ou noirs (Nibouche,
1994). A son dernier stade (stade 5 ou 6 variable selon les conditions climatiques), la chenille
présente une coloration verdatre ou jaunatre et mesure entre 30 et 40 mm (Czepak et al.
2013). L’appareil buccal est caractéristique des coupeur-broyeurs. La chrysalide ou nymphe
est de couleur marron qui varie du marron clair au marron foncé. La chrysalide présente un
aspect vernissé (Nibouche, 1994). Elle mesure de 14 a 20 mm de longueur. En observant
I’extrémité de I’abdomen de la chrysalide, il est possible de différentier les deux sexes. Les
deux sexes présentent un sillon. Le sillon génital de la femelle est une fente alors que celui du
male comprend de part et d’autre deux boursouflures (Fig. 7). Les adultes d’H. armigera ont
une envergure de 32,5 & 38 mm. Les ailes de la femelle sont brunes tendant vers 1’orange ou
le rouge, tandis que celles des males sont plutdt vertes grisatres. L’accouplement, les pontes,
la nutrition, et les vols se déroulent dés la tombée de la nuit en conditions tropicales (Roome
1975; Toppe, 1987 ; Riley et al. 1992). Dans la journée, les adultes restent sous les écorces
d’arbre ou sous les feuillages (Topper 1987). Les connaissances sur les distances de
déplacements locaux liés aux activités, de ponte et de recherche de refuge durant la journée

sont limitées.
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Boursouflures Vil

du male o
Fente de \ = -
la femelle ’ X f-vdli

Figure 7. Helicoverpa armigera a) stade ceufs, b) la chenille, ¢) la chrysalide, d) chrysalide
femelle et male, €) un adulte femelle et f) adulte méle.
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I-3-2-2 Le cycle de vie d’Helicoverpa armigera
Le cycle de vie de H. armigera dure en moyenne un mois (30 — 35jours) les conditions
naturelles favorables (Fig. 8). Ce cycle peut cependant durer prés de trois mois si I’individu

entre en diapause. Le cycle de vie se déroule en quatre stades de développement.

Le stade adulte dure 2 a 5 jours dans les conditions naturelles (jusqu’a 12 jours
observés au laboratoire). L’adulte est nectarivore, il se nourrit de nectar des fleurs. Song et al.
(2007) ont montré que les femelles pouvaient pondre prés de 1000 ceufs pendant leur vie. Ils
ont également montré que le régime alimentaire influencait la capacité a pondre. Au
laboratoire, les femelles nourries de liquide sucré pondaient plus d’ceufs que celles nourries
d’eau distillée. Kyi et al (1991) rapportent des pertes d’ceufs de 32 a 88% juste apres la ponte
a cause de la fragilité et de la sensibilité de ces derniers aux conditions environnementales.
Cependant, considérant le nombre d’ceufs que peut produire une femelle d’H .armigera
(environ mille ceufs) cette perte est négligeable pour la survie de I’espeéce. Les ceufs sont
également sensibles aux parameétres météorologiques comme le vent et les précipitations
(Kumar et al. 2009). Le stade ceuf dure 2 a 3 jours. Le stade chenille se subdivise en 6
stades larvaires et parfois plus dans des conditions d’élevage au laboratoire; pendant les 2-3
premiers stades, sur le cotonnier, la chenille se nourrit a la fois de feuilles et d’organes
fructiferes puis pendant les stades larvaires 4 a 6, elle préfére les organes fructiféres, attirées
par leur forte teneur en azote (Fitt 1989). Principalement nuisible a ce stade, une chenille
consomme environ 3 mg de matiére fraiche dont 86% sont consommes & la fin du stade
chenille (stade larvaire 6) pour faire des réserves et préparer la phase chrysalide(Nibouche et
al. 2007). En moyenne le stade chenille dure 12-15 jours. La larve s’extirpe de 1’organe
fructifere dans lequel elle a passé la majeur partie de son développement larvaire et se laisse
tomber au pied du cotonnier infesté pour passer le stade chrysalide dans le sol. Le stade
chrysalide dure en moyenne 10 -15 jours lorsque les conditions sont favorables. Si les
conditions ne sont pas favorables (précipitations, températures fraiches, absence de ressources
nutritives), le stade chrysalide se maintient durant une longue période (2-3 mois) : c’est la
diapause. H. armigera est alors caractérisé de diapausant facultatif. Le principal facteur qui
déclenche la fin de la diapause est la température. Jallow et Matsumura (2001) ont montré que
la durée des différents stades du cycle de vie dépendait de la température. En effet, la durée du
stade ceuf varie entre 14,1+1.09 et 2,5+0.09 jours a des températures respectives de 13,3°C et
32,5°C. La durée du stade larvaire est de 59,1+4,69 ou 10,9+014 jours sous des temperatures
respectives de 13,3°C et 32,5°C. Une température de 13,3°C induit ’entrée en diapause de la
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chrysalide. Une autre étude, réalisée en Grece présente plutot ’intervalle de température [17,5
—32,5] °C comme étant les températures seuils en dessous et au-dessus desquelles les ceufs d’
H .armigera ne sont plus viables (Mironidis et Savolopoulou-Soultani 2008). L’espéce est
multivoltine. Si les conditions sont favorables, elle peut faire plus de 10 générations par an en
raccourcissant les périodes de diapause ou en les transformant en de courtes périodes de repos
a I’état chrysalide. C’est le cas dans les régions tropicales. L’espéce est polyphage : on
observe les larves d’H. armigera sur cotonnier, tomate, gombo, et autres (Sharma 1985 ;
Kranthi et al. 2002 ; Prudent et al 2007 ; Fefelova et Frolovl 2008 ; Naseri et al 2010 ; Walker
et al; 2010). Nibouche (1994) a répertorié pres de 210 plantes hotes (cultivées et non
cultivées) d’H. armigera dont prés de 15 en Afrique de 1’Ouest. En Afrique de I’Ouest, les

dégats les plus séveres sont cependant observés dans les parcelles de cotonniers et de tomate.

Larves

% y l N (12-15jrs)
rc\\ \‘ y
7 ) WA o TS
Adultes ,/ /& \l‘ Ty
(2-5jrs) 7 ‘Ebfonn;ep ,

Stade chrysalide

/ymo 15days)

Figure 8. Cycle de vie d’Helicoverpa armigera sur un cotonnier en conditions tropicales. Sans
diapause, ce cycle dure environ un mois.

I-3-3 Le comportement migratoire

L’espéce H. armigera peut étre a la fois sedentaire et migratrice en fonction de la
présence des ressources nutritives. Les adultes d’H. armigera peuvent se déplacer sur de

longues distances et constituer dans ce cas des populations migrantes. Les études de Feng et
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al. (2009) dans le golfe de Bohai en Chine ont montré que les populations d’H. armigera
migraient en grand nombre sur plusieurs centaines de kilometres a une altitude de 1500 m en
moyenne. Les vols duraient toute la nuit (8h en mai — juin, 9h en Juillet et jusqu’a 10-11h en
aolt-septembre) et étaient favorisés par le vent et les températures chaudes. Nibouche (1994)
a également observé que les mouvements des populations d’H. armigera au Burkina Faso
(Afrique de I’ouest) étaient corrélés a ceux du Front InterTropical (déplacements de la
Mousson et de I’Harmattan en Afrique sub-saharienne). Les déplacements des populations
d’H. armigera dépendent principalement des ressources nutritives présentes sur le site
d’origine de I’insecte (Feng et al. 2009; Keszthelyi et al. 2013).

I-3-4 Les ennemis naturels d’Helicoverpa armigera

Les ennemis naturels d’H. armigera sont nombreux dans la nature (parasitoides,
prédateurs, pathogeénes) (Fig. 8). L’action de ces ennemis naturels varie en fonction du stade
de développement (Romeis et Shanower 1996 ; Romeis et al. 1999).

Les principaux parasitoides des ceufs et des larves d’H. armigera sont des micro
hyménopteéres ; des Trichogrammes (Trichogramma spp.) et des Telenomus (Telenomus spp.).
Les études d’Oztemiz et al (2009) en Turquie, ont montré qu’un lacher (120 miles par ha) de
Trichogramma evanescens dans les parcelles de cotonniers permettait de réduire de 77% -
80% I’infestation larvaire avec des taux de parasitisme sur H. armigera estimes a 63%-71%.
En Inde, Kumar et al (2009) ont également reporté des taux de mortalité élevés (50%) des
ceufs d’H. armigera dds au parasitisme de Trichogramma chilonis.

Par ailleurs, les ceufs et les larves sont aussi attaqués par des pathogénes. Ce sont
principalement des virus et des bactéries. En Chine par exemple, un virus de la polyédrose
nucléaire (VPN) est commercialisé pour lutter contre H. armigera dans les parcelles de
cotonniers (Luo et al, 2014). Les bactéries (le bacille Gram positif Bacillus thuringiensis Bt)
et les champignons (comme Metarhizium anisopliae) sont les principaux agents pathogénes
des larves d’H. armigera (Lawo et al, 2008).

Parmi les prédateurs d’H. armigera, les chrysopes comme Chrysoperla carnea (Marcos et
Rejesus 1992), les araignées comme Cheiracanthium pelasgicum (Pérez-Guerrero et al,
2009) et les fourmis comme Pheidole spp (Van Denberg et al. 1997 ; Mansfield et al. 2003)

sont cités comme les plus observés dans les parcelles de cotonniers.
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La littérature sur les ennemis naturels d’ H. armigera en Afrique est limitée. Les études de
Van Den berg et al. 1997 au Kenya présentent les fourmis comme les principaux prédateurs
d’H. armigera observés dans les champs de cotonniers. Des études menées dans les champs
de tomate en Afrique de I’ouest ont montré que I’utilisation des champignons Beauveria
bassiana permettait de lutter contre H. armigera (James et al. 2010). Ces champignons
pouvaient ensuite persister dans 1’environnement et constitué une source d’ennemis naturels
contre H. armigera.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés essentiellement aux stratégies de
régulation bottom-up d’H. armigera. Ces stratégies font appel a toutes les méthodes qui
empécheent I’arrivée du ravageur dans la parcelle (Gurr et al. 2003), par opposition aux
stratégies top-down qui impliquent toutes les méthodes qui réduisent I’infestation dans une
parcelle. Ces dernieres méthodes consistent généralement a lutter contre les ravageurs par
I’utilisation d’ennemis naturels. Dans ce travail de these, nous traiterons essentiellement des

stratégies top-down (I-2-2).
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Figure 9. Prédateurs et parasitoides d’ H. armigera. A) (Eufs d’H. armigera parasités par un
trichogramme, b) Chenille d” H. armigera infestée par le champignon vert du genre
Metarhizium, ¢) Chenille d’ H. armigera attaquée par une punaise prédatrice.
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I-4 Le Bénin: un producteur important de coton en
Afrique de ’Ouest

I-4-1 Présentation du Bénin

Le Benin est situé¢ en Afrique de 1’Ouest dans le golfe de Guinée, localis¢ entre 6° 25°
et 12° 30° degrés de latitude Nord et entre0° 45° et 4° degrés de longitude Est. Il est limité a
I’ouest par le Togo, a I’est par le Nigeria, au nord-ouest par le Burkina Faso et au nord par le
Niger ; le sud du pays s’ouvre sur 122 km de cote sur 1’océan atlantique (Fig. 11). Le Bénin
présente un relief peu accidenté constitue de plateaux et de plaines. Il s’étire du Nord au Sud
sur 670 km. Le nord du pays est caractérisé par un climat tropical constitué de deux saisons :
la saison seche (novembre - avril) et la saison des pluies (mars - octobre). Le Bénin est
traversé par la zone de convergence intertropicale gouvernée par deux principaux vents:
I’Harmattan qui est un vent sec et chaud, prend sa source au sud du Sahara et souffle du nord
vers le sud de la fin de la saison des pluies (novembre) jusqu’en fin Mars et la Mousson qui
est un vent humide, qui souffle des plaines cotieres vers le nord du début de la saison des
pluies jusqu’en Octobre. Le Front intertropical représente la frontiere entre I’air chaud de
I’Harmattan et 1’air humide de la Mousson. Au cours de 1’année, le Front Inter-tropical se
déplace du 7°™ degré Nord en janvier jusqu’au 20°™ degré Nord en aolt (Judex et Thamm.
2008).

La disposition géographique étirée du pays et les déplacements du Front Inter-tropical
apportent des nuances sur le climat. Le nord du pays dominé par 1’Harmattan présente par
conséquent un climat plus aride, avec une saison séche plus longue (mi-octobre -mi—mai). Le
sud du pays est plus humide avec une plus longue saison des pluies (début Mai- debut
novembre) et une courte saison séche (novembre — avril). Entre chaque saison, on peut

observer des saisons transitoires.

Le secteur agricole est un secteur prépondérant dans 1’économie du Bénin ; Il offre prés de
70% des emplois du pays. Il a contribué pour 33% du Produit Interne Brut en 2013; (MAEP
2014) dont 70% étant lié au sous-secteur de I’agriculture. Au Bénin le calendrier cultural est
étroitement lié aux variations climatiques observées dans le pays. Il varie par conséquent
selon les zones géographiques (nord et sud) et les saisons. Le sud du pays avec son climat

plus humide est caractérisé par un couvert vegétal quasi-permanent toute I’année. C’est la
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zone de production des cultures vivriéres : les céréales (le mais, le riz) ; les tubercules et
racines (manioc, igname). On observe dans le sud une augmentation des surfaces en de
palmiers a huile, anacardiers et ananas (Boucher, 2012). Le cotonnier est aussi cultivé dans le
sud mais moins intensivement que dans le nord du fait du climat moins propice & son

développement.

Le Nord Bénin caractérisé par des conditions climatiques plus arides est la zone de la culture
du cotonnier par excellence. Dans cette région le systeme de culture se définit essentiellement
par les cultures de cotonniers et de maraichage. La surface moyenne des parcelles est de 1-2
ha. Les plus grandes parcelles sont celles de cotonniers. Les céreales sont également cultivées
telles que sorgho, le mais, le mil et d’autres cultures comme le riz. On rencontre d’autres
cultures : 1’arachide, le soja, le niébé, 1’oignon... Les rotations de cultures se font aussi en
fonction du cotonnier (cotonnier-céréale-cotonnier). Le maraichage se concentre autour des
points d’eau, prés des puits et des cours d’eau permanents permettant ainsi la culture durant
la saison séche. Les cultures maraicheres sont principalement cultivées durant la saison seche
mais on rencontre également dans certaines zones des cultures de tomate durant la saison des
pluies sur de petites surfaces. La majeure partie des travaux agricoles est réalisée
manuellement. Seuls les labours de début de saison des pluies sont réalisés a 1’aide des
charrues tirées par des animaux ou des tracteurs pour la minorité des agriculteurs les plus
riches. Pendant la saison des pluies, le couvert végétal est dense mais durant la saison séche,
le sol est le plus souvent nu et aride, soumis de ce fait a 1’érosion éolienne : Le paysage est de

type savane arborée. Les parcelles précédemment cultivées sont nues (sans aucune herbe) ceci

en raison de la sécheresse et du paturage excessif des bovins (Fig.10).

Figure 10. Photos pré et post récoltes correspondant aux paysages agricoles pendant la saison
des pluies et la saison seche respectivement.

24



Partie I : Cadre de la thése

Ce travail de thése s’est déroulé principalement dans la zone du Nord Bénin, dans le
département de 1’Alibori, prés du village d’Angaradébou (11°29°-3°20°N). Ce département
est I’'un des plus grands producteurs de coton au Bénin. C’est aussi 1'un des plus infestés par
Helicoverpa armigera (Vaissayre et Cauquil 2000; Martin et al. 2005). A 100 Km au Nord de
ce village, dans la région de Malanville située en bordure du fleuve Niger (qui est frontalier
avec le Niger); on rencontre principalement durant la saison seche de grandes zones de

cultures maraichéres de tomate, d’oignon et de piment (Fig. 11).
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Figure 11. Carte du Bénin. Le carré représente la zone d’étude centrée sur le village
d’Angaradébou. Source : carte du monde World94 a 1’aide d’ArcGis10 (modifie). Le fleuve
Niger est matérialisé en bleu.
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I-4-2 La production cotonniére : une production a haut niveau

d’intrants.

Les débuts de la culture du cotonnier remontent trés loin dans 1’histoire de I’humanité.
L’origine géographique reste confuse, mais les plus anciens vestiges de fibres de coton ont été
retrouvés en Inde et au Pakistan, vieux de plus de 4000 ans av. J.C (Smith et al. 1999). Le
coton etait tissé et filé pour fabriquer des vétements, sans exportation et donc sans forte
demande d’offre, la culture du cotonnier n’était pas industrialisée. Le cotonnier comprend
pres de 50 especes du genre Gossypium (Brubaker et al. 1999). Seules 4 especes (G.
herbaceum, G. arboreum, G. hirsutum et G. barbadense) sont aujourd’hui domestiquées et
servent pour la production de fibres, d’huile végétale et de source nutritives en protéines
(Brubaker et al. 1999). Gossypium hirsutum est I’espece la plus répandue dans le monde dont
I’ Afrique. La surface arable mondiale représente 1396 millions d’ha (FAOstat), celle cultivée
en cotonniers est de 34 millions d’ha, soit environ 2,5% de la surface arable mondiale. Les
cing plus grands producteurs de coton au monde sont : la Chine — les USA — I’Inde — le
Pakistan et le Brésil. La Chine est le premier pays producteur de fibre de coton avec 6,5
millions de tonnes de fibre de coton produit en 2011. Elle produit plus de 25% de la
production mondiale de coton (FAOstat). La culture du cotonnier contribue largement a

I’économie du marché international.

Dans les pays en voie de développement comme le Bénin, le coton occupe une part trés
importante dans I’activité économique du pays, il représente plus de 16% du PIB en 2006. Au
Bénin, comme dans les autres pays producteurs d’Afrique de 1’ouest, le cotonnier est semé fin
mai —début juin pour étre récolté a partir du mois de novembre. C’est une culture de type
pluvial. La culture du cotonnier procure aux agriculteurs 2/3 a 3/4 de leur revenu monétaire
(EIU, 2008). Environ 1/3 de la population paysanne du pays cultive le cotonnier. De ce fait, 2
millions de personnes dépendent de la filiere cotonniére. En 2012, le cotonnier représentait
environ 200000 ha, soit 2,4% de la surface agricole utile du pays. Le nord du pays, en raison
du climat chaud plus approprié contribue pour plus de 86% de la production cotonniére. La
production de coton est organisée par un réseau national de filiéres composées d’agriculteurs
et de formateurs. Ainsi, les producteurs sont regroupés autour des programmes nationaux qui
dirigent le marché pendant les récoltes et conseillent les agriculteurs durant la saison de

culture. Les producteurs sont payés a la récolte du coton selon le cours du marché avec
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possibilité de primes en fonction de la qualité du coton. Au Bénin, la production a été

multipliée par cent en 40 ans (FAOStat).

La culture du cotonnier avec le maraichage sont les cultures les plus consommatrices de
pesticides. En effet le cotonnier est attaqué par plusieurs ravageurs dont les chenilles
phyllophages et carpophages, et les ravageurs piqueur-suceurs qui se nourrissent de la séve
des plantes (Vayssare et Cauquil. 2000). Représentant seulement 2,5% de la surface arable
mondiale, la culture du cotonnier consomme pourtant prés de 16% des pesticides produits
dans le monde (Ouedraogo et al. 2008). Durant son cycle, le cotonnier peut étre traité
chimiquement jusqu’a 20 fois pour maximiser la production. Le nombre moyen d’application
au Bénin est de 5. L’administration des pesticides dans les champs de cotonniers des pays en
voie de développement, se faisant manuellement et généralement sans protection, détériore la
santé des agriculteurs surtout celles des petits cotonculteurs. Sans rotation ni assolement

efficaces, la culture de cotonnier appauvrit les sols et favorise 1’érosion.

I-4-3 Stratégies de protection actuelles du cotonnier au Bénin: la

culture conventionnelle et raisonnée

Les stratégies de lutte contre les ravageurs du cotonnier en général et contre la
noctuelle polyphage Helicoverpa armigera en particulier ont été pendant longtemps basées
sur la lutte chimique par utilisation quasi-exclusive de pesticides chimiques. Dans le Nord
Bénin (zone d’étude), les cotonculteurs encadrés par des programmes nationaux appliquent

des programmes de traitement basés sur un calendrier prédéfini (Cauquil 1985).

Plusieurs problemes découlent de cette stratégie d’utilisation abusive des pesticides. Ce sont
les problemes de santé pour les agriculteurs, de pollution de I’air, des sols et des nappes
phréatiques (Assogba-Komlan et al. 2007). A coté de ces problémes, Martin et al. (2005) ont
aussi observé 1’apparition de génes de résistance a certains pesticides (pyréthrinoides) chez les
ravageurs, ce qui entraine 1’érosion des rendements en coton dans cette région. Du fait de tous
ces problémes, il apparait évident pour tous les acteurs de la filiére cotonniére au Bénin qu’il
est important de chercher des solutions de lutte alternatives aux insecticides chimiques contre

les ravageurs.

En 1998, une baisse drastique des rendements en coton-graine des principaux pays
producteurs d’Afrique de I’Ouest a été observé due principalement a I’apparition de

populations d’insectes résistantes aux insecticides pyréthrinoides (Fig. 12). En réponse a cette
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baisse du rendement, des stratégies de lutte chimique raisonnée ont été proposées. Ces
stratégies impliquent le recours a la lutte chimique contre les ravageurs basée sur des
interventions en fonction de seuils d’infestation et sur une réduction des dosages (Ochou et al.
1998). Silvie et al. (2001) ont observé une réduction d’utilisation des pesticides de prés de
50% et une augmentation du rendement de la production du coton-graine de plus de 10% en
moyenne (100 a 200 kg/ha). Cependant, avec cette stratégie, les inconvénients liés a
I’utilisation de ces produits chimiques persistent (dégradation de la santé des agriculteurs,
pollution, résistance des ravageurs aux pesticides et pertes de rendements).

Dans ce contexte, Il est nécessaire de mettre en place des stratégies de lutte durables pour
résoudre les problémes suscités ou tout au moins ralentir la résistance des ravageurs aux
pesticides, réduire la pollution tout en améliorant la qualité du coton ouest-africain. Des
chercheurs du CIRAD, en collaboration avec leurs homologues des Centres nationaux de
Recherche agronomique, a travers les écoles paysannes conseillées par 1’Organisation des
Nations Unies et la FAO (Food and Agriculture Organisation of the United Nations) ont initié
les cotonculteurs a la lutte intégrée (Prudent et al. 2006) mais des efforts restent cependant a

faire.

1250 =

1000

Rendement du coton graine (Kg/ha)

750

1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

Année

Figure 12. Rendements en coton-graine en Afrique de I’ouest (Bénin, Burkina Faso, Cote
d’ivoire, Mali, Sénégal et Togo) entre 1994 et 2002 d’aprés Martin et al. 2005.
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I-5 Objectifs et démarche générale du travail de these

I-5-1 Objectifs du travail de these

Le défi principal des stratégies de lutte agro-écologique est de concevoir des
techniques de lutte économes en pesticides qui favorisent a la fois la productivité et la
durabilité des agrosystemes. Les études peuvent se faire a I’échelle de la parcelle en analysant
les effets des pratiques agricoles et/ou a 1’échelle du paysage en analysant les effets des
caractéristiques du paysage sur la dynamique des populations des ravageurs. L’objectif
principal de ce travail de these est de déterminer si les structures paysageres arrivent a
maitriser I’abondance d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier dans le Nord Bénin et par
la suite d’identifier ces structures paysageres. Les facteurs a 1’échelle de la parcelle (les
pratiques agricoles et le précédent cultural) sont pris en compte en raison de leur importance
déja démontrée sur 1’abondance d’H. armigera (Lu et Baker 2013). Les variables d’intérét
pour ce travail de these étaient les variables paysageres mais nous souhaitions pouvoir
identifier la variabilit¢ de 1’abondance du ravageur imputable aux variables locales. A
I’échelle du paysage, nous traitons de 1’effet de la composition du paysage sur 1’infestation
larvaire dans les parcelles de cotonnier (Partie Ill) et sur I’abondance des adultes d’H.
armigera (Partie 1V). Il s’agira également d’identifier 1’organisation du parcellaire agricole
qui favorise le moins 1’abondance du ravageur dans les parcelles de cotonnier. De ce fait,
s’intéressant aux parcelles de cotonnier, nous identifierons quelles autres plantes hétes (mais,
tomate) pourraient servir de refuge en réduisant ainsi 1’infestation dans les parcelles de
cotonnier. Ainsi, cette thése contribuera a produire les connaissances nécessaires a une
protection intégrée du cotonnier par la gestion du parcellaire agricole et des habitats naturels
via une approche paysagére de la régulation naturelle d’H. armigera principal ravageur du

cotonnier dans notre zone d’étude.

Pour atteindre cet objectif, nous nous proposons d’apporter des éléments de réponses aux
questions suivantes:

-D’ou viennent les populations d’H. armigera observées pendant les pics d’infestation dans
les parcelles de cotonnier ? Les individus sont-ils issus des populations migrantes venant du
sud du Bénin ou des individus issus de populations locales?

-Quels sont les éléments du paysage qui ont un effet sur 1’abondance du ravageur?
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-Quels éléments du paysage déterminent I’origine trophique des adultes piéges dans un
paysage?
-Quels sont les facteurs locaux (pratiques agricoles sur la parcelle) qui influencent

I’infestation d’H. armigera?

L’originalité de cette thése réside dans la détermination de 1’origine trophique des adultes
d’H. amigera par des outils de biochimie tels I’analyse isotopique stables de carbone des ailes
des adultes, et ’analyse des glycoalcaloides spécifiques aux plantes hotes dans les extraits
d’abdomen et du thorax des adultes d’H. armigera. En effet pour déterminer la part des
plantes hotes en C3 (majoritairement cotonnier et tomate) ou C4 (mais et sorgho) dans
I’abondance des individus d’H. armigera dans un paysage, nous avons analysé les isotopes de
carbone dans les ailes des adultes H. armigera piégés; de méme, pour déterminer la part du
coton dans I’abondance des individus d’H. armigera dans un paysage, nous avons analysé les
résidus de gossypol, glycoalcaloide spécifique du cotonnier, dans le corps des adultes H.
armigera piégés dans les parcelles.

I-5-2 Hypotheses de la these

Pour répondre a ces questions, nous avons testé 4 hypothéses de réponse d’H.
armigera aux pratiques agricoles a 1’échelle de la parcelle et a 1’organisation du paysage ; Ces
hypothéses se basent sur des théories genérales ou des connaissances empiriques sur H.

armigera:

1/ L’hypothese de la concentration de ressources développée par Root 1973. Considérant le
cotonnier comme la plante hote principale d’H. armigera en Afrique de 1’Ouest (Nibouche,
1994), nous posons I’hypothése que 1’abondance du cotonnier dans un contexte paysager est
plutot favorable & la présence d’H. armigera dans une parcelle de cotonnier. Dans ce cas, des
paysages a forte proportion de cotonniers devraient héberger une forte abondance d’H.

armigera.

2/ L’hypothése de I’hote alternatif. Les plantes hotes alternatives d’H. armigera
majoritairement présentes dans la zone d’étude sont le mais, la tomate et une adventice
Cleome viscosa (Capparidacée) présente dans la vegétation naturelle (Nibouche 1994). Nous

posons I’hypothése que dans un contexte paysager, la présence de ces plantes-hotes autour
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d’une parcelle de cotonnier peut contribuer a réduire ou augmenter I’infestation dans cette
parcelle. Ainsi, I’hétérogénéité du paysage pourrait également avoir un effet sur 1’infestation

dans une parcelle de cotonnier.

3/ L’hypothése du précédent cultural. Nibouche (1994) a suggéré que les populations d’H.
armigera observées au début de la saison des pluies pouvaient étre des individus locaux ayant
passé leur période de diapause dans les parcelles de tomates irriguées ayant été cultivées
durant la précédente saison seche (Fig. 13). Dans ce cas, une parcelle de cotonnier avec un
précédent cultural tomate pourrait étre plus infestée qu’une autre parcelle de précédent

cultural différent.

4/ L’hypothése de la régulation par les prédateurs. Plusieurs études montrent que la végétation
naturelle abrite les ennemis naturels d’H. armigera (Van Denberg. et al. 1997, Mansfield et
al. 2003, Romeis et Shanower. 1996). Dans ce cas de figure, la présence de la végétation
naturelle dans un contexte paysager pourrait indirectement réduire 1’abondance d’H. armigera

dans la parcelle de cotonnier voisine.

pesmss ZONe guinéenne

Ssmemm tomate

Cleome viscosa
mais

coton

saison
des
pluies

saison
séche

D’aprés HDR Samuel Nibouche, 2008 Zone guinéenne

Figure 13. Période d’attractivité des plantes hotes d’Helicoverpa armigera en Afrique de
I’Ouest (Modifié d’aprés Nibouche 2008)
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I-6 Matériel et Méthodes genéraux

Dans cette partie, nous présentons le travail qui a été realiseé sur le terrain, au
laboratoire ainsi que les outils statistiques utilisés pour analyser les données. Dans un premier
point, nous présentens les analyses de cartographie que nous avons réalisées et les criteres de
sélection des parcelles sur le terrain. Dans un second temps, nous présentons brievement les
pratiques agricoles des parcelles de cotonnier sélectionnées que nous avons releve (objet de la
partie I11) sur le terrain. Dans un troisieme temps, nous présentons successivement, I’¢levage
au laboratoire d’H. armigera, les mesures d’infestation sur le terrain dans les parcelles
sélectionnées et les piégeages des adultes d’H. armigera. Dans la section 1-6-4, nous
présentons brievement les analyses au laboratoire (présentées aussi dans la partie Il). Et

finalement la section 1-6-5 concerne le choix des outils pour I’analyse statistique.

I-6-1 Cartographie et Analyse du paysage

I-6-1-1 Cartographie des mosaiques paysageres
Le travail de cartographie a été réalisé a 1’aide des images Google Earth de la zone
d’étude. Les images importées dataient de la saison seche 2008 ; elles nous permettaient de

visualiser le découpage des parcelles et les routes/pistes dans la zone d’étude (Fig. 14)

Pendant la campagne de terrain 2011 (septembre - novembre), nous avons relevé I’occupation
du sol en nous servant des images Google Earth comme fond cartographique (Fig. 14). Nous
avons ensuite commandé auprés du CNES (le Centre National d’Etude Spatiale francais) deux
images SPOT de novembre 2011 (saison des pluies) et février 2012 (saison seche). L’objectif
¢était de réaliser une classification des deux images afin de produire une carte d’occupation du
sol de la zone d’étude par télédétection. Cette mission a fait I’objet d’un stage de fin d’étude
(Betbeder, 2012). Les résultats de cette classification montrent une bonne discrimination de la
végeétation naturelle par rapport aux espaces cultivées (~89,49% bien classés). Cependant, les
résultats concernant la discrimination des parcelles cultivées entre elles étaient inexploitables.
Les résultats de la classification de I’'image SPOT proposent 42% de parcelles de cotonniers
bien classées et 54% de céréales (mais et sorgho). Plusieurs raisons expliquent ces résultats
mais les plus probables seraient dus en premier lieu au décalage entre les dates de capture des
images SPOT et les relevés d’occupation du sol sur le terrain. En effet, les images dataient de

novembre 2011 et de février 2012 alors que les relevés d’occupation du sol ont été réalisés en
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septembre 2011. A la date du 11 novembre 2011, plusieurs cultures dont le mas, le sorgho
sont seches et parfois recoltées. Pour résoudre ce probleme, il aurait fallu réaliser une
acquisition de 1’image SPOT au moment des relevés sur le terrain (septembre). En effet,
durant cette période les cultures sont en pleine végétation et le feuillage couvrant le sol permet
une meilleure discrimination de la signature spectrale des cultures entre elles. Une autre
explication des résultats inexploitables de la classification pourrait étre liee au faible nombre
d’objets relevés sur le terrain. En effet, les relevés sur le terrain n’étaient pas homogenes, par
exemple, trés peu de relevés de parcelles de sorgho par rapport au relevés de parcelles de
cotonnier. Ceci est un reflet du grain du paysage ; Les cultures de la zone d’étude sont

diverses et composées de petites parcelles adjacentes, ce qui rend la discrimination difficile.

Pour la campagne 2012 nous avons commandé une image de septembre, afin de corréler les
dates d’acquisition de I’image et le relevé sur le terrain et résoudre les problemes
précédemment évoqués. Cependant, I’'image SPOT n’a finalement pas été exploitable pour

cause d’humidité et de couvert nuageux pendant les mois de septembre et d’octobre.

I-6-1-2 Sélection des parcelles et du gradient paysager

Les ¢léments du paysage considérés dans notre travail sont constitués de la couverture
végeétale relevée dans une zone circulaire (buffer) d’un rayon de 500 m autour des parcelles
sélectionnées (Fig. 13). Le rayon de 500 m est un compromis entre les moyens disponibles sur
le terrain, le temps pour la digitalisation, 1’analyse des résultats et le grain (diversité) du
paysage observé dans la zone d’étude. L’étude a été réalisée pendant deux années. Le premier
critére était la sélection des parcelles de cotonnier (0,5 ha afin d’avoir une méme surface pour
toutes les parcelles étudiées), puis le gradient paysager autour des parcelles a ét¢ observeé et
les parcelles sélectionnées ont été conservées si le paysage autour correspondait aux 4
contextes paysagers suivants : i/ paysage composé d’au moins 50% de cotonnier ; 2i/ paysage
compos¢ d’au moins 50% de mais ; 3i/ paysage composé¢ d’au moins 50% de végétation
naturelle ; 41/ paysage composé de parcelles de tomates autour. Pour chaque type de paysage,
nous avions des réplicats de cinq parcelles. Ainsi, en 2012 nous avions 20 parcelles donc cinq
réplicats suivant les quatre critéres énoncés ci-dessus. Cependant en 2011, en raison des
difficultés d’accés aux parcelles de cotonniers entourées de tomate, nous n’avons pas
considéré ce critere. Par ailleurs, durant la sélection des parcelles, nous avons également

considéré le précédent cultural en privilégiant les parcelles a précédent cultural tomate.
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Les différents paysages décrits ci-dessous nous ont permis de tester les hypotheses
posées pendant cette these. Ainsi, le premier critére de sélection (paysage >50% de cotonnier)
nous a permis de tester I’hypothése de la concentration de ressources. Le second critére
(paysage >50% de mais) et le critére « parcelles de tomates autour des parcelles de cotonnier
sélectionnées » permettaient de tester 1’hypothése de I’hote alternatif. Le troisiéme critére
(=50% de végétation naturelle) nous a permis de tester I’hypothése de la végétation naturelle
et ainsi de tester 1’effet de la complexité de paysage (Tab. 2).

Nous avons ensuite relevé puis digitalisé le relevé d’occupation du sol (Fig. 14) a
I’aide d’ArcGIS pour extraire les proportions en surface des plantes hotes d’H. armigera qui

nous servaient pour tester les hypothéses posées.
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Figure 14. Buffer de 500 m autour de chaque parcelle sélectionnée. A) Image Google Earth,
scéne de Février 2008 dans la zone d’étude. Source : Google Earth 2008 B) Occupation du
sol relevée autour d’une parcelle des parcelles sélectionnées. Le relevé est réalisé en fonction
des plantes cultivées (h6tes, non-hétes) et de la végétation naturelle (jacheéres, friches, foréts).
Source : Relevé d’occupation du sol 2012 N Tsafack.
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I-6-2 Les pratiques agricoles dans les parcelles de cotonnier

sélectionnées

Des études ont montré que les pratiques agricoles influencent la diversité biologique
dans les agrosystémes (McLaughlin et Mineau 1995; Benton et al 2002; Ammann 2004). Par
conséquent elles, influencent également les taux d’infestation dans les parcelles cultivées
(Renou et al 2011. Duyck et al 2012). Pour chaque parcelle de cotonnier sélectionnée, nous
avons relevé quatre pratiques agricoles: la fréquence de traitement aux pesticides, la fréquence
de sarclage, la date de semis et le précédent cultural de la parcelle. Les pratiques ont été
relevées suite a 1’enquéte que nous avons menée aupres des propriétaires des parcelles de
cotonnier sélectionnées. Les hypothéses relatives a ces pratiques agricoles sont présentées

dans la partie III de la these.

I-6-3 Elevage, comptage et piégeage d’Helicoverpa armigera

Le matériel biologique est composé de larves et d’adultes d’H. armigera. Nous avons
¢élevé des individus témoins, dans le laboratoire d’élevage de Garoua au Cameroun/Afrique
Centrale. Dans les parcelles de cotonnier sélectionnées au Bénin, nous avons mesuré
I’infestation larvaire par comptage des larves et I’abondance des adultes par piégeage

lumineux en début de soirée.

1-6-3-1 Elevage d’Helicoverpa armigera sur 3 sources nutritives.

Nous avions pour objectif de produire des individus témoins pour les analyses
d’isotopes de carbone C13/C14 et pour I’analyse de 1’origine trophique via I’analyse des
marqueurs de coton (gossypol) et de tomate (tomatine). Nous avons ¢élevé les individus sur 3
sources de nourriture: le mais, la tomate, le cotonnier (Fig. 15). Nous avons arrété le
développement des individus a différents stades du cycle biologique: au stade larvaire 6 (L6)

et aux stades adulte a jour 0 (ADO), 6 (AD6) et 12 (AD12) aprés émergence.
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@© N Tsafack

Figure 15. Photographie des individus H. armigera élevés au laboratoire dans des boites de
Pétri suivant trois modalités: a) Une chenille et une chrysalide sur feuille de cotonnier b) Des
chenilles sur tomates vertes ¢) Une chenille en phase de chrysalidation sur un milieu nutritif a
base de farine de mais.

1-6-3-2 Comptages des larves d’Helicoverpa armigera dans les parcelles de

cotonnier

L’objectif était de mesurer I’infestation dans les parcelles de cotonniers sélectionnées.
Dans chacune des parcelles sélectionnées, nous avons compté a raison d’une fois par semaine
pendant les périodes de campagne (septembre a novembre, en 2011 et 2012) le nombre de
chenilles observées sur 50 cotonniers (Fig. 16). Sur chaque diagonale de la parcelle, nous
avons examiné 25 cotonniers. Toutes les parties (feuilles, tiges) du cotonnier sont observées.

En 2011, les parcelles ont été visités chacune 6 fois et en 2012, 8 fois pendant la campagne de
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Figure 16. Schéma descriptif du protocole des mesures d’infestation dans les parcelles de
coton sélectionnées. D1, D2 les deux diagonales de la parcelle. 1, 25, 26 et 50 représentent le
nombre de cotonniers examinés.
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I-6-3-3 Piegeages des adultes d’Helicoverpa armigera dans les parcelles de

cotonnier

Deux méthodes sont couramment utilisées pour capturer les adultes d’Helicoverpa
armigera : il s’agit des piégeages lumineux et des piégeages par phéromones sexuelles.
Pour ’analyse de I’origine trophique le long du gradient latitudinal du Bénin (Partie II) nous
avons utilis¢é des picges a phéromones (Fig. 17). Les phéromones sexuelles sont des
molécules chimiques synthétisées sur la base des hormones sexuelles métabolisées par les
femelles d’H. armigera. Les méles sont attirés par les phéromones et piégés dans un pot. Afin
d’analyser I’origine trophique dans le Nord du Bénin, nous avons piégé les individus a 1’aide
de piéges lumineux. Le protocole était le suivant : Dées la tombée de la nuit, a 18h30 le piege
était disposé dans les champs (Fig. 17). Le piégeage durait 2h, de 18h30 a 20h30. Les adultes
d’H. armigera attirés par la lumicre se posaient sur le drap blanc ; ils étaient ensuite comptés,
puis capturés et conservés dans 1’alcool pour les analyses au laboratoire. Durant les deux
années, nous avons piégé sur 21 points de piégeage (20 parcelles et 1 point témoin). Un site
sans parcelles cultivées a 25 km d’Angaradébou, dans le parc naturel du W représentait notre
point de piégeage témoin. Nous ne discuterons pas des résultats de piégeages sur ce point car

ucun individu . armigera 5té piégé.
aucun individu d’H. n’y a été piégé

© P Menozzi © N Tsafack

Figure 17. Photographies de pieges d’adultes d’H. armigera. a) Piege a phéromone et b)
Piege lumineux
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Tableau 2. Tableau synthétique des types de paysages sélectionnés en fonction des hypothéses
et du travail effectué.

Hypothese Contexte paysager Piégeage lumineux | Comptage larve
(mesure abondance) | (mesure infestation)
2011 2012 2011 2012
Concentration de | > 50% cotonnier v v v 4
ressources
Hoéte alternatif > 50% mais v v 4 v
Présence de la tomate | - v - 4
Végétation naturelle | > 50% de végétation v v v v
naturelle
Précédent  cultural | Indifférent v v v v
tomate

I-6-4 Analyses au laboratoire des adultes d’Helicoverpa armigera

Au laboratoire, nous avions pour objectif de mettre au point deux méthodes : 1’une
pour déterminer ’origine géographique et 1’autre pour déterminer [’origine trophique.
Concernant la détermination de I’origine géographique, il s’agissait dans ce travail de mettre
au point une méthode de biologie moléculaire pour caractériser des profils bactériens des
individus d’H. armigera piégés dans les différents paysages décrits ci- dessus. Il s’agissait par
la suite de corréler les profils bactériens de ces individus a une zone géographique dont ils
seraient originaires. Nous décrivons succinctement la méthode mise au point et les résultats
qui en découlent dans la partie II-3 de la thése. Afin de déterminer 1’origine trophique des
adultes d’H. armigera I’analyse s’est déroulée en deux temps : Dans un premier temps, nous
avons prélevé les ailes des insectes pour analyser les isotopes stables de carbone ; Ensuite,
nous avons mis au point des méthodes de détection de marqueurs du cotonnier (gossypol) et
de la tomate (tomatine) chez les adultes d’H. armigera (partie 1V-2). Il s’agissait de

déterminer la plante hote dont s’était nourri I’insecte durant sa phase larvaire.
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I-6-5 Analyses statistiques

I-6-5-1 Démarche générale

La démarche générale d’analyse statistique a consisté dans ce travail a mettre en
relation les éléments du paysage et la présence des individus d’H. armigera dans les parcelles
sélectionnées. Dans ce travail de thése, la présence d’ H .armigera dans les parcelles de
cotonnier est caractérisée par cinq variables : 1) 1’abondance relative des chenilles dans les
parcelles, 2) la proportion de cotonniers infestés par au moins une chenille d’H. armigera,
I’abondance des adultes piégés dans chaque paysage, 3) la proportion d’individus d’origine
trophique C3 (individus détectés par analyses d’isotopes de carbone), et 4) la proportion
d’individus d’origine trophique-coton (individus détectés positif au gossypol). L’ objectif est
de déterminer quels étaient les éléments du paysage qui agissaient sur la présence d’H.
armigera dans une parcelle. Nous voulions aussi déterminer 1’importance relative ou la
contribution de chaque élément pour expliquer la présence des individus dans une parcelle.
Pour atteindre cet objectif, nous avons modélisé cette relation en nous servant de deux
méthodes adéquates pour chaque analyse : Un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) et
une régression des moindres carrés partiels PLS (Partial Least Squares Regression) doublée

d’un modele généralisé (PIsGLM).

I-6-5-2 Probleme de colinéarité et études d’écologie spatiale

Le choix de ces deux modeles analyses (GLMM et PLS) a été guidé par le souci
principal de satisfaire les conditions de non-colinéarité entre les variables explicatives. En
effet, les ¢tudes d’écologie spatiale qui mettent en relation des objets du paysage sont treés
souvent confrontées a ce probléme de colinéarité. C’est le cas de I’étude de Smith et al.
(2009) qui se propose d’analyser les effets de la perte d’habitat et de la fragmentation. Les
deux concepts ¢€tant tres €troitement liés, il n’y a pas de doutes que les distributions des
variables obtenues du terrain soient tout aussi corrélées. Plusieurs méthodes sont préconisées
pour résoudre les problémes de colinéarité dont I’une, des plus utilisées est de simplement
supprimer du modele de prédiction une des deux variables explicatives corrélées. Cependant
Smith et al. (2009) mettent en garde vis-a-vis de ce procédé purement statistique. Ils précisent
en effet que si deux variables représentent des processus ou mécanismes écologiques bien
distincts, ils devraient ne pas étre supprimés de I’analyse, I’objectif étant de répondre a une

question d’écologique avec les statistiques comme outil et non I’inverse. En effet, le fait de
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supprimer une variable entre deux variables corrélées engendrerait un biais dans 1’analyse des
résultats. Les coefficients des variables dans le modéle pourraient étre soient surestimés ou
sous-estimés. Une des erreurs souvent commises est de confondre colinéarité et corrélation
(Dormann et al. 2012). Il y a corrélation entre deux variables lorsque les distributions des
deux variables sont dépendantes: la variabilit¢ de 1’'une implique celle de 1’autre et
inversement. Et la colinéarité est une conséquence de la corrélation entre variables du modé¢le
et désigne une interdépendance entre les variables explicatives d’une régression linéaire
multiple. Comme I’indique Foucart (2006) la colinéarité dans un modele statistique peut avoir
plusieurs conséquences dont I’instabilité des coefficients ce qui causerait des biais pendant
I’analyse des résultats. Dormann et al. (2012) précisent que certes, une forte corrélation
(r>|0.7]) entre deux variables indique une forte colinéarité mais que des variables fortement
colinéaires peuvent avoir un coefficient de corrélation faible. Ainsi, il propose de considérer

un probléme de colinéarité que si les variables ont un coefficient de corrélation r>|0.7|.

I-6-5-3 Choix d’analyse : les modéles GLMM et PIsGLM

- Un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) :

Pour analyser les effets des ¢léments du paysage sur la présence de chenilles dans les
parcelles de cotonnier, nous avons réalisé un mod¢le linéaire généralisé mixte (GLMM), suivi
d’une sélection de modéle basée sur le critére d’information d'Akaike corrigé (41C.) (Akaike
1974, Sanderson et al. 2009).

La régression lin€aire désigne la mise en relation entre une variable a expliquer et une ou
plusieurs variables explications. Elle permet ainsi de prédire la variable a expliquer en
fonction de la (des) variables explicative(s). La régression linéaire est dite généralisée lorsque
i/la distribution de la variable a expliquer suit une loi autre que la loi normale (Poisson,
binomiale), la distribution est alors affectée d’une fonction différente de la fonction linéaire
(Nelder et Wedderburn. 1972). Dans notre travail, la variable a expliquer est représentée par la
proportion de cotonniers infestés versus celle des cotonniers non infestés ; la distribution de
cette variable est donc binomiale et nous ’avons affecté dans le modele d’une fonction logit.
Dans notre travail, nous avons ajouté une variable aléatoire (I’année) pour prendre en compte
la dépendance entre les observations des deux années. En effet, les parcelles étaient parfois les
mémes entre les deux années. Le modele analysé est donc un modele mixte du fait de la

présence de variables explicatives fixes et aléatoires.
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Nous avions neuf variables explicatives dont cinq variables paysageres [la proportion en
surface des couverts végétaux principaux (cotonnier, mais, tomate, et végétation naturelle),
I’hétérogénéité de chaque paysage (I'indice de diversité de Shannon)] et quatre variables
agricoles [les fréquences de sarclage manuel et de traitement aux pesticides ; la date de semis
et le précédent cultural]. Nous voulions déterminer quelles variables étaient plus ou moins
importantes pour expliquer 1’abondance d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier. Nous
avons utilisé pour déterminer 1’importance relative de chaque variable dans le modéle,
I’approche théorique de I’information développée par Burnham and Anderson (2002); et
repris par Kamil (2013). Cette méthode s’appuie sur le critere d’Akaike corrigé (4/C.) en
raison du grand nombre de variables explicatives (neuf variables explicatives) et du faible
nombre d’observations (40 observations correspondant aux 40 parcelles sélectionnées). A
partir du mode¢le saturé de toutes les variables explicatives, tous les modeles possibles sont
générés (2°9=512 mod¢les) et assignés d’une valeur Wm (Akaike Weight) qui représente le
poids du modé¢le ou encore la probabilité relative d’étre le meilleur modeles de Kullback—
Leibler dans un ensemble de n modeles (Sanderson et al. 2009). Un mode¢le est considéré
comme le meilleur modele ou le modéle le plus probable si Wm>0.9. 1l est également possible
de générer des moyennes des meilleurs modeles pour plus de précisions. Cette analyse est

développée dans la partie III de Ia thése.

- La régression linéaire généralisée mixte des moindres carrés partiels (PIsGLM) :

La régression PLS est une méthode indiquée pour résoudre les problemes de
colinéarité entre variables explicatives. Nous avons rencontré cette situation lorsque nous
voulions analyser les effets des ¢éléments du paysage sur trois échelles de buffers
concentriques (échelle au voisinage immédiat = 100m de rayon, intermédiaire = 250m de
rayon et distance maximale = 500m de rayon). Les variables étant fortement corrélées
(r>|0.7]).Pour cette étude nous avions 37 variables explicatives. En effet, cette méthode
statistique est spécialement construite pour des situations ou le nombre de variables
explicatives est tres grand comparé au nombre d’observations et/ou ces variables explicatives
sont corrélées entre elles. La régression PLS est donc une méthode pour construire des
modeles de prédiction quand les variables explicatives sont nombreuses et trés colinéaires. La
régression Pls est une association de I’algorithme développé pour ’analyse en composantes
principales (NIPALS par Wold (1966) et de 1'approche PLS proposée par Wold (1975) pour

l'estimation des modeles d'équations structurelles sur les variables latentes (Path models with
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latent variables), (Tenenhaus 1998). La régression PLS permet aussi d’intégrer la possibilité
des données manquantes (ce qui n’était pas le cas dans notre étude).

Cette méthode d’analyse permet aussi de classer les variables explicatives par rapport a leur
importance pour expliquer la (les) variables a expliquer : le coefficient VIP (importance des
variables dans la projection) est généré pour caractériser 1I’importance de chaque variable
explicative. Pour VIP>1, la variable est considérée comme importante pour expliquer le

modele. Cette analyse est développée dans la partie IV-4 de la these.
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Bénin et le long d’un gradient latitudinal




Partie Il : Etude de I'origine géographique d’H. armigera

Il s’agit pour cette partie de la thése de traiter de 1’étude de I’origine géographique des
populations d’ H. armigera. Déterminer 1’origine géographique des populations est une
méthode indirecte pour identifier et caractériser les mouvements des ravageurs observés dans
un endroit donné. La partie I1-1 est une synthése bibliographique des outils utilisés pour
I’analyse de la migration. Dans les parties I1-2 et 11-3 sont présentés les résultats des mises au
point méthodologiques réalisées pendant la thése pour déterminer 1’origine géographique des
populations d’ H. armigera. Ces mises au point concernent deux méthodes : la méthode
d’analyse des isotopes stables d’Hydrogene et la méthode d’analyse de la flore bactérienne.
Dans la partie 11-4 nous présentons les résultats d’une étude de la dynamique des populations
d’H. armigera le long du gradient sud-nord du Bénin. Nous avons analysé le déplacement
graduelle des pics d’infestation entre les sites situés dans le sud et ceux situés dans le nord.
Finalement, dans le point 11-5, nous présentons une synthése des précédentes parties et des

perspectives d’amélioration des méthodes mises au point.

I1- 1 : Revue de littérature: les outils pour ’analyse des

déplacements des insectes

I11-1-1 Introduction

Les programmes de gestion intégrée soulignent I'intérét d’étudier la capacité de
dispersion des ravageurs (Byrne et al. 1996 ; Rhino et al. 2010 ; Mazzi et Dorn, 2012).
Andrewartha et Birch, (1954) ont montré que malgré une extinction locale, les mouvements
des populations conduisaient a une recolonisation des parcelles cultivées. Ces mouvements
favorisent de ce fait, la réintroduction des ravageurs dans les parcelles. Lecoq (1975) définit la
capacité de dispersion comme étant la capacité pour les individus d'une espéce de s'‘éloigner
plus ou moins vite (composante temps) et plus ou moins loin (composante espace) d’une aire
biogéographique. Les auteurs dans la littérature s’accordent sur le fait que le déplacement
d’un ravageur se caractérise par la durée, la distance parcourue ou 1’objectif du déplacement
(ponte, recherche de nourriture, abris, grégarisme). Les études de déplacement des insectes
font référence a trois principaux types de deplacement pour décrire les mouvements des
insectes: la migration, la dispersion et le déplacement trivial. Wiens (2001) définit le

déplacement comme la probabilité pour qu’un individu couramment présent a un point « i » a
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un temps t, se retrouve a un point « ii » a t+1. Les termes dispersion, migration ou mouvement

trivial sont souvent utilisés pour décrire les déplacements des insectes.

La dispersion est un déplacement caractérisé par 1’aspect permanent/définitif/sans retour au
site originel et par la distance qui est de ’ordre du millier de km. Clobert et al. (2001),
décrivent deux types de dispersion liée soit au site d’origine (natal area (NA)), soit au site de
ponte : 1/ Dispersion natale correspond aux déplacements entre le site natal (NA) ou le
groupe social natal (NSG) et le site ou le groupe social (BSG) ou la ponte aura lieu et
inversement (Natal dispersion is the movement between the natal area or social group and
the area or social group where breeding first takes place) (Fig. 18). 2/ Dispersion pour la
reproduction ou les déplacements se font entre 2 sites successifs de pontes ou deux groupes
sociaux successifs (the movement between two succesive breeding areas or social groups)
(Fig.18b).

2) BA BSG b) BA, BSG,
NA NSG BA, BSG,

Figure 18. Schéma descriptif des différents modes de dispersion. (a) Dispersion natale — b)
Dispersion pour la reproduction. Légende : BA= site de ponte « Breeding area » ; NA= site
natal « natal area » ; BSG= Groupe social ou aura lieu la ponte « Breeding social group » ;
NSG= « natal social group » d’aprés la définition obtenue de Clobert et al. 2001 (intro). La
double fléeche n’indique pas un aller-retour mais un déplacement qui peut se faire dans les
deux sens, soit dans 1’un soit dans ’autre. Adapté de Clobert et al. (2001)

La migration correspond aux déplacements saisonniers sur de longues distances; c’est le cas
des déplacements saisonniers des populations de monarques (Danaus plexippus) étudiés par
Wassenaar et Hobson (1998). Roff et Fairban (2001), décrivent la migration comme: « un
déplacement permanent ou saisonnier sur de longues distances d’un organisme d’un point a
un autre ». Weisser et al (2001) décrivent 3 étapes dans le processus de la migration :
I’émigration, le transit et I’immigration. L’émigration correspond au départ d’un individu ou

d’une population de son site natal. L’immigration correspond aux processus de sé€lection d’ un
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habitat convenable et d’établissement dans ce nouvel habitat. Et le transit qui est le processus

intermédiaire de déplacement proprement dit.

Les déplacements triviaux (ou vols triviaux) représentent tous les autres types de
déplacements des ravageurs. Ce sont les mouvements banals du quotidien ou déplacements de
routine (Byrne et al. 1996 ; Mazzi et Dorn. 2012); il peut s’agir dans ce cas des déplacements
d’une plante héte a une autre, d'une parcelle & une autre voisine. Les distances sont par

conséquent variables de 1’ordre de quelques métres.
Pour la suite de ce travail de thése, nous adopterons le vocabulaire suivant :
Dispersion : Déplacement permanent sur longue distance

Migration : Déplacement saisonnier (avec possibilité de retour) sur longue distance. L’étude
de Feng et al. 2009 a montré des mouvements migratoires des populations d’Helicoverpa
armigera entre le Nord et le sud de la Chine & travers la mer de Bohai. A 1’aide des radars, ils
ont montré que les adultes d’H. armigera migraient vers le Nord des le printemps et
redescendaient une génération apreés vers le Sud en automne pour pondre des ceufs. La
nouvelle génération passait le stade diapause et repartait vers le Nord juste apres émergence
au deébut du printemps. Les individus volaient a une altitude de 1500m avec une vitesse allant
jusqu’a 40 km/h.

Mouvement trivial : Déplacement de routine de I’ordre de quelques centaines de métres. Ce
type de mouvement est observé dans les populations de larves d’H. armigera. Kakimoto et al
(2003) a observé que les populations de larves évoluaient de la distribution « agglutinée » vers
«uniforme » & partir du 5*™ stade larvaire. En effet, les femelles pondent les ceufs par
paquets, et aprés éclosion, on observe un comportement de cannibalisme. Puis, lorsque les
ressources sont insuffisantes, les larves se déplacent d’un organe fructifere a un autre de la
méme plante hote ou d’une plante hote a une autre voisine. Si les ressources sont suffisantes,

les larves ne se déplacent pas. Ces déplacements sont un exemple de mouvements triviaux.

L’¢étude des déplacements des insectes peut se faire de maniere directe (intrinseque) ou
indirecte (extrinséque) comme proposés par Hobson et Wassenaar (2008) qui décrivent les
outils d’analyse de la migration. Dans cette partie, les outils directs sont ceux qui apportent
des informations précises sur la localisation des insectes, c’est I’exemple des signaux transmis

par les radars qui permettent de suivre les déplacements des populations d’insectes. Les outils
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indirects apportent des informations qui sont analysées et ensuite indirectement reliées a
I’origine de I’individu analysé et donc a ses déplacements. Dans le cadre de ce travail de
thése, nous avons mobilis¢ a la fois les outils directs et indirects pour 1’analyse de 1’origine

géographique.

11-1-2 Les outils directs

I1-1-2-1 Les progres de la télemétrie

Les progres de la télémétrie notamment de la radio-télémétrie ont amélioré les études
de migration des populations des insectes. Les études de Schaefer (1976), ont permis de
comprendre que la télémétrie pouvait apporter des réponses aux questions sur la migration des

insectes.

Le développement des radars entomologiques a permis d’étudier les déplacements des
insectes (Chapman et al. 2002, 2003). Le mot radar issu de 1’acronyme de Radio Detection
and Ranging, décrit un systéme de détection par radio. Le systéme est basé sur I’utilisation
des ondes radio pour détecter la présence et déterminer la position des insectes (Drake et
Reynolds 2012). Ce systeme de détection est I'un des plus anciens outils de détection a
distance. En 1968, Schaefer utilisait déja des radars entomologiques pour analyser les
déplacements des insectes ravageurs. Avec les avancées technologiques, plusieurs types de
radars entomologiques existent aujourd’hui. i/ Les radars verticaux utilisés pour repérer et
détecter les insectes volant a trés haute altitude (150 m — 1200 m). Drake et al. (2001) ont
étudié les déplacements de la noctuelle Helicoverpa punctigera, ravageur du cotonnier en
Australie a 1’aide des radars verticaux. i1/ Les radars a balayage sont utilisés pour déterminer
la trajectoire de vol des insectes a basse altitude. La technique nécessite la pose d’un micro-
transmetteur sur 1’insecte. Hedin et Ranius (2002) ont suivi a 1’aide de cette technique des
coléopteres (Osmoderma eremita) et ont déterminé une distance seuil de détection a I’aide de
cette technique allant jusqu’a 330m. Cette méthode a également €té expérimentée par Lorch
et al. (2005) pour tester I’hypothése selon laquelle les populations de sauterelles mormones
(Anabrus simplex) présentaient des stratégies de vol différentes selon qu’elles étaient
ravageuses ou non. IlIs ont montré a 1’aide de ces radars que les mouvements des sauterelles
mormones pouvaient étre influencés par la direction du vent et les conditions

environnementales locales. iii) les radars harmoniques encore plus sensibles que les autres
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types de radars, utilises pour suivre les déplacements de faible vitesses comme ceux des
populations de coléoptéres (Osborne et al. 1999 ; Riley et al. 2002 ; Chapman et al. 2002 ;
Colpitts et al. 2004 ; Wikelski et al. 2007). Ces radars se basent sur ’utilisation d’un systéme
de scan (Riley et Smith, 2002).

Les progres ont éte faits dans la construction des émetteurs satellites plus légers (la plus légére
balise satellite pese 9.5 g. Cet outil est basé sur le méme principe que le radar a balayage :
une balise est fixée sur I’insecte étudié, et le signal est repéré par un satellite. La différence
dans ce cas est que le satellite n’est pas fixe et en tournant autour de la terre la zone d’étude
est plus grande. A I’exception des émetteurs satellites, toutes les autres méthodes requiérent
deux phases de capture (capture-recapture). Pour pallier a ces inconvénients, les auteurs sont
obligés de coupler ces méthodes a d’autres méthodes de suivis directs des insectes. C’est le
cas de I’étude de Chapman et al (2002) qui combinent les piégeages lumineux au sol aux
radars aériens pour déterminer la dynamique de migration d’une espéce ravageuse de chou

Plutella xylostella.

L’utilisation des outils de la télémétrie pour analyser les déplacements des insectes présente
plusieurs avantages. i) La taille des populations suivies: la radiodétection offre la possibilité
de suivre un grand nombre d’individus ce qui apporte plus de précisions pour les analyses
statistiques des données. ii) La précision : la trajectoire et la localisation des insectes suivis
sont précises, de I’ordre de la centaine de meétres (Lorch et al. 2005). Malgré tous ces
avantages, les outils de télémétrie présentent aussi des inconvénients. i) les radars peuvent
influencer le comportement des populations d’insectes suivis ; en effet, les transmetteurs fixés
sur le I’abdomen des insectes peuvent influencer le comportement des insectes. ii) le colit de
I’appareillage est souvent élevé selon le nombre d’appareil et la précision désirés. iii) la durée
de vie de I’émetteur des radars détermine trés souvent la durée de I’étude et fausse par

conséquent les résultats d’analyse des déplacements des insectes.

11-1-2-2 Capture — Marquage — Recapture

La méthode consiste a une capture, un marquage et ensuite une recapture des insectes.
Il s’agit de marquer les insectes a la premiere capture, puis de procéder a des comptages a la
deuxiéme capture. Les individus sont marqués a 1’aide des bagues, des balises et parfois de

substances chimiques permanentes. C’est le cas de 1’étude de Fitt et al. (1995) en Australie,
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ou les individus étaient marqués au strontium a 1’état larvaire puis recapturés a 1’état adulte
par des piégeages a phéromones. Cette combinaison d’outils a permis d’analyser les
mouvements des populations d’H. armigera. Selon les especes éetudiées, il existe plusieurs
types de piégeages : les piégeages lumineux pour les insectes nocturnes, le filet aérien, le filet
normal, les piégeages a tentes.

Pour ce travail de thése, nous n’avons pas utilis¢ ces outils a cause des nombreux
inconveénients décrits ci-dessus. En effet, indépendamment du cout de 1’appareillage, cette
méthode nécessite une longue période pour la maitrise de la zone d’étude et de mise en place

de I’appareillage.

11-1-3 Les outils indirects

11-1-3-1 les marqueurs isotopiques

I1 s’agit pour cette méthode d’analyse des isotopes stables d’éléments 1égers de C, H,
N et O. Cette methode est utilisée depuis longtemps dans les domaines de la physique, de la
géologie, et bien d’autres. Hobson et Norris (2008) rapportent que c’est la publication de
Rundel et al. (1988) qui constitue 1'un des premiers ouvrages en écologie mettant en
application I'utilisation des isotopes stables dans les domaines des sciences de 1’écologie et
des sciences environnementales. Cette méthode se base sur le principe de variation du ratio
des isotopes stables d’un élément en fonction des précipitations (isotopes stables d’hydrogene,
0 H), du type photosynthétique de la plante hote (isotopes stables de carbone, dC) et d’autres
facteurs environnementaux. L’utilisation de cette méthode pour I’analyse de la dynamique des
populations dans le domaine de 1’écologie repose sur 1’analyse des tissus organiques qui une
fois générés ne sont plus (ou treés peu) sujets au métabolisme général de I’organisme et donc
conserve une signature isotopique liée a leur origine géographique ou trophique en fonction
de I’isotope stable analysé. Chez les insectes, les ailes et la chitine sont utilisées pour ces
analyses qui permettent de connaitre 1’origine trophique et géographique des larves (Gould et
al. 2002). Les valeurs d’isotopes stables d’hydrogéne sont calculées suivant cette

formule décrite par Werner et Brand (2001):

Réchantillon
[(—) - 1] <1000
Rcontrol
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ou « X » représente 1’é1ément chimique analysé (C, H, N...), « R » correspond au ratio entre
la masse de I’élément considéré (*H/ *H, 1*C/ *2C, °N/*N ...) et la valeur « 5X » représente le
ratio de la masses d’isotopes de 1’élément considéré par rapport a un ratio standard (Rcontrol)

pour mile
a) Les isotopes stables d’hydrogéne (6H: Deutérium et Protium).

Les données d’isotopes stables d’Hydrogeéne sont utilisées généralement pour les
études de migration aussi bien chez les insectes que chez d’autres animaux. Bien que ce soit
généralement les isotopes Protium (*H) et Deutérium (*H) qui sont le plus souvent rencontrés
dans la littérature pour les études de migration, il existe un 3éme isotope d’hydrogene tres peu
utilisé en raison de sa rareté: le tritium (ou Hydrogene3) (Gurov et al. 2004). Pour les études
de migration des insectes, le ratio ?H/ *H (8 H) obtenu des ailes est analysé et corrélé a celui
de I’eau de précipitation des points géographiques spécifiques. L’origine géographique des
populations d’insectes est alors déterminée en superposant les valeurs de o H obtenues des
ailes des insectes a celles obtenues de 1’eau de précipitation. Pour améliorer la précision des
résultats, il est nécessaire de mesurer au prealable le fractionnement isotopique ; en effet, il
existe une différence entre le ratio isotopique (6 H) obtenu des ailes ou chitine des insectes et
le ratio isotopique de I’eau de précipitation. Cette différence représente le fractionnement

isotopique qui est constant pour une population.

Depuis une vingtaine d’année, cette méthode connait un essor dans 1’étude de la migration des
populations. Dans la littérature plusieurs études utilisent les isotopes stables d”hydrogene pour
comprendre les déplacements des populations d’insectes. Notamment, Wassenaar et Hobson
(1998) ont déterminé en analysant les isotopes stables d’Hydrogéne, les différentes étapes de
la longue migration saisonniére des monarques (Danaus plexippus) du Mexique vers le Nord
de ’Amérique. En France, Ouin et al. (2011) ont également utilisé les valeurs d’isotopes
d’Hydrogene pour déterminer 1’origine géographique du syrphe (Episyrphus balteatus), un

auxiliaire prédateur de pucerons des céréales.

L’analyse des isotopes stables d’Hydrogéne est I’un des outils les plus précis pour 1’étude de
la migration des populations d’insectes. En effet, les variations des valeurs d’isotopes
d’Hydrogene (Fig. 19) sont connues et réguliéres a travers le globe terrestre et dépendent de la
latitude a laquelle les éléments se sont formés dans 1’atmosphére (Bowen et al. 2005a). Donc,

pour un point latitudinal donné, la variation d’isotope d’H est fixe. Cependant, cette méthode
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connait des limites. Les déplacements de courtes distances ne peuvent pas étre analysés en
utilisant les isotopes stables d’hydrogéne. En effet, si les individus se déplacent sur des
distances latitudinales relativement courtes ou la variation entre les valeurs isotopiques est
fiable, la méthode est inefficace (Ouin et al. 2011). De plus, le colt des analyses élevé peut
étre une contrainte pour des études. Hobson et Wassenaar (2008) ont également relevé un
probléme d’échange des atomes d’hydrogéne ; en effet, méme si le rapport isotopique mesuré
ne peut varier dans les tissus inertes analysés, il existe quand méme des proportions
¢changeables avec la vapeur d’eau ambiante ; ceci pourrait apporter des biais pour 1’analyse
des résultats. Cette variation est également applicable aux produits standards, il s’avére
compliqué de trouver des standards dont les valeurs de O0H ne varient pas, entre les

laboratoires, du fait d’une variation de 6H de la vapeur d’eau ambiante.

La partie 11-2 de cette partie de la thése présente une étude sur la mise au point
méthodologique des isotopes stables d’hydrogéne sur un échantillon d’individus Helicoverpa
armigera piégé entre le Sud et le Nord du Togo, en Afrique de I’Ouest. L’objectif de vérifier
I’utilisation de cette méthode pour 1’analyse de I’origine géographique des populations d’ H.

armigera en Afrique de 1’ouest.
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Figure 19. Carte mondiale de répartition de de §°H (www.waterisotopes.html)
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b) Les isotopes stables du carbone

L’analyse des isotopes du carbone est généralement utilisée pour déterminer I’origine
trophique des individus. La connaissance de 1’origine trophique peut apporter des
informations sur 1’origine géographique. Cette méthode se base sur le principe que les plantes
hotes de type photosynthétique différent (plantes en C4, plantes en C3) laissent dans les tissus
inertes (ailes, chitine) des insectes des signatures isotopiques différentes (Wassenaar et
al.2000). Dans le cas des isotopes stables de carbone il s’agit du rapport des isotopes de
carbone (5 C) C12 et C13 (**C/**C).

L’utilisation des isotopes stables de carbone est trés répandue aujourd’hui pour comprendre le
régime alimentaire des insectes et déduire leur origine trophique. La connaissance de leur
origine trophique améliorerait les stratégies de lutte contre les insectes ravageurs dans les
systemes agricoles. Gould et al. (2002) illustrent bien I’utilisation des 6C. Ils ont déterminé
I’origine trophique des adultes de Helicoverpa zea piégés (lieu de piégeage : Louisiane et
Texas). Ils montrent que les individus d’ H. zea élevés sur du cotonnier (plante de type C3)
ont un rapport 8C (**C/*C) différent de ceux élevés sur du mais (plante de type C4). Aprés
avoir déterminé qu’en octobre 100% d’individus avaient une origine trophique C4 alors que le
mais plante en C4 majoritaire était déja récolté au moment du piégeage (octobre), ils en ont
déduit que ces populations d’individus étaient des migrants, originaire du Sud (Mexique) ou
la végétation était encore composée de mais a cette époque de I’année. Plusieurs études
utilisent le rapport 6C pour déterminer la contribution du cotonnier dans 1’abondance des
ravageurs du cotonnier et notamment 1’importance des zones refuges par rapport au cotonnier
et au mais transgéniques (Brevault et al. 2008 ; Head et al. 2010 ; Baker et Tann. 2012). Pour
ce travail de thése, nous avons analysé les isotopes stables de carbone pour déterminer
I’origine trophique des adultes d’H. armigera piéges dans le nord du Bénin. Les resultats sont
présentés dans le point 4 de cette partie et dans la partie V.

c) Les autres isotopes stables (6 N, 8 O, 6 S, 6 Sr)

Les isotopes stables de carbone et d’hydrogeéne sont les plus utilisés dans les études de
migration des insectes. Outre ces isotopes, il existe d’autres isotopes stables qui sont
certes moins utilisés que les isotopes stables de carbone et d’hydrogene mais qui aident aussi
a la compréhension de la migration des insectes. ce sont les isotopes stables d’azote (0 N : 1

N/N) ; d’Oxygene (5 O : *°0/*20), de Soufre (3S : #S/*%S), de stontium (8Sr :¥'Sr/*°Sr).
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Les rapports isotopiques *N/*N, **S/*%S et de ®”Sr/**Sr comme celui du carbone renseignent
sur le régime alimentaire des especes étudiées, 1’origine géographique peut étre déduite par la
suite. Hobson et Wassenaar (2008) caractérisent ces isotopes de spatio-locaux «local-spatial
isotopes » parce que les résultats obtenus apportent aussi des informations sur les
déplacements locaux des populations étudiées.

Les isotopes de O apportent comme les isotopes d’hydrogene, des informations sur I’origine

géographique des espéces étudiées.
11-1-3-2 les marqueurs moléculaires

Les études de genétique des populations ont largement contribué a la compréhension
des flux migratoires. En effet, les flux migratoires d’une population peuvent étre analysés via
la diversité génétique de la population (Sunnucks, 2000). Slatkin (1985) montre que 1’étude
des flux de genes d’une population peut servir de paramétre pour I’analyse de la dispersion.
Les marqueurs moléculaires sont des fragments d’ADN qui sont associéS a une part du
génome. [’analyse de ces marqueurs dans une population permet de déterminer la structure
génétique de la population ; entre plusieurs populations ces marqueurs aident a déterminer des
variations ou similitudes génétiques. Des échanges de génes ou flux de genes peuvent étre
déduits de ces analyses. Il existe plusieurs types de marqueurs moléculaires. Les plus courants
sont les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) et les

marqueurs microsatellites.

Les marqueurs RAPD ou ADN polymorphe amplifié au hasard sont trés peu utilisés dans les
études de génétique des populations, a cause de la difficulté a reproduire la technique (Xu et
al. 2002). A l’aide des marqueurs AFLP, Martinelli et al (2007) ont analysé la diversité
génétique des populations de la noctuelle Spodoptera frugiperda piégées dans les parcelles de
mais et de cotonnier au Brésil. IlIs ont montré que les populations n’étaient pas spécifiques a la
plante hote et que les populations infestant les parcelles de cotonnier pouvaient également
infester les parcelles de mais. Dans ce méme but, en Iran, Mozaffarian et al (2007) ont utilisé
les marqueurs AFLP pour analyser les flux de génes des populations de la pyrale de la
grenade Ectomyelois ceratoniae. Ils ont montré qu’il n’y avait peu ou presque pas de

migration et que les populations de pyrales d’origine géographique différente étaient
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génétiquement bien distantes entre elles. 1ls ont montré aussi qu’il n’y avait pas de spécificité

des individus d’une population donnée a la plante hote.

Les microsatellites sont des séquences d'ADN répétées en tandem courts de un a six
nucléotides comme unité de répétition. Dans le domaine de la génétique des populations, les
marqueurs microsatellites sont les plus utilisés parce qu’ils présentent un taux de mutations
¢levé qui améliore 1’estimation de la diversité dans une population ou entre populations
(Sunnucks 2000). Dans les populations d’H. armigera en Australie, Scott et al (2005) sur 5
années d’étude (de 1999 a2003) ont montré que les populations d” H. armigera ne
présentaient pas le méme schéma de migration tous les ans. L’étude a permis de corréler les
flux génétiques aux flux migratoires. Par exemple, ils ont observé, pour les années 2001-2002,
qu’il y’avait peu de variation génétique entre les populations de régions différentes et peu
d’isolation par distance et inversement pour les autres années. Ils ontconclu que les
déplacements des populations d’H. armigera pendant les années, autres que 2001-2002,
étaient des déplacements locaux de courtes distances et que les populations entre régions ne se
mélangeaient pas alors que pour les années 2001-2002 les déplacements étaient plutdt sur de
longues distances. Malgré ces résultats, plusieurs études montrent que I’analyse des
microsatellites pour déterminer la structure des populations des 1épidopteres en général n’est
pas toujours satisfaisante. Endersby et al (2007) ont analysé 8 microsatellites des populations
d’H. armigera de la région de Victoria en Australie. L’étude a conclu qu’il n’y avait pas de
structuration génétique ni entre les populations échantillonnées a différents endroits ni entre

populations échantillonnées a des temps différents.

Malgré I'intérét des microsatellites pour les études de migration, cet outil présente des
inconvénients quant a leur utilisation pour ’analyse des populations de Lépidopteres. Des
études montrent que le développement des microsatellites chez les Iépidoptéres est a la fois
laborieux et sans garantie de résultats (Zhang 2004; Delamaire 2009, Néve et Meglécz 2000).
Cette difficulté de développement des microsatellites serait liée a un déficit en loci
microsatellites chez les 1épidopteres (Zhang 2004; Delamaire 2009) et une forte proportion
d’all¢les nuls (Sinama et al. 2011). Vassal et al (2008) aprés avoir rencontré des difficultés
pour déterminer la structure génétique des populations d’H. armigera piegés en Afrique
centrale et de 1’ouest, ont remis en cause I’utilisation des microsatellites pour 1’analyse des

déplacements des insectes Iépidoptéres.
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Une autre technique de biologie moléculaire consiste a 1’analyse de la flore bactérienne (ou
profil bactérien) présente dans et sur le corps d’un insecte. Il s’agit d’analyser le
polymorphisme bactérien présent chez un individu au sein d’une population. En effet, les
insectes forment avec les communautés bactériennes qui partagent leur habitat des
associations pathogéniques ou symbiotiques (Ferrari et Vavre 2011). Le profil bactérien d’un
lieu géographique ou d’un habitat peut €tre alors corrélée a celle observée dans /sur
I’abdomen d’un individu. La méthode utilisée pour ’analyse de la flore bactérienne est la
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 1’électrophorése sur gel par gradient
dénaturant (Myers et al. 1985). 1l s’agit d’amplifier la région 16S de I’ADN ribosomale
bactérien afin d’analyser le polymorphisme des populations de bactéries hébergées par
I’insecte (Muyzer 1993). Les études de Rani et al. 2009 ; Zouache et al. 2011 sur la flore
bactérienne hébergée par les populations des moustiques (Aedes albopictus,Aedes aegypti et
Anopheles stephensi) ont montré que la flore bactérienne peut étre spécifique a un habitat
donné. Cette technique est également utilisée pour connaitre 1’origine géographique des
denrées alimentaires : fruits et poissons (Le Nguyen et al. 2008a, 2008b). Une analyse
bibliographique de 1’utilisation de cette méthode chez d’autres taxons nous a permis de
prendre connaissance des autres facteurs influencant la flore bactérienne. Ainsi, Les études de
Mrazek et al ( 2008), sur les guépes Vespula vulgaris et Vespa crabro et celles de Reeson et al
(2003) sur la guépe Vespula germanica ont conclu qu’il fallait exclure toutes corrélations
entre ’origine géographique, la taille du nid, 1’age des guépes, la saison climatique et les
profils des communautés bactériennes hébergées par les guépes. Sur des populations de la
noctuelle H. armigera élevées au laboratoire, Hui Xiang et al. (2006) et Priya et al. (2011)
montrent que la flore bactérienne peut étre aussi liée au régime alimentaire. Des études sur
des populations du criquet pélerin Schistocerca gregaria montrent que le polymorphisme des
bactéries hébergées par ces criquets dépend aussi de 1’age des insectes et de leur état de satiété
(famine) (Dillon et al. 2010 ).

Encouragé par le travail de Zouache et al (2011) et de Rani et al (2009) sur les moustiques,
nous avons essayé de mettre au point 1’analyse de la flore bactérienne hébergée par les
individus d’H. armigera pour déterminer leur origine géographique (partie 11-3). A notre
connaissance, aucune étude n’a encore mis au point cette technique chez cette noctuelle. Les
résultats de 1’étude de Vassal et al. (2008) ne nous ont pas encourage a utiliser les marqueurs
microsatellites pour déterminer leur origine géographique. Il ressort de notre travail que la

méthode DGGE pour analyser les déplacement des insectes devrait étre completée par
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d’autres analyses. Nous présentons ensuite quelques perspectives suite aux résultats obtenus
(partie 11-3).

11-1-3-2 les autres marqueurs

a) Le pollen

Une grande majorité d’insectes se nourrissent de pollen des plantes a fleur. La surface
épineuse du grain de pollen favorise son accrochage (adhésion) sur le corps des insectes qui
s’en approchent (Moore et al. 1991, Hagler et Jackson 2001). Les premieres études qui
suggerent ’utilisation des grains de pollen comme marqueurs de migration chez les insectes
sont celles de Mikkola (1971). Plusieurs études aujourd’hui utilisent le pollen comme
marqueur de migration (Gregg, 1993, Westbrook et al. 1997, Xu et al. 1999, Hagler et
Jackson 2001 ; Jones et Jones 2001 ; Silberbauer et al. 2004). Pour suivre les déplacements des
insectes, les grains de pollen retrouvés sur le proboscis ou dans I’abdomen des insectes sont
identifiés et classifiés a 1’aide des techniques de microscopie précises telles que la
microscopie optique (Light Microscopy) ou la microscopie électronique a balayage (Scanning
Electron Microscopy) (Hagler et Jackson 2001 ;Silberbauer et al. 2004): la présence de grains
de pollen appartenant a une plante inhabituelle dans une région ou d’une espéce qui n’est pas
en période de floraison a la date des piégeages des insectes prédit un long déplacement de
I’insecte analysé. Par exemple, Gregg (1993) a analysé les grains de pollen transportés par des
noctuelles H. punctigera et H. armigera piégés en Australie. Ses résultats ont montré que plus
de 10 % des individus piégés dans I’Est Australien transportaient des grains de pollen de
plantes qui n’étaient pas présentes dans cette région, ou présentes mais pas en floraison

pendant cette période de piégeage.

L’utilisation du pollen comme marqueurs de migration présentent de nombreux avantages
notamment : la majorité des insectes se nourrissent ou s’approchent des grains de pollen
durant leur cycle de vie, donc le pollen peut étre retrouvé sur plus de 85% des insectes piégés
(Silberbauer et al. 2004) ; la surface du grain de pollen est constituée d’une couche solide de
protéine (pollenium) qui rend le grain résistant aux intempéries (Hagler et Jackson 2001). Le
pollen étant un marqueur naturel, il aura moins d’effet sur le comportement de 1’insecte

(Silberbauer et al. 2004).
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Cet outil présente toutefois des inconvénients. Hagler et jackson (2001); Del Socorro et
Gregg (2001) présentent 3 principaux inconvénients : i) le temps de préparation des insectes
pour identification des grains de pollen est trés long ; ii) le colt des analyses est tres éleve et
il est impératif d’avoir une carte de répartition géographique (atlas) des plantes a fleurs
correspondant aux grains de pollen analysés. iii) De plus, 1’utilisation des grains de pollen
comme marqueurs de migration limite la période d’étude aux cycles de floraison des plantes a

fleurs.

Nous n’avons pas utilisé cette méthode pour ce travail de thése. La zone d’étude située dans
une région tropicale, la majorité des plantes a fleur fleurissent pendant le pic d’infestation
d’H. armigera. Ceci aurait pu masquer ou encombrer le signal de déplacement des H.
armigera et donc rendre inefficace 1’utilisation du pollen comme marqueur pendant cette

période dans ce contexte paysager (tropique).
b) Les marqueurs d’insecticides

Les ravageurs exposés a des pesticides peuvent conserver dans leur organisme les
molécules chimiques du produit pesticide utilisé. Si la répartition géographique des pesticides
impliqués est connue, alors une corrélation peut étre trouvée entre le type de pesticides détecté
dans I’organisme de I’insecte et 1’origine géographique de ce dernier (Wu et Guo 2000).
L’analyse des niveaux de résistance aux pesticides d’insectes polyphages prélevés sur
différentes plantes hotes traitées et non traitées peut permettre également de connaitre les

mouvements de ces insectes au sein d’un paysage (Brevault et al. 2008).
c) Les cytochromes (P450).

Les Cytochromes P450 sont des enzymes présentes chez les ravageurs qui sont
impliquées dans les mécanismes de résistance contre les pesticides et de tolérance aux toxines
des plantes hotes (Feyereisen et al. 1995 ; Scott 1999). En présence d’une plante hote
specifique, les ravageurs expriment une enzyme CytP450 particuliére. Il peut étre intéressant
d’analyser I’enzyme exprimée par rapport a une plante hote spécifique afin d’étudier 1’origine
trophique et d’en déduire 1’origine géographique en tenant compte de 1’atlas de la couverture

végétale de la zone d’étude.
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I-1-4 Conclusion

L’étude des déplacements des insectes ravageurs représente un enjeu aujourd’hui pour
améliorer les programmes de lutte contre les ravageurs. Dingle et Drake (2007 ) montrent que
les ravageurs se déplacent a la recherche de ressource, de site de reproduction, d’abris. Selon
que ces déplacements sont permanents, saisonniers ou simplement des mouvements de
routine, les termes dispersion, migration et mouvements triviaux sont utilisés pour décrire ces
déplacements. Plusieurs outils ont été développés pour analyser ces déplacements. Les
progrés de la télémétrie, la télédétection, les analyses d’isotopes stables de carbone et de
I’hydrogéne, 1’analyse des marqueurs moléculaires et des marqueurs naturels (pollen)
permettent de suivre les déplacements des insectes. Il est également important de prendre en
compte la capacité de dispersion des espéces pour obtenir des résultats fiables (Mazzi et Dorn.
2012). Pour ce travail de thése, nous avons utilisé¢ les marqueurs d’isotopes stables de
I’hydrogéne et I’analyse de la flore bactérienne (DGGE) pour comprendre les déplacements
des populations d’H. armigera. Ces deux méthodes nous ont semblé les plus fiables, les
moins couteuses en temps et en moyens financiers. Dans les parties 11-2 et 11-3 suivantes nous
présentons les résultats des mises au point de ces deux méthodes. Les marqueurs moléculaires
sont également utilisés par plusieurs études pour analyser la diversité génétique intra et inter
populations et donc analyser les mouvements des individus. Les microsatellites sont
particuliéres intéressants pour ces analyses. Cependant, le développement de ces marqueurs
chez les 1épidopteres est trés laborieux et parfois sans garantie de résultats a cause du déficit
de loci chez cet ordre d’insectes. Notamment, 1’étude Vassal et al. (2008) sur des populations
d’H. armigera piégés en Afrique de 1’Ouest n’ont pas abouti a des résultats convaincants.
Pour toutes ces raisons, nous avons privilégié les analyses d’isotopes d’hydrogene et de la
flore bactérienne pour comprendre 1’origine géographique d’H. armigera dans ce travail de

thése.
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I1- 2 Mise au point méthodologique : Analyse des isotopes
stables d’hydrogeéne pour comprendre les déplacements

d’Helicoverpa armigera en Afrique de I’Ouest.

I1-2-1 Objectifs de I’étude

L’analyse d’isotopes stables d’hydrogéne apporte des informations sur les
déplacements d’une espéce et par conséquent sur Son origine géographique. Cette méthode se
base sur le fait que les valeurs d’isotopes d’hydrogene présentes dans 1’eau de précipitation
sont prévisibles et spécifiques a chaque continent/région du globe terrestre et que ces isotopes
seraient transférés des précipitations vers les plantes puis des plantes vers les consommateurs
de niveau trophique | (herbivores) avec un indice de fragmentation plus ou moins faible
(Wassenaar et Hobson 2003).

Wassenaar et Hobson (1998) ont déterminé I’origine géographique du monarque en analysant
les isotopes stables d’hydrogéne des ailes des adultes ainsi que les différentes étapes de leur
voyage saisonnier du Mexique vers le Nord de I’Amérique. De méme, Brattstrom et al (2008)
ont analysé la composition en isotopes stables d’Hydrogene pour définir les étapes de
migration et I’origine du paon européen, le lépidoptére Inachis io. Ces deux études montrent
que les isotopes stables d’Hydrogene sont des outils fiables pour étudier I’origine

géographique chez les insectes.

Les objectifs de cette étude sont : i) Mettre au point cette méthode d’analyse des isotopes
stables d’hydrogene pour étudier 1’origine géographique des individus d’Helicoverpa
armigera et ii) Déterminer 1’origine géographique d’un échantillon d’individus. Nous
espérons ensuite utiliser cette méthode pour analyser les différentes étapes de migration et
I’origine géographique des individus adultes d’H. armigera qui seront piégeés pendant les

campagnes de terrain dans le Nord Bénin.

11-2-2 Matériel et méthodes

Nous avions au début de la these a notre disposition un échantillon de 18 individus
d’H. armigera piégés dans des piéges a phéromone au Togo, pays frontalier du Bénin. En

effet, le Togo est situé a la méme latitude que le Bénin et possede les mémes caractéristiques
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climatiques que le Bénin. Le Togo s’étire également sur environ un millier de kilométres
entre la cOte atlantique au Sud, vers la zone sub-sahariene au Nord comme le Bénin. Les
individus ont été piégés sur deux sites : a Tantigou (10°50'55.92"N - 0°12'1.50"E) dans le
Nord et Amoutchou (7°25'49.04"N - 1° 9'52.85"E) dans le sud du Togo (Fig. 20, Tab 3). Les
individus ont été piégés pendant la saison séche 2010 (avant mai 2010) et pendant la saison
des pluies 2010 (Entre mai et novembre 2010). Nous avons sélectionné ces deux périodes
parce que nous estimons que I’eau des précipitations pourrait influencer les valeurs des
isotopes stables d’hydrogéne. Les adultes d’H. armigera piégés ont été conservés dans de
I’alcool (70%) puis acheminés au laboratoire IsoAnalytical, prestataire de service, situé en

Grande Bretagne pour I’analyse des isotopes stables d’hydrogéne.

Nous avons ensuite réalisé des simulations sur un logiciel proposé par le siteweb
waterlsotopes.org (OIPC =Online Isotopes in Precipitation Calculator) géré par des
géophysiciens (West et al. 2010). Ce logiciel permet de calculer des valeurs simulées
d’isotopes stables d’hydrogene de I’eau qui correspondraient a un point géographique donné.
Cette simulation est basée sur un large échantillon de données de valeurs isotopiques
d’hydrogéne récoltées sur plusieurs points (coordonnées latitudes) globe terrestre. Les
simulations réalisées concernaient trois points GPS représentant le Sud, le Centre et le Nord
du Togo. L’objectif était de vérifier s’il existait une différence significative des valeurs

d’isotopes d’hydrogéne entre ces trois points.

Tableau 3. Nombre d’individus d'H. armigera males dont les ailes ont été analysées pour
déterminer les variations d’isotopes stables d’hydrogene.

Avant la saison des pluies Apres la saison des pluies

Tantigou (Nord Togo) 5 5

Amoutchou (Sud Togo) 5 3
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> Nord Togo
(Tantigou)

Sud Togo
(Amoutchou)

100 km
—

Figure 20. Carte du Togo. Les points représentent les points de piégeage des individus
analysés pour les isotopes stables d’H, respectivement Tantigou dans le Nord et Amoutchou
dans le Sud. Les points en rouge représentent les points utilisés pour la simulation dans le
logiciel IOPC du site web Waterlsotopes.org.
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11-2-3 Résultats

Les valeurs d’isotopes stables d’hydrogéne varient de [-109,54 ; -61,33] pour les 18
individus analysés. Dans le Nord (Tantigou) elles varient de [-109,54 ; -80,54] et dans le Sud
(Amoutchou) de [-106,00 ; -61,33].

Les valeurs isotopiques varient entre les différents groupes mais on n’observe pas de
differences significatives. Les individus piégés dans le Nord ont tendance a avoir des plus
petites valeurs d’isotopes d’hydrogeéne par rapport aux valeurs d’isotopes stables de H pour

les individus piégés dans le Sud (Fig. 21).

De méme, entre le groupe d’individus piégés avant ou aprés la pluie dans le nord du pays, on
n’observe pas de différences significatives (Fig. 21). Par contre, les groupes avant/apres la
saison des pluies dans le sud du pays sont bien discriminés (Fig. 22). Les individus piégeés
avant la saison des pluies présentent de plus fortes valeurs d’isotopes d’hydrogene. Les
individus piégés au sud en saison séche se différencient des autres groupes (Fig. 22). Les
résultats des simulations réalisées a 1’aide du logiciel OIPC ne montrent pas non plus de
différences entre les valeurs isotopiques d’hydrogéne des trois sites sélectionnés au Sud, Nord
et Centre Togo (Tab. 4).

Tableau 4. Valeurs d’isotopes stables d’hydrogéne obtenues du logiciel (de simulation de
waterisotopes.org (OIPC=0nline Isotopes in Precipitation Calculator) de Waterlsotopes.org.

Togo Bénin
Nord -16+6 -18+5
Centre -20+6 -20+5
Sud -19+4 -2345
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Figure 21. Valeurs des isotopes stables d’hydrogéne (IsoAnalytical) en % pour les individus
H. armigera capturés au Nord et au Sud, avant la pluie. « n» correspond au nombre total
d’individus analysés.
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Figure 22. Résultats d’analyse d’isotopes stables d’hydrogéne (IsoAnalytical). NAP =
individus capturés au Nord avant la pluie, NaP = individus capturés au Nord apres la pluie,
SAP = individus capturés au Sud avant la pluie, SaP = individus capturés au Sud apres la
pluie. « n » correspond au nombre total d’individus analysés.
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11-2-4 Discussion

Les résultats de cette mise au point méthodologique permettent de discriminer les
individus piégés dans le sud durant les saisons séches et des pluies. Ces résultats ne nous
permettent de discriminer les individus du sud par rapport a ceux du nord. Nous n’avons pas
pu discriminer les individus piégés dans le nord avant la pluie de ceux piégés apres la pluie. Il
est alors possible que les individus analysés soient de la méme origine géographique.
Néanmoins sans individus témoins, nous ne pouvons pas statuer clairement. Dans la suite de
cette discussion nous apportons quelques éléments critiques envers cette mise au point

méthodologique.

11-2-4-1 Les problémes liés a la méthode ?

L’hydrogene échangeable : L’hydrogene échangeable représente la part d’hydrogéne
exogene (dans I’eau, les végétaux, I’air) a I’échantillon analysé. L analyse des isotopes stables
d’hydrogéne bien que trés intéressante présente aussi des biais, ce qui peut conduire a des
résultats erronés. En effet, une proportion d’8H exogene peut contaminer la proportion d’6H
de I’échantillon a analyser et fausser les résultats. Cette hydrogene échangeable peut atteindre
pres de 25% (Wassenaar et Hobson. 2000 : Bowen et al. 2005b) de la quantité d’6H total des
tissus comme la kératine, dans ce cas d’étude, les ailes de papillons ont été utilisées pour cette
mise point. Il est important d’appliquer une mesure de correction comme le suggére Hobson
et Wassenaar. 2008. Cette mesure de correction est basé sur des connaissances de la quantité
d’hydrogéne localement présente dans les végétaux, dans 1’eau, 1’air ou dans le sol. Dans
notre étude, nous n’avons pas tenu compte de cet hydrogéne échangeable d’ou les biais

possibles que nous avons pu observer.

La résolution liée a la latitude : L’analyse des isotopes stables d’hydrogéne bien
qu’étant un outil largement utilisé pour les études de migration des animaux (Wassenaar et
Hobson. 1998 et 2003; Hobson et al. 1999) est un outil tres sensible aux variations locales des
valeurs d’8H (variation liée a la latitude). En effet, Meehan et al. 2001 ont montré qu’il fallait
une résolution d’au moins 1,5° de latitude pour discriminer ’origine géographique des
populations d’oiseaux (épervier de Cooper). Pour les insectes, ce seuil de résolution n’est pas
connu, il serait intéressant de mettre au point des expérimentations sur un large gradient
latitudinal pour déterminer ce seuil de résolution et réduire les biais sur les résultats. Dans la
littérature, une autre etude (Ouin et al. 2011) a rencontreé le méme probleme. En effet, pour

I’analyse de la dynamique des populations du syrphe (Episyrphus balteatus) en Europe, cette
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¢tude montre que le succes de 1’utilisation des isotopes stables d’hydrogene pour déterminer

I’origine géographique dépendait beaucoup du gradient latitudinal de la zone d’étude.

I1-2-4-2 Taille de I’échantillon

La faible taille de I’échantillon (18 individus) pourrait masquer une variabilité plus
importante entre les individus capturés au Nord et au Sud du Togo. Etant donné le colt de
I’analyse de ces échantillons et la faible probabilité de montrer une différence significative au
regard des estimations du logiciel OIPC du site web WaterlIsotopes.org, nous n’avons pas juge

utile d’analyser d’autres individus.

11-2-4-3 Manque d’individus témoins

L’absence d’individus témoins ou de valeurs d’6H de I’eau provenant précisément des
sites d’étude ou de sites de foyers d’ H. armigera limite I’analyse des résultats. En effet,
capturer des chenilles d’H. armigera dans les champs et les conserver jusqu’au stade adulte,
pour ensuite analyser les valeurs d’6H aurait grandement amélioré les résultats. Ces individus
auraient servi de référence pour 1’analyse de 1’origine géographique des H. armigera piégés

dans les parcelles de cotonniers.

De plus, des réserves peuvent étre émises quant a 1’utilisation du logiciel IOPC pour simuler
les valeurs 6H en Afrique. Apres vérification, le jeu de donné concernant I’ Afrique de 1’Ouest
ne comporte que 5 points (5 points GPS ou les valeurs d’dH sont connus) et ces points sont
tous situés entre les latitudes 10° et 12°N. Le manque de points de référence s’expliquerait par
le manque de ressources pour I’analyse des isotopes stables d’6H en Afrique de I’Ouest.
L’étude réalisée dans le cadre de la thése est donc un des rares cas études a S’intéresser aux

isotopes d’hydrogene en Afrique de 1’Ouest.

11-2-5 Conclusion

Il ressort de la mise au point de I’analyse des isotopes stables d’Hydrogéne requiert
plusieurs analyses préliminaires. Notamment, il est important de vérifier si le gradient
latitudinal est assez élevé pour constituer un seuil de résolution permettant de différencier les
individus. Il est également nécessaire de réaliser des analyses préalables sur des individus
témoins pour avoir des références. Nos resultats ont soulevé plusieurs autres questions sans
répondre aux objectifs posés ce qui a conduit dans le cadre de cette these a privilégier

d’autres méthodes.
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11-3 Mise au point méthodologique: Analyse de la flore
bactérienne pour déterminer I’origine géographique

d’Helicoverpa armigera.

11-3-1 Introduction

La DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis) ou électrophorese sur gel en
gradient dénaturant est une méthode de séparation des molécules d’ADN de méme taille
mais de composition nucléotidique différente. C’est une méthode d’électrophorése classique
qui sépare les extraits d’ADN et d’ARN amplifiés au préalable par réaction PCR (Polymerase

Chaine Reaction) en présence d’un agent dénaturant (Urée, Formamide).

Cette méthode a été développée en 2008 par le laboratoire Qualisud/CIRAD Montpellier pour
étudier la tracabilité des aliments (Le Nguyen et al. 2008a et b). Ces auteurs ont analysé la
tracabilité des clémentines et celle des poissons par cette technique. lls ont montré que les
profils bactériens des poissons étaient spécifiques aux sites d’aquaculture (sites distants de
100km). Pour les clémentines, ils ont montré que les profils bactériens étaient corrélés a
I’origine géographique des fruits. L'étude d’El Sheikha et al. 2009 a aussi illustré I’efficacité
de la DGGE pour étudier la tragabilité des organismes. Ils ont analysé 1’origine géographique
des plantes telles que les physalis récoltés au Maroc en comparant la composition de la flore
bactérienne présente dans les fruits des physalis par cette technique moléculaire. Chez
plusieurs taxons, tels que les guépes (Reeson et al. 2003), les blattes (Mrazek et al. 2008), les
pucerons (Haynes et al. 2003), les criquets (Dillon et al. 2010) les carabes (Lehman et al.
2009), les moustiques (Rani et al. 2009 ; Zouache et al. 2011), la DGGE a été utilisée dans le
but de déterminer leur origine géographique. Les résultats ont souvent apporté d’autres
informations que ’origine géographique des taxons étudiés. Par exemple, dans 1’étude de
Lehman et al. (2009), I’origine géographique du carabe Poecilus chalcites n’a pas pu étre
déterminée mais une différence entre les individus élevés au laboratoire et les individus
sauvages piegés dans les conditions naturelles a pu étre mise en évidence. Zouache et al.
(2011) ont montré une corrélation entre la flore bactérienne et 1’habitat de deux espéces de

moustiques (Aedes albopictus et Aedes aegypti).

La technique de la DGGE a été tres rarement appliquée sur les Iépidoptéres. Notre étude est la

premiére a mettre au point cette méthode pour analyser 1’origine géographique d’Helicoverpa
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armigera. Les objectifs de cette mise au point méthodologique sont: i) Mettre au point la
méthode DGGE sur un échantillon d’adultes d’ H. armigera piégés dans les conditions
naturelles. ii) Tester I’hypothése selon laquelle la flore bactérienne hébergée par des individus
H. armigera est corrélée a leur origine géographique et constitue ainsi un marqueur fiable de
I’origine géographique des papillons. Ce travail a fait I’objet de deux stages : Un stage de trois
semaines que j’ai réalisé dans les locaux de 'UMR QUALISUD du CIRAD/Montpellier avec
I’encadrement de Didier Montet et d’un stage de 8 mois (stage de fin d’étude de Master 2)
d’Arnaud C. Gouda, étudiant de 1’Université d’Abomey Calavi (Bénin). AC. Gouda a réalisé
son stage encadré par Philippe Menozzi dans les locaux du laboratoire de biotechnologie du

Centre de recherche AfricaRice situé a Cotonou au Bénin (Gouda, 2012).
11-3-2 Matériels et Méthodes

11-3-2-1- Sites et protocole d’échantillonnage :
Sites de piégeage : Nous avons mis en place un dispositif de piégeage sur 5 sites
disposés le long du gradient Sud — Nord-: Sékou — Okpara — Gogonou — Angaradebou et

Gomparou (Fig. 23).

Echantillonnage : Sur chaque site, nous avons piégé dans des piéges a phéromone
(Biosystems france, Z11+Z9 hexadecanol) (Nesbitt et al. 1980) des adultes d’H. armigera.
Les individus piégés étaient collecté une fois par jour et les capsules de phéromones changées
tous les 21 jours. Les adultes d’H.armigera piégés ont été conserves dans de I’alcool (95%)
puis acheminés au laboratoire de Biotechnologie d’AfricaRice ou ils sont conservés a -20°C

jusqu’a analyse moléculaire.

Les individus témoins : Les témoins ont été obtenus aprés élevage au laboratoire
(mise a nymphose) des chenilles capturées dans les sites de piégeage. Nous avons ainsi obtenu
des témoins adultes dont les chenilles ont été capturées dans le Nord (Angaradébou), et pres
de Sékou dans le Sud du Bénin (Fig. 23).

11-3-2-2- Protocole DGGE
Le protocole pour analyser une quinzaine d’individus duraient en moyenne cing jours.

Les principales étapes de ce protocole sont (Fig. 24) :

69



Partie Il : Etude de I'origine géographique d’H. armigera

Burkina Faso

Gomparou

2]
Gogonou

O
Okpara

0 3500070 000 Métres
—_

Figure 23. Les cing sites de piégeage disposés le long du gradient
Sud-Nord du Bénin.
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Figure 24. Protocole d’analyse de communautés bactériennes
hébergées par H. armigera.
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i) Extraction ADN H. armigera + bactéries hébergées ; ii) Amplification par PCR de la région
variable V3 de I'ADN 16S ribosomal des communautés bactériennes ; iii) Visualisation du
polymorphisme bactérien par DGGE et iv) Analyse des profils des bandes DGGE. Les
témoins d’analyse DGGE utilisés sont les bactéries Escherichia Coli et Lactobacillus

plantarum.

11-3-3 Résultats

Plusieurs essais ont été réalisés ; les résultats suivant sont ceux de deux individus pour
chacun des cing sites de piégeages et quatre témoins (2 du Sud, prés de Sékou et 2 du Nord
d’Angaradébou, Fig. 23). Les résultats présentés ci-dessous sont ceux de 14 individus. Au

total, plus de 200 individus ont été analysés pours les multiples essais selon cette technique.

11-3-3-1 Amplification par PCR

L’ADN bactérien a été amplifié suivant les conditions PCR. Nous avons vérifié¢ dans

un premier temps les amplicons obtenus sur gel d’agarose 2% (Fig. 25).
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Figure 25. Photographie gel d’agarose 2% des fragments d’ADN amplifiés Gog 1 et 2 ; Sek 1
et 2; Gom 1 et 2; Okp 1 et 2; Ang 1 et 2 représentent les deux individus piégés
respectivement a Gogonou. Sekou, Gomparou, Okpara et Angaradébou (Fig. 23). T.sem 1 et 2
représentent les témoins capturés pres de Sékou dans le Sud, témoin Sud et T. Ang 1 et 2 les
témoins capturés a Angaradébou, témoins Nord. T.O représente le témoin négatif (eau pure).

L’analyse des bandes grace a 1’Alphalmager (appareil de lecture des gels) confirme que c’est
la région V3 de I’ADN ribosomal bactérien qui a ét¢ amplifiée pour tous les échantillons.. En
effet, la taille des amplicons obtenues est celle attendue pour cette région V3 de I’ADN

bactérien (environ 220 paires de base) (Tab. 5).
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Tableau 5. Taille de la région V3 de I’ADN ribosomal bactérien sur différents échantillons
d’insectes

Site de piégeage Date du relevé ] Taille des bandes des
. Echantillons .
sur le terrain produits PCR en (pb)
Gogonou 20-10-2010 Gogl 219
Gogonou 25-11-2010 Gog2 221
Gomparou 15-10-2010 Goml 219
Gomparou 25-09-2010 Gom2 222
Sekou 02-12-2010 Sekl 211
Sekou 29-11-2010 Sek?2 219
Angaradébou 10-11-2010 Angl 222
Angaradébou 20-10-2010 Ang2 220
Okpara 13-10-2010 Okpl 220
Okpara 05-11-2010 Okp2 219
Témoin coton | 08-10-2011
T. Angl 220
Angaradébou
Témoin coton | 22-10-2011
. T. Ang2 221
Angaradébou
Témoin tomate | 17-12-2011
B T.sém 1 223
Sémé Kpodji
Témoin tomate | 12-11-2011
3 T.Sém 2 221
Sémé Kpodji
Escherichia Coli E.Coli 222
Lactobacillus
Lacto 221

plantarum
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11-3-3-2 Electrophorése sur gel en gradient dénaturant
Forte Diversité de la flore bactérienne.

L’¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide en gradient dénaturant montre que
I’ensemble des échantillons analysés présente une forte diversité de bactéries (chaque bande
correspond a une espece de bactérie) (Fig. 26). On observe que la flore bactérienne varie selon
les sites de collecte des témoins. La diversité bactérienne est aussi intrasite. En effet, pour
deux individus piégés sur le méme site, on observe des profils bactériens différents.

Escherichia Coli est présent dans tous les individus analysés par contre le témoin

Lactobacillus plantarum est présent que dans les individus témoins piégés dans le Nord du

pays (Fig. 26).

Figure 26. Photographie de la DGGE réalisée sur la flore bactérienne des individus d’ H.
armigera piégés dans le Nord, des témoins E.coli et L. plantarum (Lacto), et des témoins
Nord (T.Ang) et Sud (T. Sem). Gog; Sek; Gom; Okp; Ang 1, 2, 3 et 4 représentent les
individus piégés respectivement a Gogonou. Sekou, Gomparou, Okpara et Angaradebou (Fig.
22). T.Ang let2; T.Sem 1 et 2 les ttmoins capturés respectivement a Angaradébou et pres
de Sekou. Rappel : une bande correspond a une portion de I’ADN amplifi¢ d’une bactérie.
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Profil bactérien spécifique au site de piégeage

Pour quatre individus témoins Nord (capturés a Angaradébou), le profil bactérien est similaire
(Fig. 27).

Figure 27. DGGE réalisée sur la flore bactérienne de 4 individus témoins H. armigera
capturés dans le Nord (Angaradébou). T. Ang 1, 2, 3 et 4 représentent les quatre individus
témoins capturés a Angaradébou. Rappel : une bande correspond & une portion de |’ ADN
amplifié d’une bactérie.

11-3-4 Discussion

Nous avons observé une forte diversité de la flore bactérienne hébergée par les adultes
H. armigera analysés. En effet, nous avons détecté sur les profils bactériens hébergés par les
individus d’ H. armigera, une vingtaine de bactéries différentes. Ces résultats rejoignent ceux
de Priya et al. (2012) qui ont observé pres de 27 colonies de bactéries dans 1’intestin des
échantillons d’H. armigera. Cette diversité pourrait étre spécifique a 1’ordre des 1épidopteres
ou & H. armigera, car pour d’autres insectes comme les pucerons, Haynes et al. (2003) ont
trouvé seulement 4 espéces de bactéries avec la méme méthode d’analyse (Electrophorése par
gel dénaturant). Pour cette mise au point méthodologique, nous avons observé que la diversité
(polymorphisme) est a la fois intersites et intrasite. Pour un méme individu, la flore
bactérienne est tres diversifiée, entre des individus piégés sur le méme site (intrasite) ou entre
individus de site différents (intersites) et elle est aussi diverse. Il n’est pas évident dans ce cas
de regrouper les individus par origine géographique. En effet, des études montrent que la flore
bactérienne hébergée par H. armigera peut étre aussi corrélée au régime alimentaire (Hui
Xiang et al. 2006 ; Priya et al. 2012). Xiang et al. (2006) ont montré que la flore bactérienne
hébergée par des populations d’H. armigera élevées au laboratoire était moins polymorphes
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que celle des individus piégés sur le terrain. De méme, Priya et al. (2012) ont montré que la
flore bactérienne hébergée par H. armigera était corrélée a celle des feuilles qui ont servi de
source de nourriture. Ils concluent donc que les profils bactériens renseigneraient sur I’origine
trophique plutdt que sur 1’origine géographique. Chez d’autres taxons (fourmis, blattes,
poissons, et reptiles), Kopecny et al (2010) ont obtenu les mémes résultats a savoir que le
régime alimentaire influencerait la composition de la flore bactérienne interne des populations
de blattes. Ces résultats sont infirmés par ceux de Haynes et al (2003) qui montrent que la
flore bactérienne des populations de pucerons de laboratoire n’est pas différente de celles des
populations piégés sur le terrain sachant que les deux populations avaient des régimes
alimentaires différents. Par contre, chez un autre taxon (les guépes) aucune corrélation n’est
observée. En effet, Reeson et al. (2003) montrent que le profil bactérien des guépes n’est
corrélé ni a la saison climatique, ni a I’4ge, ni a la taille des nids et ni a I’origine géographique
des guépes. Ils montrent cependant que la diversité bactérienne inter-nids est plus élevée que
lorsqu’on reste dans le méme nid (intra-nid). Une question serait de savoir si le profil
bactérien est corrélé au nid. Le nid peut-il étre considéré comme un habitat ? Les études de
Zouache et al. (2011) sur des populations de moustiques (Aedes albopictus et Aedes aegypti)
montrent que la flore bactérienne hébergée par ces derniers est corrélée a leur habitat. Ces
mémes études montrent que la diversité de la flore bactérienne peut aussi varier en fonction

du sexe et du régime alimentaire des individus analysés.

Ainsi, il ressort de la littérature que la flore bactérienne peut a la fois étre corrélée a I’origine
géographique, a I’origine trophique, a I’age, au sexe et ’habitat de 1’individu analysé. Les
études () qui ont réalisé sur H. armigera des électrophoréses du type DGGE sur les amplicons
d’ADN bactérien par Xiang et al. (2006); et Priya et al. (2012) font ressortir que la flore
bactérienne pourrait étre aussi fonction du régime alimentaire. Ces études présentent
néanmoins un biais : il s’agissait dans les deux cas d’une comparaison entre des populations
obtenues du laboratoire versus celles piégés dans les conditions naturelles.. L’origine
trophique dans ce cas peut étre aussi liée a 1’origine géographique. En effet, concernant la
mise au point méthodologique des travaux menés au Beénin, il ressort que les individus
témoins capturés sur le méme site (Angaradébou) présentent le méme profil bactérien. Les
résultats de cette mise au point sont encourageants mais néanmoins des questions se posent.
La similitude observée entre les témoins-nord pourrait-elle étre une signature de 1’origine
géographique ? Si oui, quel est le rayon (distance) de pertinence de cette signature ? Existe-t-

il une distance seuil pour ce signal géographique ? La flore bactérienne des individus d’H.
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armigera est-elle fonction du sexe et de 1’age comme I’ont montré Dillon et al (2010) chez le
criquet pélerin (Schistocerca gregaria) ? En plus de toutes ces questions, se pose celle de la

taille de 1’échantillon analysé. Les résultats seront-ils les mémes pour un grand échantillon ?

11-3-5 Conclusion

Bien que fastidieuse, la méthode a ét¢ mise au point. Comme toutes les méthodes de
biologie moléculaire, elle est délicate, longue, composée de plusieurs parameétres a prendre en
considération. Elle peut étre réalisée a présent en routine dans le laboratoire de biotechnologie
d’AfricaRice a Cotonou/Bénin. Nous avons vu que les profils bactériens des individus
témoins du méme site étaient similaires. Cependant, nous avons observé une forte diversité
inter et intrasite. Les individus piégés sur le méme site présentent des profils différents. Et des
individus piégés sur des sites différents présentent aussi des profils bactériens différents. Les
questions qui se posent sont donc de savoir, si cette différence de profil exprime une signature
géographique différente. Dans [’affirmative, quelle est la distance seuil pour un groupe
d’origine géographique commune ? Cette différence observée traduit-elle un effet de 1’origine

trophique comme le montre d’autres études?
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|1-4 Suivi temporel de ’abondance et origine trophique
d’Helicoverpa armigera le long d’un gradient latitudinal au

Bénin

11-4-1 Introduction

La noctuelle polyphage Helicoverpa armigera (Htbner) (Lepidoptera: Noctuidae) est
présente partout dans le monde (Fitt 1989, Czepak et al. 2013). H. armigera est consideré
comme ’un des ravageurs les plus dangereux de plusieurs cultures (Sharma 1985; Brevault et
al. 2008; Fefelova et Frolovl 2008; Nasseri et al. 2009; Walker et al. 2010). 1l présente de
nombreuses caractéristiques qui renforcent ce statut. H. armigera est caractérisé par une
grande mobilité; Feng et al. (2009), a montré en effet que des populations de H. armigera
pouvaient voler pendant 8 a 11h avec une vitesse jusqu'a 40 km/h. Les femelles d’H.
armigera peuvent pondre plusieurs centaines d'ceufs (Song et al. 2007). En plus des
caractéristiques citées ci-dessus (polyphagie, grande mobilité, forte fécondité), H. armigera
peut également réaliser une diapause facultative ou une migration saisonniére en fonction des
conditions naturelles. En effet, les populations d’H. armigera peuvent faire une longue
diapause (population locale) ou migrer vers des régions ou les conditions sont plus favorables
(meilleures conditions de température, présence de plantes hotes) (Fitt, 1989; Nibouche
1994).

Les populations locales résultent des populations qui ont effectué leur période de diapause ou
de vie ralentie sur place et n’ont pas migré. L’abondance de ces populations locales est alors
influencée par la mosaique paysagére locale. Lu et Baker. (2013), ont montré que les femelles
pondaient des ceufs dans un environnement propice, caractéris€¢ par I’abondance de plantes
hotes attractives. Ainsi, un environnement paysager constitué de plantes hotes dans un stade
phénologique attractif serait le plus approprié pour les pontes. De ce fait, lI'effet du paysage
sur les populations d’insectes ravageurs est d'un grand intérét pour leur contréle biologique
(Tscharntke, 2000; Bianchi et al. 2006; Zaller et al. 2008; Chaplin-Kramer et al. 2011). Les
résultats sont cependant controversés : une tendance majeure est néanmoins observée : la
végétation naturelle fournit un abri pour les ennemis naturels, ce qui par rétrocontrdle favorise

la régulation naturelle des ravageurs.
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Dans cette partie, 1’objectif était principal d’analyser la distribution spatiale et temporelle des
adultes d’H. armigera piégees le long du Bénin. Nous voulions indirectement étudier la
migration. Dans le Nord Bénin, au début de la saison des pluies (mi-mai), H. armigera infeste
les différentes plantes hotes (Cleome viscosa, tomate, mais, coton) en fonction de leur période
d’attractivité (Fig. 13). Les individus qui infestent massivement les parcelles de cotonnier
pendant le pic d’infestation en septembre proviennent soit de populations locales soit de

populations de migrants venant du sud du pays transportées par le vent.

Dans I’éventualité ou il y aurait une migration du Sud au Nord du Bénin, nous avons testé
I’hypothése selon laquelle il existe un décalage temporel entre les pics d’infestation entre le
sud et le nord du Bénin, celui du Sud arrivant plus t6t que celui du Nord. En effet, la forme
géographique allongée du Bénin, apporte une variation climatique entre le sud et le nord du
Bénin. Par conséquent, le calendrier cultural ainsi que le couvert végétal varient en fonction
du climat et donc en fonction des zones géographique (sud ou nord). En fonction des saisons,
il existe deux vents antagonistes (harmattan et mousson) qui peuvent favoriser les
déplacements d’H. armigera. En s’appuyant sur ces connaissances de la zone géographiques,
nous supposons que les pics d’infestation d’H. armigera apparaitraient décalés graduellement
en fonction du climat du sud vers le nord du pays. Nous avons ¢galement testé 1’hypothese
selon laquelle la composition du paysage serait négativement corrélée a 1’abondance ou
I’origine trophique des individus d” H. armigera. Ceci en supposant que les populations sont
migrantes et donc ne seraient pas influencées par le couvert végétal local. Pour tester ces
hypothéses, nous avons utilisé des données issues de piégeages dans des piéges a phéromone

placés selon un gradient sud-nord.

78



Partie Il : Etude de I'origine géographique d’H. armigera
11-4-2 Matériel et Méthode

11-4-2-1 Le site d’étude

L’¢étude a été réalisée au Bénin, pendant deux années (2010 et 2011) dans des parcelles
de cotonnier situées sur cing sites expérimentaux. Les cing sites expérimentaux sont situés
dans les localités de Sékou (6°37°/ 2°13”), Okpara (-9°20°/2°41”), Gogonou (10°51°/2°50°),
Angaradébou (11°19°/3°01°) et Gomparou (11°20°/2°29°) suivant le gradient du Sud vers le
Nord du Bénin (Fig. 27). Entre les sites Sékou, Okpara et ceux du nord (Gogonou,
Angaradébou et Gomparou), il existe un gradient a la fois climatique et latitudinal qui
déterminent le couvert végétal en général et la production cotonniére en particulier. Le climat
de Sékou est équatorial et océanique du fait de la proximité de ’océan atlantique ; la
proportion de cotonnier dans le couvert végétal est faible, et le mais est cultivé
majoritairement (Tab. 6). Le climat d’Okpara est plutét intermédiaire entre le climat
équatorial du Sud et le climat tropical sec du Nord. Les sites du nord du pays (Gomparou,
Gogonou et Angaradebou) présentent un climat propice pour le développement du cotonnier ;
le cotonnier représente plus de 50% du couvert végetal. Les parcelles de cotonnier de ces sites

sont les plus infestées par H. armigera.

11-4-2-2 Echantillonnage, Analyse du paysage et Analyse origine trophique.

- Echantillonnage

Sur chaque site, d’aotit 2010 a décembre 2011, nous avons posé un piége a phéromone
(Biosystems france, Z11+Z9 hexadecanol) (Nesbitt et al. 1980). Les pieges étaient posés dans
les parcelles expérimentales de cotonnier. Les individus piégés étaient compté une fois par

jour et les capsules de phéromones changées tous les 21 jours.
- Analyse du paysage

Nous avons également relevé I’occupation du sol dans un rayon de 500 m autour du
point de piégeage a 1’aide d’un appareil GPS (Garmin, 12 CHANNEL). Apres les relevés sur
le terrain, nous avons digitalisé 1’occupation du sol a I’aide logiciel de SIG ArcMap 10 ESRI-

France afin d’extraire les proportions en surface des différents type de couvert végétal.
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- Détermination de I’origine trophique:

Nous avons analysé la composition en isotopes stables de carbone (**C/**C) sur les
ailes de 123 individus piéges sur les différents sites. L’analyse permet de discriminer les
individus ayant passé leur vie larvaire sur des plantes en C4 (comme le mais et sorgho) de
ceux qui ont passé leur vie larvaire sur les plantes en C3 (cotonnier et une adventice Cleome
viscosa). Nous avons réalisé cette analyse dans le but de confirmer ’origine locale des

individus si I’hypothése de migration n’était pas vérifiée.

11-4-2-3 Analyses des données

Nous avons déterminé 1’hétérogénéité de la composition du paysage pour chaque site
d’étude a I’aide de I’indice de Shannon H=-)pjlnp;; ou pireprésente la proportion de chaque
type végétal présent dans les différents sites. Le test non-paramétrique de Kruskal — Wallis
nous a permis de tester la différence d’abondance des individus piégés entre les différents
sites d’étude. Les résultats des analyses d’isotopes stables de carbone ont permis de
discriminer les individus qui avaient passé leur vie larvaire sur les plantes hétes de type
photosynthétique C3 (cotonnier et Cleome viscosa) de ceux qui avaient passes leur vie
larvaire sur des plantes hotes de type photosynthétique C4 (mais et sorgho). Pour la suite de
cette étude, les premiers seront nommeés individus-C3 et les seconds individus-C4. Nous

avons ensuite calculé la proportion d’individus-C3.
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Figure 28. Sites de piégeage disposeés le long du gradient Sud-Nord du Bénin

Tableau 6. Calendrier cultural et_cultures prédominantes sur chaque site d’étude

Jan Fev Mars | Avril Mai | Juin Juillet | Ao(t Sept Oct Nov Dec
Gomparou I | ]
I I I I
—— e . e
Angaradebou 1 |
e R
l | ]
Gogonou [ |
p— T
l | ]
[ [ [ [
Okpara 1 l l l 1 ||
— I I
Sekou
1 1 |
I I
e I I
I I I
[ — Coton ( semis, croissance, récolte)
[ — Mais et sorgho ( semis, croissance, récolte, pas de sorgho a Sékou)
] Tomate ( date de semis, croissance et récolte varient beaucoup)
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11-4-3 Résultats

1876 adultes d’H. armigera ont été piégés au total pendant les deux années (2010 et
2011) dont 1752 en 2010 et seulement 124 en 2011. On observe une densité¢ d’individus
piégés par nombre de relevés dans les pieges de 20,86 (1752/124) en 2010 et 0,99 (124/125)
en 2011. Cette différence observée sur le terrain est di a la quasi-absence d’H. armigera dans
les pieéges dans le site du Sud du pays (Sékou) et ceci particulierement pour 1’année 2011 ou
I’infestation a été moins observée dans les parcelles en général. Nous nous sommes focalisé

sur les résultats des données de 1’année 2010.

11-4-3-1 Piégeage des adultes

- Dynamique temporelle : une méme date de pic d’infestation pour les cinq sites.

Le site de Gomparou dans le nord du pays apparait plus infesté d’H. armigera par
rapport aux autres sites (Fig. 29). Le pic d’infestation est observé le 02 octobre 2010 pour les
cing sites d’étude. Le site de Gomparou dans le nord du pays présente un deuxiéme pic le 10
octobre (180 individus piégés) (Fig. 29).
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Dates de piégeages

Figure 29. Dynamique temporelle des individus piégés d’aout 2010 a janvier 2011 (nb total
hebdomadaire d’individus piégés). Du Nord vers le Sud: Gomparou - Gogonou -
Angaradebou — Okpara - Sekou.
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- Les sites de la zone 3 dans le Nord sont les plus infestés.

Le site de Sekou est le moins infesté (Fig. 30). Okpara, site au centre du pays présente une
moyenne d’infestation supérieure a celle du site de Sekou (dans le Sud) mais 1’infestation

reste inférieure a celle observée dans les sites du Nord (Fig. 30).
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Figure 30. Abondance relative entre les sites de piégeage.

11-4-3-2 Composition du paysage.

Le relevé d’occupation du sol montre des proportions constantes en plantes hotes d’ H.
armigera entre les deux années (2010 et 2011) pour un méme site (Fig. 31). Entre les sites, les
proportions des plantes hotes varient. Les sites du nord (Angaradébou, Gogonou et
Gomparou) présentent des proportions de cotonnier plus élevées. Dans le sud du pays, a
Sékou le mais est la plante héte majoritaire. Le sorgho est faiblement représenté entre les

différents sites et presque absent sur le site de Sékou.
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Figure 31. Relevés d’occupation du sol sur les différents sites de piégeages (2010 et 2011).

L’hétérogénéité du paysage pour les différents sites ne varie pas entre les deux années, les
sites sont caractérisés par des plantes cultivées typiques de la région d’étude. Sékou dans le

Sud presente pour les deux années I’indice de diversité le plus fort (Fig. 32).
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Figure 32. Indice de diversité de Shannon entre les sites de piégeage.
11-4-3-3 Résultats analyses isotopes de carbone : origine trophique

Les résultats d’analyses des isotopes stables de carbone montrent que pour tous les
sites, il y’a toujours plus d’individus d’origine trophique C3 que d’individus C4 (Fig. 32). Les
ratios nombre de C4/ nombre de C3 sont par conséquent trés faibles et varient entre 0 et 0,16.
Le site de Gomparou dans le Nord présente le plus fort ratio (0.16) et le site d’Okpara dans le
centre présente le plus faible ratio (0). (Fig. 33)

84



Partie Il : Etude de I'origine géographique d’H. armigera

30 - 0,14
0,08

25 1 0,14 m individus-C3
“ 0,16 individus-C4
_g 20 0
Z
= 15 1
£
Z 10 -

5 r

0 - r r T r J

Angaradebou  Gogonou Gomparou Okpara Sekou

Sites de piégeage

Figure 33. Synthése des résultats d’analyse des isotopes stables de carbone. Au-dessus de
I’histogramme, le ratio individus C4/ individus C3.

11-4-4 Discussion

- Une Forte abondance d’ Helicoverpa armigera dans le nord du pays

Le nord du pays semble plus infesté que les autres sites (Okpara et Sékou dans le Sud
du pays). En effet, prés de 95% d’individus piégés pendant la campagne de 1’année 2010
proviennent des sites situés dans le nord du pays. Deux raisons principales expliqueraient ces
résultats : i/ Les températures élevées dans le nord du Bénin qui accéléreraient le cycle
biologique d’H. armigera. En effet, Nibouche (1994) ont montré que la température était un
paramétre important qui déclenchait 1’émergence des adultes d’H. armigera. ii/ la densité de
plantes hotes et principalement de coton dans le Nord du pays favoriseraient I’abondance d’H.
armigera. En effet des études sur I’abondance des larves dans les parcelles de cotonnier
(partie 111-2). ont montré que la proportion de cotonnier dans un paysage de 500m de rayon
favorisait la présence des larves dans la parcelle. Ce résultat rejoint I’hypothése de
concentration de ressource qui stipule que plus il y’aurait de ressources plus il y aurait de

ravageurs.
- Existe-t-il un déplacement du pic d’abondance du Sud vers le Nord ?

Nous avons testé I’hypothése selon laquelle le pic d’infestation se déplace du Sud vers

le Nord du Bénin au début de la saison des pluies dans le Nord puis en vers le Sud a la fin de
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la saison des pluies; Cette é¢tude montre qu’il n’y a pas de décalage entre les pics
d’abondance des adultes piégés dans les différents sites. Les pics d’abondance arrivent tous
presque a la méme date, autour du 02 octobre pour 1’année 2010. Nous n’avons pas observé
de décalage des dates de pic entre les sites, ni une avancée progressive du Sud vers le Nord.
Feng et al(2009) ont étudié la migration d’H. armigera en Chine. lls ont montré que les
populations d’H. armigera migraient vers le Nord transporté par le vent durant le printemps et
1’été, et retournaient vers le Sud en automne. Au Bénin, le FIT (Front InterTropical) favorise
I’apparition de deux vents principaux : la Mousson du Sud vers le Nord en début de saison des
pluies (mai-juin) et ’Harmattan du Nord vers le Sud dés la fin des pluies. Les résultats de
notre étude ne semblent pas confirmer cette hypothése. On observe plut6t une tendance de
turnover local ou les populations passeraient tout leur cycle biologique localement et
formeraient une métapopulation locale. De plus, les résultats des études de Prudent et al.
(Données personnelles, 2003) réalisées sur 10 annees entre 1992 et 2002 ne montrent pas de
décalage de pic d’abondance entre le sud et le Nord du Bénin (Fig. 34). Le suivi de 22 pieges
a phéromones le long du gradient latitudinal du Bénin entre le nord et le sud, durant les 10
années d’études a permis d’observer que le nord du pays était toujours plus infesté par H.

armigera comparé comparativement au Sud.
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Figure 34. Abondance cumulée des larves d’H. armigera le long du gradient latitudinal du
Bénin de 1992 a 2002. Les sites étudiés sont divisés en 4 zones d’études : Angaradebou,
Gomparou etGogonou forment la zone 1; Okpara dans la zone 2 et Sekou dans la zone 4
(extrait de Prudent et al. 2003, Données personnelles).
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-Relation entre Diversité / Composition du paysage entre les sites / Origine trophique

des adultes piégés ?

Au sud du Beénin, le site de Sékou présente une plus grande variabilité de plante hotes.
Le site présente par conséquent un plus fort indice de diversité. Les conditions climatiques de
type bimodal dans le sud du pays permettent une grande diversité de plantes cultivées. Les
parcelles sont alors cultivées au moins 2 fois sur une méme saison des pluies. De plus, la

saison des pluies dans le sud est plus longue (6-8 mois) que dans le Nord du pays (4-5mois).

La composition du paysage varie entre les sites. L’hétérogénéité du paysage observée n’est
pas graduelle du Sud vers le Nord, elle dépend de chaque site étudié. Le grain de paysage est
similaire entre les sites, les différences observées se situent au niveau des proportions. En
effet le mais est plus représenté en proportion de surface que dans le Nord. De méme, le
cotonnier est plus représenté en proportion de surface dans le Nord que dans le Sud ; ceci

pourrait aussi expliquer les fortes infestations d’H. armigera observées dans le nord du pays.

L'origine trophique des adultes piégés ne varie pas entre les différents sites d’études ; ceci
malgré 1’hétérogénéité observé tant au niveau de la composition que de la diversité du

paysage entre les sites étudiés. Les individus proviennent essentiellement de plantes en C3.

11-4-5 Conclusion

Dans le Nord, la surface cultivée en cotonnier est plus importante que dans le Sud. Nous
avons observé, aprées calcul de I’indice de diversité de Shannon que le Sud du pays (Sékou)
présentait plus de diversité que les autres sites étudiés. L hypothése posée selon laquelle il
pourrait avoir un décalage dans le temps des pics d’infestation du Sud vers le Nord n’a pas été
vérifi€. Le pic apparait au méme moment entre les différents sites d’étude dans tout le pays.
Des études précédentes corroborent ces resultats (Prudent et al. 2003, données personnelles).

Il se pourrait que les populations soient plus locales que migrantes.

Il est toutefois important d’émettre des réserves sur les résultats de cette étude. En effet,
plusieurs biais apparaissent: i/ La méthode de piégeage utilisée n’est pas la plus optimale. En
effet, les phéromones ne captent que les individus males. Cette population pourrait ne pas

refléter celle de la population entiére et biaiser ainsi les résultats, le comportement des males
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n’étant pas toujours similaire a celui des femelles. Il aurait été judicieux d’ajouter a ces
piégeages par phéromones des piegeages lumineux qui auraient mieux reflétés le
comportement de la population entiére. Nous avons corrigé ce biais en réalisant des piégeages
lumineux pendant les années 2011 et 2012. Les résultats sont présentés dans la partie V-4 de
la these. ii/ Le faible jeu de données pour certains sites comme dans le site du sud a Sékou
apporte également des biais dans ’analyses de ces résultats. Le nombre d’individus dont les
ailes ont servi pour I’analyse des isotopes stables de carbone était donc différent entre les
sites. 1l aurait été judicieux de sélectionner plusieurs paysages pour chaque ville et donc
plusieurs sites de piégeages et d’analyser un nombre constant d’individus par site. iii/ Seules
les données de I’année 2010 ont pu étre exploitées, ce qui complique I’analyse des résultats. Il
aurait été judicieux de multiplier les répétitions par site si 1’étude ne pouvait pas étre réalisée

sur plusieurs années.
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I1-5 Conclusion de la partie 11

L’¢tude des déplacements des insectes ravageurs est d’un grand intérét aujourd’hui
pour améliorer les programmes de lutte contre les ravageurs. Dingle et Drake (2007) montrent
que les ravageurs se déplacent a la recherche des ressources, des sites de reproduction ou
d’abris. Il est alors nécessaire de comprendre ces déplacements pour renforcer les stratégies
de lutte contre les ravageurs. Dans cette deuxieme partie de ma thése, aprées avoir présenté une
revue de littérature sur les outils utilisés pour déterminer I’origine géographique (11-1), nous
avons presenteé les résultats des mises au point méthodologiques de deux outils (11-2 et 11-3) et
finalement une étude sur le suivi de I’abondance et des déplacements d’H. armigera selon un
gradient latitudinal Bénin (I1-4). H. armigera est un voilier occasionnel : il peut migrer sur
des milliers de kilométres (Feng et al. 2009) mais il peut également faire de petits
déplacements entre parcelles voisines. Les marqueurs moléculaires sont utilisés dans plusieurs
études pour analyser la diversité génétique intra et inter populations et donc pour analyser les
mouvements des individus. L’analyse des microsatellites semblait étre 1’outil idéal pour ce
type de ravageur voilier occasionnel, afin de discriminer les populations et de comprendre les
stratégies de déplacements/migration de ce ravageur au Bénin. Pourtant, il apparait que le
développement de ces marqueurs chez les lépidopteres est tres laborieux et parfois sans
garantie de résultats a cause du déficit de loci chez les lépidopteres. Nos résultats (11-3)
corroborent ceux de Vassal et al (2008) qui n’ont pas pu observer de structuration génétique
des populations avec des marqueurs microsatellites sur des populations d’H. armigera piégées
en Afrique de I’Ouest. A la suite de ce travail de mise au point, il ressort que les isotopes
stables d’hydrogéne de méme que I’analyse de la flore bactérienne sont des outils fiables pour
analyser ’origine géographique des populations d’H. armigera. Seulement, nos résultats ont
montré que ces outils requiérent des travaux préliminaires sur la zone d’étude. Concernant les
isotopes stables d’hydrogéne, il faudrait s'assurer a ’avance que le gradient latitudinal est
suffisamment élevé pour observer une variation dans la distribution géographique du
deutérium. Il faudrait également évaluer la résolution seuil (distance latitudinale seuil) a
laquelle il est possible de discriminer deux individus d’origine géographique différente. Nos
travaux ont montré qu’il était indispensable de disposer d’individus témoins pour que la
méthode soit fiable. Concernant I’analyse de la flore bactérienne, les mémes analyses
préliminaires s’imposent. Il est primordial d’avoir des témoins de plusieurs sites d’études et
déterminer comme pour les isotopes stables d’hydrogéne un seuil de similitude de la diversité

bactérienne hébergée par les individus analysés.
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Partie lll : Effets du paysage et des pratiques agricoles sur 'infestation larvaire

Nous présentons dans cette partie, les résultats issus de 1’analyse des déterminants de
I’abondance des larves d’Helicoverpa armigera dans les parcelles de cotonnier sélectionnées
dans un gradient de diversité paysager. La partie 111-1 est une synthése en frangais de 1’étude
et la partie I11-2, I’article publié dans la revue International Journal of Pest Management en
octobre 2013.

I11-1 Synthése de I’étude

Nous avons analysé les déterminants de I’infestation larvaire d’H. armigera dans les
parcelles de cotonnier. Nous avons considéré deux échelles d’analyse : i/ A 1’échelle du
paysage en considérant les proportions des plantes hotes d’H. armigera qui était majoritaires
dans le paysage. Nous avons compté sur deux années (2011 et 2012) au moment des pics
d’infestation d’H. armigera (septembre-novembre) les chenilles d’H. armigera dans 40
parcelles de cotonnier. Les parcelles ont été sélectionnées en fonction de la composition du
paysage autour. Les parcelles ont été sélectionnées selon un gradient de diversité paysager
suivant quatre critéres exclusifs : >50% de cotonnier, >50% de mais, >50% de végétation
naturelle et la présence de parcelles de tomates tout autour (Fig. 12). La couverture végétale
dans un rayon de 500 m autour de la parcelle sélectionnée été relevée a I’aide d’un GPS et des
fonds de cartes d’images Google Earth, puis digitalisée a ’aide d’ArcGIS pour extraire
finalement les proportions en surface pour les analyses statistiques. ii/ A 1’échelle de la
parcelle en considérant les pratiques agricoles. Nous avons relevé pour les 40 parcelles
sélectionnées quatre pratiques agricoles : le précédent cultural, la date de semis, la fréquence
de sarclage et la fréquence d’application des pesticides. Pour mettre en évidence les effets
conjoints des pratiques agricoles et de la composition du paysage sur I’infestation larvaire
d’H. armigera, nous avons utilisé 1’approche théorique de I’information développée par
Burnham and Anderson (2002). Cette méthode statistique nous a permis de déterminer
I’importance relative de chaque variable (pratiques agricoles et variables paysageres) pour
expliquer I’abondance des larves d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier.

Les pratiques agricoles sont les variables les plus importantes qui déterminent
I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier. Notre étude a montré une
correlation négative entre le nombre de cotonniers infestés par H. armigera, la date de semis
et la fréquence de sarclage. Il ressort donc que les parcelles semées tardivement (fin juin-
début juillet) étaient les moins infestées. Une explication a ce résultat est que la période

d’attractivité (floraison) des parcelles semées tardivement se trouve décalée par rapport au pic
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d’infestation d’H. armigera dans le site d’étude. Les résultats concernant la fréquence de
sarclage confirment I’hypothése de White et al. (1984) selon laquelle les plantes stressées
seraient les plus infestées conséquence de 1’altération par le stress de leurs propriétés
physiologiques de défense. Le stress dans ce cas peut étre une conséquence de la compétition
avec les mauvaises herbes dans la parcelle. Nos résultats corroborent cette hypothése : les
parcelles les plus souvent sarclées étaient les moins infestées. Par ailleurs, 1’étude a montré
une forte corrélation positive entre 1’abondance des larves et la fréquence d’application des
pesticides. Le dosage ou la qualité des produits chimiques épandus peuvent étre remis en
cause. Aucune ¢tude a notre connaissance n’a encore été réalisée sur la résistance aux
pesticides chez des populations d’H. armigera dans cette zone d’étude. Nous ne pouvons
donc pas avancer I’hypothése de génes de résistance caux insecticides dans les populations
d’H. armigera du Bénin. Nous avons également mis en évidence un effet positif et significatif
du précédent cultural sur I’abondance des larves d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier
sélectionnées. Les parcelles qui avaient un précédent cultural tomate étaient les plus infestées.
Nibouche (1994) avait montré au Burkina Faso qu’H. armigera pouvait rester longtemps en
diapause. Nous supposons donc que les parcelles de cotonnier ayant un précédent cultural
tomate héritent des individus d’H. armigera diapausants, lesquels aprés émergence se
reproduisent dans les parcelles ou ils ont diapausé.

La présence de cotonnier et de tomate dans le paysage favorisent I’abondance
d’H. armigera. L’hypothése de la concentration des ressources développée par Root(1973)
selon laquelle les herbivores seraient abondants et susceptibles de s’installer dans les paysages
a forte concentration de ressources est verifiée dans cette étude. En effet, nous avons mis en
évidence une relation significative et positive entre I’abondance des larves d’H. armigera et la
proportion de cotonnier dans I’environnement paysager de la parcelle de cotonnier étudiee. De
méme, nos résultats montrent que la proportion de tomate dans le paysage avait un effet
significatif sur ’abondance des larves. Ces résultats corroborent ceux des études sur le
comportement d’H. armigera pendant la ponte. Cunningham et al. (1999) et Zalucki et al.
(2012) ont montré que les femelles d’H. armigera pondaient sur les sites ou elles trouvaient
elles-mémes des ressources nutritives (nectar pour les adultes).

Le r6le ambivalent de la végétation naturelle. Plusieurs études ont montré que la
végétation naturelle en constituant un refuge pour les ennemis naturels favorisait une
régulation naturelle des ravageurs (Chaplin-Kramer et al. 2011). L’introduction des éléments

naturels dans les paysages agricoles est de ce fait préconisée par les stratégies de gestion
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intégrée des ravageurs. Cependant, certaines études ont montré que pour certains ravageurs
comme les méligethes (Rusch et al. 2012 ; Zaller et al. 2008) ou les pucerons (Roschewitz et
al. 2005 ; Thies et al. 2005), la présence des éléments naturels dans le paysage pouvait plutot
avoir un effet positif sur ’abondance des ravageurs. Notre étude montre qu’il en est de méme
pour H. armigera. La proportion de végétation naturelle est positivement corrélée a
I’abondance des larves d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier. Nibouche (1994) a
montré qu’une adventice « Cleome viscosa » présente dans la végétation naturelle au Burkina
Faso était infesté d’H. armigera des le début des saisons de pluies. Nous n’avons pas eu
I’opportunité de vérifier la composition de la végétation naturelle entourant les parcelles de
cotonnier dans le nord Bénin, mais il est possible qu’elle soit composée de Cleome viscosa ce
qui expliquerait I’effet significatif et positif de la proportion de végeétation naturelle sur

I’abondance des larves d’H. armigera.

Implications des résultats de I’étude pour la gestion intégrée d’ H. armigera dans les
parcelles de cotonnier dans le nord Bénin.

Cette étude montre 1I’'importance des pratiques agricoles et de la composition du
paysage pour I’amélioration des programmes de lutte contre d’H. armigera. Elle a permis de
mettre en lumiére ’effet des pratiques agricoles sur I’infestation d’H. armigera dans les
parcelles de cotonnier. Nous avons montré que les parcelles semées tardivement ainsi que
celles les plus sarclées étaient les moins infestées et que le précédent cultural tomate favorisait
I’infestation. De plus concernant la composition du paysage, nous avons montré que les
parcelles de cotonnier dont les paysages étaient composées de fortes concentrations en
cotonnier et celles qui étaient entourées de tomates étaient les plus infestées. Par ailleurs, la
présence de végétation naturelle favorise aussi I’infestation. A I’inverse, la présence de mais
n’avait pas d’effet significatif sur ’abondance des larves. La relation étant négative, nous
préconisons de privilégier le mais autour des parcelles de cotonnier plutét que du cotonnier ou

de la tomate.
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111-2 Effects of landscape context and agricultural
practices on the abundance of cotton bollworm
Helicoverpa armigera in cotton fields: a case study in

northern Benin.

Noelline Tsafack™ % 2, Philippe Menozzi !, Thierry Brevault !, Valérie Soti*, Marc
Deconchat 2, Annie Ouin 3

CIRAD, Centre UPR «Systémes de Culture Annuels» CIRAD-Persyst TA B 102/02 Avenue
Agropolis 34398 - Montpellier cedex 5.2INRA, UMR DYNAFOR, chemin de borde rouge,Bp
52627, F- 31320 Castanet Tolosan Cedex France.*Université de Toulouse, INP-ENSAT, UMR
DYNAFOR, Avenue de I’Agrobiopole. Bp 32607 Auzeville. 31326 Castanet Tolosan

Abstract. Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera, Noctuidae) is a polyphagous pest of
global importance, threatening several key crops, including cotton. This study analysed the
influence of landscape composition and agricultural practices on the abundance of H.
armigera larvae or the proportion of infested plants (infestation) in cotton fields in northern
Benin. In 2011 and 2012, the abundance of H. armigera was monitored during the rainy
period with weekly observations of 50 cotton plants in 20 fields selected each year. We
selected cotton fields based upon the composition of the surrounding landscape (cotton,
tomato and maize, and natural vegetation) within 500 metres radius buffers. We recorded
agricultural practices, included sowing date, crop rotation, and frequencies of weeding and of
treatment with insecticides. To assess any relationship between the pest problem and
landscape and management, we fitted logistic multiple regression models and compared all
the possible models using an information-theoretic approach, based on the AIC criterion.
Cotton fields surrounded by cotton crops were found to have significantly higher infestation
rates. Natural vegetation was positively correlated to the level of infestation. This study
highlights the importance of considering both landscape variables and agricultural practices to

improve H. armigera strategies management.

Key Words: Helicoverpa armigera — Information theoretic approach - larval count -

landscape diversity - pest management - Tomato - Maize.
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I11-2-1 Introduction

Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous pest that
on the global scale is one of the most important threat to several crops (Fitt 1989). Manjunath
et al. (1989) recorded about 180 cultivated and uncultivated plants species that have been
attacked by H. armigera around the world. It damages tomato (Walker et al. 2010), maize
(Fefelova and Frolovl 2008), soybean (Johnston et al. 1993; Naseri et al. 2010), sorghum
(Sharma 1985) and cotton crops (Fitt 1989; Kranthi et al. 2002; Prudent et al. 2007; Baker et
al. 2008; Brevault et al. 2008, Yu et al. 2008). Infestation of cotton fields can be particularly
harmful because H. armigera has high mobility and feeds directly on the reproductive parts of
the plant (Reed and Pawar 1982). In many countries, the use of insecticides and transgenic
crops (Bt) to control H. armigera may lead to the development of resistance and
environmental problems. There is, therefore, growing interest in alternative ways of
controlling H. armigera, such as field and landscape management, either to directly reduce H.

armigera abundance or to favour its’ natural enemies.

Numerous studies have investigated the effect of landscape on pest and natural enemy
abundance (Bianchi et al. 2006; Chaplin-Kramer et al. 2011; Veres et al. 2011). Landscape
mosaic composition may affect pest abundance directly by offering suitable habitats (food or
oviposition sites) or indirectly by favouring natural enemies that can regulate pests. Two
common statements have been that complex landscapes reduce pest pressure and that non-
crop habitats which shelter natural enemies enhance pest control. These expectations are not
general, however, as they depend on the ecology of the organism in question. Bianchi et al.
(2006) quantified pest pressure in 10 studies and reported that in about 45% of the studies pest
pressure was reduced in complex landscapes. They recorded that in 40% of the cases,
landscape composition had no effect on pest pressure and finally that the abundance of pests
was enhanced in complex landscapes in 15% of the cases studied. The results were in
accordance with the resource concentration hypothesis (Root 1973), with landscapes
containing a high cover of cultivated host plants being relatively simple. Bianchi et al. (2006)
reported that in about 74% of 24 studies, the observed population of natural enemies was
positively affected by landscape complexity, and that in 20.8 % of the cases studied there was
no landscape effect. It would therefore appear that the effect of landscape complexity on
natural enemies is more straightforward than it is for pest abundance. Chaplin-Kramer et al.

(2011) reviewed 46 studies and concluded that the effect of landscape composition may
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depend on the diet of the natural enemies or pest population concerned. Generalist natural
enemy populations were positively correlated to landscape composition at all scales, while
populations of specialist species were positively affected only at small scales. However, no
effects of landscape complexity either on specialist or generalist pest abundance were found
in the 46 studies. In contrast, Fahrig and Jonsen (1998) found that landscape diversity strongly
enhances generalist pest abundance, while any effect on specialist pests could not be clearly
identified. Similarly, Carriere et al. (2012) found that the density of Lygus hesperus, a
generalist pest infesting cotton fields, was higher in complex landscapes. Thus, our proposed
hypothesis is that landscape diversity could act to enhancing H. armigera abundance and

plant infestation.

At the field scale, agricultural practices such as crop rotation, intercropping, tillage, topping
and drainage strongly influence biodiversity (McLaughlin and Mineau 1995; Benton et al.
2002; Ammann 2004 ) and thus may influence the abundance of pests (Abd-Ramou and
Simmons 2012; Duyck et al. 2012). Renou et al. (2011) showed that manual topping
effectively reduced H. armigera infestation in cotton fields. Lu and Baker (2013) also showed
that ploughed fields were less infested by H. armigera larvae than unploughed fields. Among
all these practices, crop rotation emerges as the agricultural practice that most consistently
reduces pest infestation (Ammann 2004; Thies et al. 2008; Mock et al. 2012). The effect of
other farming practices such as manual weeding or shifting the sowing date have not yet been
tested and there is a paucity of studies that test the beneficial effects of such agricultural
practices adopted by smallholders. Here we hypothesize that manual weeding will reduce
infestation more than tillage, and that by moving the date of sowing, the period of
attractiveness of the crop for H. armigera will be shifted away from the peak presence of this

pest.

We test these hypotheses for the effects of landscape context and agricultural practices at field
scale on the abundance of H. armigera in cotton fields in Northern Benin. In West Africa, H.
armigera is multivoltine and can undergo over 10 generations per year, with a full life cycle
being completed in one month. In neighbouring Burkina Faso, Nibouche (1994) recorded a
large number of adult of H. armigera during the rainy season, most of which were in cotton
fields at the flowering stage, as compared with almost none during the dry season (mid-
November to mid-May). The periods of attractiveness of the different host plants for H.
armigera during the year were determined, and it was found that H. armigera initially infests
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a native weed plant (Cleome viscosa) at the beginning of the rainy season, before infesting
maize crops and then flowering cotton during September and October. At the end of the rainy
season, from November to March, H. armigera heavily infests tomato crops grown near
rivers. Nibouche (1994) found chrysalides in the soil of fields previously sown with cotton
and tomato confirming that H. armigera can enter in diapause during the last months of the
dry season (April-May). These findings highlight the importance of the previous land cover to

explain H. armigera infestation.

Based on the available literature on landscape effects on pest and the biology of H. armigera
we constructed landscape cover factors that we believed could influence larval abundance.
These were landscapes containing high proportions of: i) cotton crops, given that cotton crops
around a target cotton field might increase the abundance of H. armigera larvae; ii) maize
(first cultivated host plant); iii) tomato; and, iv) natural vegetation. We considered natural
vegetation as a factor with two potential roles, first contributing to the very early development
of H. armigera with the presence of a native host plant (Cleome viscosa), and then providing
a habitat for H. armigera predators and parasitoids which could reduce the abundance of
larvae (Tscharntke 2000; Menalled et al. 2003; Schmidt and Tscharntke 2005). Given the
polyphagous diet of H. armigera, the landscape diversity of the crop mosaic was considered.
Then, at the field scale, we addressed the hypothesis that, a manually weeded field should
have lower infestations, because any pupae diapausing in the soil would be destroyed. We
also considered the sowing date and the previous crop of the studied cotton field as factors

that could influence the abundance of H. armigera larvae.
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111-2-2 Materials and methods

111-2-2-1 Study area

The study was carried out near the town of Angaradébou (11°29°-3°20°N) in northern
Benin, West Africa (Fig. 35). Northern Benin is one of the most productive cotton areas in
West Africa (EIU 2008). This region is also one of the most infested by Helicoverpa
armigera (Cauquil and Vaissayre 2000; Martin et al. 2005) with damage levels of up to 50%
of the yield. The region is characterized by a tropical semi-arid and dry southern Sahel
climate, consisting of a dry season lasting 8 months (from October to mid-May) and a rainy
season (from the end of May to early October). The agricultural system is based on
smallholder farming (0.25-2 ha) of staple crops (maize, millet, sorghum, soybean, cowpea,
nuts) and larger cotton farms (5-10 ha). During the dry season, vegetable crops are cultivated
near wetlands and permanent rivers, and the overall agricultural surface area declines by
about 80% compared to the rainy season. Cotton is sown between end of May and middle
July during the rainy season and harvested from November to December.

111-2-2-2 Sampling design and landscape selection

Forty cotton fields, with different landscape compositions in 500m radius, were sampled
(20 in 2011 and 20 in 2012). To test our landscape hypothesis, 4 types of landscape were
considered: i) landscapes covered by more than 50% cotton, ii) landscapes with more than
50% maize, iii) landscapes with tomato crops around (considered only in 2012); and, iv)
landscapes with more than 50% natural vegetation. We actively searched for and included
fields of cotton with tomato as the previous landcover. For each type of landscape, we
selected five replicate cotton fields in each sampling year.

There were no maps available to select the sampling fields based upon the 4 landscape types.
Thus, for field selection we proceeded through 3 steps. First, we interviewed local experts in
the cotton industry to identify regions that might fulfill the required conditions defined for the
4 landscape types. Second, we interviewed cotton farmers about the crops surrounding their
fields to identify potential cotton fields with appropriate landscape types. Thirdly, we used a
GPS to map and ‘ground-truth’ the landcovers around each selected field in order to validate

the conditions of a given landscape type. In 2011, the most distant landscapes were 20 km
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apart. In 2012, this distance increased to 60 km. The total study area was approximately 200
km? in 2011 and 1000 km? in 2012 (Fig. 35).

We plot a square area of 0.5 ha around the center of each selected cotton field, avoiding the
five first rows of cotton plants in small fields to limit edge effects (sparse, trampled, rickety or

more infested cotton plants).

Burkina Faso

% o"CD O@ A

0153 6 9
O —

12
Kilometres

Nigeria

Ghana

01530 60 90 120
O Kilometres

Figure 35. Map of the study area: a- represents the location of the study area in Northern
Benin — b- represents the distribution of selected fields: empty buffers are those of 2011 and
filled those of 2012— c- represents the buffer around one of the 40 selected cotton fields (the
selected cotton field represented by the black square in the center).
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111-2-2-3 Data Collection

a) Larvae counting in cotton fields:

Between September and November, cotton fields were visited four times in 2011 and
on six occasions in 2012 to measuring the abundance of H. armigera larvae and infestation of
plants. For each visit, 25 cotton plants were randomly selected along the diagonals of each
plot (total of 50 cotton plants observed per field). Larvae were counted on all the parts of the
cotton plants. For each selected cotton field, observations were made weekly between 6.00 am
and 8.00 am.

b) Landscape and field variables:

Landscape composition: crop fields and natural vegetation patches were recorded in a
500 m radius buffer around the centre of the plot in each cotton field where H. armigera
larvae were sampled. H. armigera is a migrant species able to travel long distances (Fitt et al.
1995), but its’ “trivial movement distance” is poorly known (Mazzi and Dorn 2012). The
choice of a 500 m radius was a trade-off between the mean cotton field size (1ha, i. e. around

100 metres side) and our landcover recording capacity in the field.

Due to the lack of available current remote sensed data or aerial photographies for the studied
area, digitalisation of landcover recorded around the selected cotton field was based on a
georeferenced Google Earth satellite image (Google Earth 2011 and 2012). Land cover data
were then integrated in a GIS using ArcGiS 10 geographical information system (ESRI
France, 2011). We then extracted the proportion of each landcover type and estimated for
each field the surrounding landscape diversity using Shannon diversity index (H; Shannon
1948) (Tab. 7).

Agricultural practices at field scale were recorded by interviewing the farmers of the selected
cotton fields. We recorded the sowing date, the frequencies of weeding and the previous crop
(Tab; 7; Tab. 8). Given that insecticides are used by farmers to reduce pest infestation in their

farms, we recorded the frequency of treatment by insecticides.
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Tableau 7. Explanatory variables and their recorded ranges.

Variables (units) | Description Mean | Range
Co (%) Proportion of cotton crops 25 3-68
To (%) Proportion of tomato crops 1 0-8
Ma (%) Proportion of maize crops 24 3-87
NV (%) Proportion of natural vegetation 38 5-80
Landscape The Shannon landscape diversity index
variables (H) (Shannon 1948) was used to measure
the habitat cover diversity in each
surrounding landscape. H=)Pi Log Pi
H (Shannon | where Pi is the proportion of habitat in
index) the ith land-cover category. 0.35 0.14-0.52
Number of days between 1% January of
the year and the actual seeding date
Seeding (days) | (According to the Julian days) 159 | 141-182
Agricultural i
variables Frequency of manual weeding of the
Weeding field 3 1-4
Frequency of insecticide treatment during
Treatment the cotton plant cycle 9 5-12

Tableau 8. Variables of the previous crops and number of fields

The previous crop | Nb of fields
Peanut 2
Cotton 4

Natural vegetation | 3

Maize 20
Sorghum 2
Tomato 9
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I11-2-2-4 Statistical analyses

Generalised linear mixed models (GLMM), with a binomial distribution and logit link
function, were used to model the relationship between agricultural practices and landscape
variables, and the number of cotton plants infested by H. armigera as a proportion of the
number of non-infested plants. Collinearity of variables was checked using Pearson
correlations between pairs of explanatory variables (Pearson 1958). All the variables were
retained in the modelling as they did not show great collinearity, with | r |> 0.7 (Dormann et
al. 2012).

The year of sampling was treated as a random effect, both because infestation rate was not the
same between 2011 and 2012, and because some of the same fields (four fields) were selected
in both years. As fixed effects, we used all the field scale and landscape variables (tab; 7; Tab.
8). We considered only additive effects, and excluded any interactions between variables. In
part, the interactions could not be explored due to the relatively large number of explanatory
variables. Fixed effects were scaled and centered to compare estimates with each other and to
facilitate the model convergence. GLMMs were systematically checked for data over-
dispersion and spatial autocorrelation in model residuals. We found no evidence of over-

dispersion or spatial structure, in model residuals tested with Moran’s correlograms.

Modelling was carried out using an information-theoretic approach (Burnham and Anderson
2002; Kamil 2013) by fitting and then comparing all the possible models (n = 2"9= 512) in
order to extract the relative importance of each explanatory variable. Models were assessed
using the corrected Akaike’s Information criterion (AICc) and assigned Akaike weights (Wm)
(Sanderson et al. 2009). Akaike weight (Wm) is the relative likelihood of a given model being
the Kullback-Leibler best model within a set of n models. A model is accepted as the best
model when Wm > 0.9 (Burnham and Anderson 2002). Model assumptions were tested by
examining the Gaussian distribution of the residuals. As none of our models showed a Wm >
0.9, we constructed a 95% confidence set of models by starting with the highest Akaike
weight and adding the model with the next highest weight until the cumulative sum of
weights exceeded 0.95 or the smallest model set with Wm sum > 0.95. (Burnham and
Anderson 2002; Johnson and Omland 2004). We used these final set of best models to obtain

the averaged model. We then, generated the relative importance of each explanatory variable.
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The relative importance of an explanatory variable is the sum of AICc weights over all of the

models including the explanatory variable (Burnham and Anderson 2002).

To identify those previous host crops (tomato, maize, cotton, sorghum) that favour H.
armigera abundance, a Mann-Witney test was performed. All statistical analyses were carried
out using the free statistical software R (R Core Team (2013). Version 2. 15. 2). The packages
used were ‘‘lme4” for running the GLMM, “ncf” for Moran’s correlograms, “spdep” for

autocorrelation analyses and “MuMIn” for model selection.

111-2-3 Results

We sampled 893 larvae on 711 infested cotton plants in 2011 and 1233 larvae on 889 infested
cotton plants in 2012.

111-2-3-1 Effects of Landscape and agricultural variables on the abundance

of H. armigera larvae:

The cotton (Co), tomato (To) and natural vegetation (NV) land cover in a circular area
with a radius of 500m around cotton crops contributed positively and significantly to H.
armigera larvae abundance (Tab. 9). Landscape diversity (H) exhibited a positive but
marginally non-significant effect (0.05<P<0.1) on the abundance of H. armigera larvae. The
effect of the proportion of maize was not significant on H. armigera larvae abundance
(Tableau 9.

The sowing date and frequency of weeding were significantly and negatively associated with
the abundance of H. armigera larvae (Tab. 9), while the previous tomato landcover and the
frequency of insecticide treatment were positively and significantly associated with the
abundance of H. armigera larvae (Tab. 9). When comparing the infestation rate between
different previous land cover types (tomato, maize, sorghum, cotton), we found that those
fields previously covered with tomato where significantly more infested than those covered
with maize. Those covered with cotton or sorghum, showed intermediate infestation rates
(Fig. 36).
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Tableau 9. Model-averaged parameter estimates and standard errors, for landscape and
agricultural practice variables included in the 95% confidence set of logistic regression
models performed to predict H. armigera incidence. (“***’ P< 0.001;, “** P<0.01; ‘*’

P<0.05; i’ P<0.1; *’ P<I) See description and range in Tab.7 and Tab.8.

Variables Estimate  Std. Error
(Intercept) -1.7977  0.15
Cotton +0.35" 0.16
Tomato +0.307  0.09
Maize -0.16 0.14
Natural vegetation +0.44" 0.23
H (Shannon index) | +0.38' 0.20
Seeding date 0227 0.07
Weeding frequency | -0.51""  0.08
Treatment frequency | +0.43~  0.10
Previous landcover +0.52" 0.24
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Figure 36. H. armigera infestation rate (number of infested cotton plants per number of
observed cotton plants) discriminated by previous land cover type. We detail only previous
land cover types that are host plants for H. armigera. Letters indicate statistical differences of
Mann-Whitney test among previous land cover types.
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111-2-3-2 Relative importance of each variable
Of the explanatory variables, the frequency of treatment and of weeding, and the
sowing date had the most important influence, in that order, on the abundance of H. armigera,

with a relative importance value of 1, 1 and 0.98 respectively (Fig. 36).

Tomato cover appeared as the most important variables among landscape variables with a
relative importance value of 0.96, followed by cotton, natural vegetation and previous
landcover, showing a relative importance value of 0.8, 0.7 and 0.7 respectively. Diversity (H)
and maize cover exhibited the lowest relative importance value at 0.54 and 0.42, respectively
(Fig. 37).
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Figure 37. Relative importance of predictor variables included in the multiple logistic
regression models performed to predict H. armigera incidence.

111-2-4 Discussion

111-2-4-1 Weeding cotton field and sow later decrease the abundance of

H.armigera larvae.

We found that the more the farmers had weeded, the less there were H. armigera
larvae in their field. We recorded that farmers weeded their cotton fields in average 3 times
throughout the entire cotton cycle. The attractiveness period of cotton for H.armigera is

during the flowering period (Nibouche 1994), and this frequency of weeding occurs at the
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right time to strengthen the cotton plant by removing competitive plant species and favouring
plant defences against pests. One can also hypothesize that weeding might have destroyed the

pupae of the first generation of H. armigera supported by the cotton plants.

We also found that sowing date influenced the abundance of larvae. Cotton fields sown later
were less infested by H .armigera larvae. Based on farmer interviews, we recorded that the
latest sowing dates were during the first ten days of July and the earliest were from the end-
May to early June. Between these early and the late sowing dates, there is a shift in crop
phenology of about 1 month; cotton fields sown later bloomed later. Hence, the late flowering
period avoided the H. armigera infestation peak. This is consistent with the expectations of
Palti (1981) on natural pest control, who argued that avoiding fixed sowing dates enhances

pest management in agricultural system.

Surprisingly, we found a positive and strongly significant relation between the frequencies of
insecticides treatment and the abundance of H. armigera larvae. No other study to our
knowledge has demonstrated such results. Knowing that cotton farmers use insecticide
treatment an average nine times during the cotton cycle, we have doubts about the dosage and
quality of insecticides used. We would also hypothesize that H. armigera population in
Northern Benin became insecticide resistant, as shown for H. armigera populations in
Northern Cameroun (Brevault et al. 2008). It may also be that our observations are due to a
correlation effect where more chemical treatments were applied by farmers in response to

more pests in the field.

111-2-4-2 A strong effect of previous landcover

Our results suggest that the previous landcover was one of the most important
variables influencing the abundance of H. armigera larvae. More infested cotton plants were
found in fields with tomato as the previous landcover. Nibouche (1994) showed that H.
armigera can undergo a diapause of three months in Burkina Faso, under similar weather
conditions to northern Benin. In that case, tomato fields harvested at the end of February can
support H. armigera pupae in the soil. Hence, cotton crops following tomato can suffer from
heavy local infestations caused by the last diapausing generation. The effects of an inter-
annual change in landscape have been shown for several pest species (Roschewitz et al. 2005;
Thies et al. 2008; Rush et al. 2012, Vinatier et al. 2012). Rusch et al. (2012) investigated the
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effect of local and landscape determinants on the abundance of pollen beetle. They reported
that crop rotations by providing, or not, overwintering habitats are likely to influence the
abundance of pollen beetles in rape crops. Thies et al. (2008) experimentally tested the effect
of crop rotation for the same pest. They found that even if there is no a direct effect on the
abundance of pest, crop rotations strongly influence the pest pressure by affecting parasitism
of the pest by natural enemies. Vinatier et al. (2012) developed a model which also showed
that crop rotation greatly affects both the abundance of pollen beetle and the rate of

parasitism.

I11-2-4-3 H. armigera was more abundant in cotton field surrounded by host

plant crops
We found a strong and positive relation between the proportion of cotton crops and the

abundance of H. armigera larvae, consistent with the resource concentration hypothesis (Root
1973). Cotton fields surrounded by proportionally more cotton fields were the most infested
by H. armigera larvae. These results are consistent with the behavioral strategies of H.
armigera. Cunningham et al. (1999) and Zalucki et al. (2012) showed that H. armigera
ovipositing females exhibited “Learning”, defined as a change in behaviour based on past
experience (Papaj and Prokopy 1989), whereby females would lay eggs where they found
more food (nectar in this case for adults). Hence, flowering cotton, by providing nectar for H.
armigera moths, attract at the same time ovipositing females which lay their eggs in the

cotton.

We found a positive and significant relation between the proportion area of tomato and the
abundance of H. armigera larvae. In northern Benin, small farmers used to traditionally
cultivate small market gardens around cotton fields throughout the rainy season. Given that
tomato crops are attractive to H. armigera during the 2-3 months from flowering to the
beginning of fruit maturation and that the sowing date of these small market gardening is
usually earlier than for cotton, the tomato crops can be considered as an outbreak source of
moths which subsequently colonize and lay eggs in the neighbouring flowering cotton fields.
Our findings are consistent with those of Lu and Baker (2013), who found that the proportion
of tomato crop area was positively related to the abundance of H. armigera moths. They
reported that tomatoes, by flowering earlier than cotton provide alternative sites for

oviposition.
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The proportion of maize could have followed the same relationship as tomato, as maize is one
of favoured host plants of H. armigera (Fefelova and Frolovl 2008). We did not, however,
observe any significant relationship between the proportion of maize and the abundance of H.
armigera larvae. This could have be due to the short period of attractiveness of maize for H.

armigera (two weeks) or that most maize crops were harvested during October.

Our results do not show any relation between the Shannon diversity index of crops with the
abundance of H.armigera larvae. However, Lu and Baker (2013) found that the diversity of
host plant in a landscape increases the abundance of H. armigera moth. They argued that the
variation in type of host crops provide more suitable food, availability of oviposition and
pupation sites and variable host plant phenologies which consequently heightens the

abundance of this generalist pest.

Our results do show a positive and significant relation between the proportion of natural
vegetation and the abundance of H. armigera. This natural vegetation may harbour Cleome
viscosa,a weedy host plant of H. armigera (Nibouche, 1994),which could provide a first host
plant at the beginning of the rainy season and thus support H. armigera infestation of
neighbouring cotton fields. Landscape complexity may be defined as the proportion of natural
vegetation present in a landscape (Chaplin-Kramer et al. 2011). While not common, Bianchi
et al. (2006) recorded about 5% of 24 studies where natural enemy activity was lower in
complex landscapes and 15% of 10 studies where pest abundance was higher in complex
landscapes. Roschewitz et al. (2005) and Thies et al. (2005) found that the population density
of the aphid, Sitobion avenae, increased in complex landscapes because of the presence of

alternative hosts plants.

111-2-4-4 Which landscape design and agricultural practices can be

highlighted to help improve the H. armigera natural management strategy?

This study highlights the importance of local agricultural practices and landscape

composition for the improvement of pest management programs for H. armigera.

We found that patterns of abundance and infestation of H. armigera larvae, while not a
specialist pest, support the 'resource concentration' hypothesis. Both the proportion of cotton

and tomato increase the abundance of larvae. According to our findings, sowing later would
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reduce levels of infestation in the landscape. Additionally, weeding the fields is a local
management practice that should be encouraged to reduce H.a rmigera infestation in cotton
fields. It seems likely that avoiding large concentrations of cotton fields and tomato crops, as
previous landcover, would reduce H. armigera abundance. The positive effect of natural
vegetation is also important, and it would be interesting to compare this effect with the

abundance of adults (Partie V).

In conclusion, to establish an appropriate and effective framework for H. armigera
management, there is a need to take into account both agricultural practices and landscape
context. Futures studies should be directed towards understanding the requirements of the
natural enemies of H. armigera. Testing the effects at a larger scale will enhance our

understanding of H. armigera infestation in cotton fields.
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Partie IV : Effet du paysage sur 'abondance et 'origine trophique des adultes d’H. armigera

Nous présentons dans cette partie une synthese des résultats issus de deux études.
Dans un premier temps, nous présentons les résultats issus des travaux de mise au point
méthodologique de deux marqueurs de 1’origine trophique (le gossypol et la tomatine). Dans
un second temps, nous présentons les résultats issus de l’analyse des déterminants de
I’abondance et de 1’origine trophique des adultes d’Helicoverpa armigera piéges dans des
paysages contrastés, selon un gradient de diversité des principales plantes hdtes (coton,
tomate, mais et sorgho) présentes dans la zone d’¢tude. Ces deux études sont en cours de
soumission ; la premiére étude a été soumise dans la revue Entomologia Experimentalis et

Applicata et la deuxiéme est soumisse dans la revue Basic and Applied Ecology.

IV-1 Synthése de I’étude: Mise au point des méthodes de

détection de la tomatine et du gossypol chez Helicoverpa armigera.

Une gestion intégrée efficace des ravageurs s’appuie sur une bonne connaissance de la
biologie et de 1’écologie de 1’espece étudiée. 1l est de fait important de connaitre les stratégies
d’utilisation des ressources dans un paysage agricole, particulie¢rement pour les ravageurs
polyphages comme H. armigera. Dans ce but, plusieurs méthodes ont été développées pour
déterminer I’origine trophique des insectes ravageurs (Partie II-1). Parmi les méthodes
proposées dans la littérature, les marqueurs spécifiques aux plantes hdtes semblent les plus
pertinentes, car ils permettent de déterminer avec précision la plante héte sur laquelle le
ravageur a passé sa vie larvaire (ceci dans le cas ou I’individu a 1’état larvaire n’a qu’une
seule plante hote comme c’est le cas pour les chenilles d’H. armigera). Dans notre zone
d’étude, les principales plantes hotes d’H. armigera présentes sont le coton, la tomate, le mais
et le sorgho. L’analyse des isotopes stables de carbone permettent de discriminer 1’origine
trophique d’ H. armigera en fonction du type photosynthétique de la plantes hote (C3 ou C4)
(Brévault et al. 2012). Dans notre cas d’étude, le mais et le sorgho constituent les plantes
hotes en C4 et le coton et la tomate les plantes hétes en C3. Rojas et al. (1992) ont montré que
le gossypol était une molécule spécifique au cotonnier. Par ailleurs, Orth et al (2007) ont
montré que les résidus de gossypol étaient détectés dans les extraits d’adultes d’H. zea qui
avaient passe leur vie larvaire sur le cotonnier. Le gossypol peut donc étre considéré comme
un marqueur de 1’utilisation du coton par un adulte d’H. armigera pendant sa vie larvaire. De
la méme facon, des études ont montré que la tomatine était une molécule spécifique a la

tomate (Friedman et al. 2002, Tohge et al. 2014). Ces molécules sont produites par le systéme

111



Partie IV : Effet du paysage sur 'abondance et 'origine trophique des adultes d’H. armigera

de défense des plantes hotes. Le premier travail que nous avons conduit a consisté a mettre au
point une méthode de détection des marqueurs de la tomate et du coton chez H. armigera: la
tomatine et le gossypol. Cette mise au point méthodologique est un préalable nécessaire pour
1) tester si la séquestration de la tomatine s’effectue uniquement chez les larves ou aussi chez
les adultes d’H. armigera et pour ii) déterminer si la concentration de gossypol diminue avec
I’age de I’insecte ceci pour éviter les faux-négatifs due a la longévité d’un individu.

La méthode de détection a été mise au point sur des individus élevés au laboratoire de I'IRAD
de Garoua/Cameroun dont le développement a été arrété a quatre stades (chenille L6, adulte
Ojour, adulte 6 jours et adulte 12 jours (Fig. 7) et sur trois sources nutritives (cotonnier,
tomate et mais). La méthode de détection de la tomatine a consisté en une chromatographie
liquide suivie d’une spectrométrie de masse (LC/MS) sur des extraits de chenilles et de corps
(téte et abdomen) d’adultes d’H. armigera. Pour la détection du gossypol, nous avons réalisé
également une chromatographie liquide suivie d’une double spectrométric de masse
(LC/MS/MS). Les travaux ont ét¢ menés a 1’Université d’Amiens pour ’analyse de la
tomatine et par la société MONSANTO de St-Louis/USA pour les analyses de gossypol. Dans
chaque laboratoire, j’ai effectué des séjours.

Les résultats de cette étude montrent que la tomatine est détectée dans les extraits des larves
H. armigera mais pas dans ceux des adultes. Pour la détection du gossypol, le signal est
positif chez tous les individus testés méme dans les extraits d’adultes agés de douze jours. A
partir de ces résultats, nous concluons que la tomatine n’est pas un bon marqueur puisqu’elle
ne permet pas de discriminer 1’utilisation de la tomate par les adultes. A I’inverse, le gossypol
apparait comme un bon marqueur de [’utilisation du coton comme plante hote par H.
armigera.

Notre étude ouvre alors des perspectives quant a la détermination d’un marqueur de la tomate.
Une piste proposée est de s’orienter vers la détection des métabolites de tomatine chez H.
armigera car il est possible que H. armigera synthétise des enzymes B-glucosidases capables
de dégrader la tomatine comme cela a été montré qu’H. armigera synthetisait des enzymes
(serine protéases) pour détoxifier les molécules de défense produites par le soja (Brown et al.
1997).
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V-2 On the use of gossypol and tomatine to determine the trophic

origin of a polyphagous pest (Helicoverpa armigera)
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Abstract-Helicoverpa armigera (Hibner, 1808), (Lepidoptera: Noctuidae) is a highly

polyphagous pest that causes yield losses to several crops including cotton and tomato
worldwide. In this study, we aimed at identifying tomatine and gossypol as markers of larval
diet of H. armigera, using liquid chromatography/mass-spectrometry (LC/MS) technique and
evaluatingthe stability oftomatine and gossypol in adults. Larvae and adults of different ages
reared on tomatoes, cotton leaf and maize in laboratory were tested for gossypol and tomatine
residues. We found a positive tomatine signal from larvae, but not from adults whereas a
gossypol-derivate was detected inboth larvae and adults (up to twelve days) reared on cotton .
Our results suggest that tomatine is not a reliable biomarker to track the use of tomato plants
by H. armigera. On the other hand, a gossypol-derivative can be used as a biomarker to track
the cotton as a larval host plant since the biomarker was detected even in a 12-day old adult
moth which fed on cotton during their larval stage. Further analyses may lead to discovery of
potential metabolites from tomatine breakdown in adult moth bodies. They may then be used
as a biomarker to track the use of tomatoes plants and understand the role of vegetable crops

for sustaining H. armigera population in cotton production landscapes.

Key Words-Tomatine, gossypol, Helicoverpa armigera, host plant use, cotton, tomato.
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IV-2-1 INTRODUCTION

The cotton bollworm Helicoverpa armigera (Hibner 1808), (Lepidoptera: Noctuidae)
is a highly polyphagous pest that causes yield losses to several crops including cotton, cereals
such as maize and sorghum (Sharma 1985; Fefelova and Frolov 2008), vegetables crops
including tomato, soybean, and okra (Johnston et al. 1993; Naseri et al. 2010; Walker et al.
2010; Udamale et al. 2013), and weeds plants (Cleome viscosa) (Marcos and Rejesus 1992;
Nibouche 1994).

Because H. armigera is a severe economic pest in most places where it occurs many control
programs have been established relying on the use of chemicals. However, the decline of
pesticide effectiveness is increasingly observed on H. armigera population worldwide (Fitt et
al. 1995; Scott 1999; Martin et al. 2002; Ahmad 2007; Brevault et al. 2008) due to the
development of insecticide resistance in population. Even for transgenic cotton, studies show
insecticide resistance on H. armigera populations (Brevault et al. 2012; Udamale et al. 2013).
Consequently, there is a growing interest for integrated pest management (IPM) with
alternatives control programs (Kogan 1998). IPM requires information on the biology of the
pest and particularly on the origins of the first colonisers of the crops.

Many methods have been developed to determine the geographic and trophic origin of an
insect causing crop damages. Direct methods include different techniques for field sampling
such as mark-capture (Beall 1939; Menhinick 1964; Taylor 1984) or radar observations
(Chapman et al. 2002, 2003; Kissling et al. 2013) whereas indirect methods comprise
molecular analysis of insect population (Kranthi et al. 2005), analysis of pollen hanging from
insect proboscis (Del Socorro et al. 2001; Silberbauer et al. 2004), insecticide resistance
monitoring (Brevault et al. 2008; Feng et al. 2009), analysis of carbon stable isotope
discrimination in insect wing tissues (Wassenaar and Hobson 1998; Gould et al. 2002;
Brattstrom et al. 2008; Miller et al. 2011), analysis of proteins (cytrochromes P450) produced
as signature of trophic origin (Scott 1999, Yu and Gao 2005), and recently, analysis of
secondary metabolites of host plants found in insect bodies (Orth et al. 2007; Head et al.
2010).

This last method developed by Orth et al. (2007) relies on the principle that hosts plants
synthesize secondary metabolites such as alkaloids involved in their defense system against
pests and that these molecules are sometimes not metabolized or excreted, but sequestered in
the insect bodies. The chemicals ingested by larvae may be found in the adult as a signature of

its previous larval diet. The Orth et al. (2007) method relies on the sequestration of alkaloid
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(i.e. cotinine and gossypol), which are specific to a particular host plant on which a pest insect
feeds.

In West Africa, cotton and tomato plants are considered as the most attacked plants by H.
armigera (Tsafack et al, 2013). Cotton fields are mostly close to market gardens composed of
tomato crops. H. armigera adults feed only on nectar, other sugar and moisture sources (Orth
et al. 2007), and consequently, only larvae cause damages to the crops. Gould et al. 2002
proposed a method relied on the analysis of carbon stable isotopes to infer a cotton or tomato
crops as a host plant in the field. However, both cotton and tomato use a C3 photosynthetic
pathway (Sage and Zhu 2011; Brevault et al. 2012), and identifying a specific marker for each
of these two plants is necessary to study a trophic origin of H. armigera population. By doing
so, we can discern which host plant is most responsible for sustaining H. armigera population
in an agricultural landscape. Among molecules synthetized by tomato plant, the alkaloid o-
tomatine was tested as a potential biomarker of tomato plant and fruits (Friedman 2002,
Tohge et al. 2014).

In this study, we aimed at i) testing the retention or sequestration of tomatine in larvae and
adults H.armigera, and ii) studying whether the amounts of gossypol decreased or not with
the age of the adult to avoid false negative due to the longevity of an individual.

IV-2-2 METHODS AND MATERIALS

Moths rearing Between May to June 2011, we reared H. armigera in the laboratory at
Garoua, Cameroon with conditions of 12:12 dark and light, at 25°C.We sacrificed moths at
different stages of their life cycle; larvae at instar L6 (6" instar) just before diapause (L6),
adult day 0 (ADO), adult day 6 (AD6) and finally adult at day 12 (AD12) after the emergence
from pupae. H. armigera larvae were reared individually on three food sources: cotton,
tomato and maize. For cotton, young larvae were reared on cotton leaves (L1 to L3
respectively 1% and 3" instars) and larvae from L3 to L6 reared on cotton bolls because
gossypol is present on cotton leaves, squares and bolls (Smith 1967). For tomato, young
larvae (L1 to L3) were reared on tomato leaves and larvae from L3 to L6 reared on immature
tomatoes fruits as Friedman and Levin (1998) found that tomatine is most present on leaves
and immature fruits of tomato plants. For maize, larvae were reared on maize flour. The
maize-fed insect samples were used asa negative control for gossypol and tomatine analyses.

For tomatine analyses, we tested a total of 129 moths from the three food sources with 40, 50

115



Partie IV : Effet du paysage sur 'abondance et 'origine trophique des adultes d’H. armigera

and 39 samples from cotton, tomato and maize, respectively (Tab. 10). For gossypol analyses,
we examined a total of 73 moths with 40, 18, and 15 individuals from the three food sources

above, respectively (Tab. 10).

Chemicals for Tomatine Analysis

Chemicals were obtained from the following sources: tomatine standard
(EXTRASYNTHESE, n° of batch: 07111517); acetic acid (VWR); deioniszed water,
chloroform, acetone, methanol and acetonitrile (Fisher).

Chemicals for Gossypol Analysis

Chemicals were obtained from the following sources: d4-Genistein (4-hydroxyphenyl-
2, 3, 5, 6-d4, CDN ISOTOPES); Methanol (EMD); High Purity Solvent Water, Ammonium
Hydroxide and Concentrated HCI (J.T. Baker); High Purity Solvent of Acetonitrile (Burdick
& Jackson ); Formic Acid, 98%, and Ethyl Acetate (VWR)

Equipment and analytical determination for tomatine

The 129 moths were steamed for three hours at 50°C to evaporate ethyl alcohol in an
oven, before grinding in special tubes «lysing matrix C» with the FastPrep at speed 4 during
20sec, then homogenate with 5ml of ethanol/water (1:1). 250 pl of acetic acid were added for
extraction, and the homogenate was thoroughly mixed during 2 hours. 2.5 ml of chloroform
(three times) were added to recover the supernatant, then we added2.5 ml of acetone (three
times). The combined supernatant was allowed to dry for 24 hours at ambient temperature.
Acetonitrile (5 ml) was added followed by a phase of sonication. Extracts were then kept in

1.5 ml vials for injection and analysis in LC-MS.

LC-ESI-MS analysis of tomatine on H. armigera moths

Samples were run on a Waters 2695 Alliance coupled with a quadrupole mass
spectrometer ZQ (Water-Micromass, Manchester, UK) equipped with an electrospray ion
source (ESI-MS). LC-ESI-MS spectra were recorded in the positive and negative ion mode.
The capillary voltage was +3.5 kV and a cone voltage ranging from £20 to +100 V was used
in order to determine which cone voltage gave the best signal. Data acquisition and
processing were performed with MassLynx V4.0 software. Tomatine was better detected on a
positive cone voltage of 70 V (since 70 V was found giving the best signal). LC-MS analyses
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of the samples were conducted on a 250 mm x 4.6 mm, 5 um, Prevail reverse-phase C18
column (Grace) using a linear binary gradient of H,O (solvent A) and CH3;CN (solvent B)
both containing 0.1% (v/v) formic acid, with a flow rate of 1 ml/min as follows: elution
started with 50 % (B) and a gradient was used to obtain 60% (B) at 10 min, 100% (B) at 30
min, 50% (B) at 44 min and elution ends at 55 min with (B) at 50%. For the next injection,

the column was equilibrated during 10 min. The injection volume was 20pl.

Equipment and analytical determination for a gossypol-derivative as a cotton biomarker

Seventy threeinsect samples were received in ethyl alcohol, which was evaporated in
the fume hood for two days before samples were lyophilized. Individual samples were
transferred into an extraction glass vial (Xpertek, 3.1 ml Hi Recovery Clear Glass Vial, 15 X
45 mm) with two glass beads (4 mm, VWR) and then ground for 2 min at 1100 rpm using a
Mega-grinder. An acid hydrolysis solution (1 ml, 1IN HCI in methanol) including an internal
standard (d4-genistein) was added to the extraction vial and ground again. The new gossypol
derivative was synthesized from gossypol during the acid hydrolysis process (manuscript in
preparation). Because the new gossypol method also measures a soybean biomarker
(manuscript in preparation) and no standard is available for the new gossypol-derivative, we
used a genistein (a major soybean isoflavone) stable isotope, d4-genistein, as an internal
standard. Vials were placed in a water bath at 55°C for about 15 hours, and after the acid
hydrolysis, 69 uL of NH,OH were added to the vial. Samples were completely dried using a
SpeedVac (Thermo Scientific, Savant SC250EXP) and then 0.8 ml of 0.1% formic acid in
H,O followed by 1.5 ml of ethyl acetate were added. After shaking using the Mega-grinder
for 2 min at 1100 rpm, each vial was centrifuged for 10 min at 3000 rpm and 1 ml of the ethyl
acetate (top layer) was transferred into a 2-mL vial (Xpertek, 12x32 mm, Clear Glass Robotic
Screw Thread Vial). After repeating the ethyl acetate extraction one more time, the
supernatants were combined in the 2-mL vial and dried completely using the SpeedVac. The
dried extract was reconstituted with 200 ul of 0.1% formic acid in methanol and then
transferred into a 96-well membrane filter (AcroPrep Advance 96 Filter Plate, 0.45 um PTFE,
350 uL well) for collecting filtrates prior to injection into an LC-MS.

LC-MS-MS analysis of a gossypol-derivative
A new gossypol-derivative was detected using LC-MS-MS (Shimazdu LC Pumps,
LC10AD; Autosampler, LEAP PAL; Micromass Quattro Ultima). The linear LC gradient was
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as follows: starting with 3% of the mobile phase B (0.005% formic acid in acetonitrile) and
97% of the mobile phase A (0.005% formic acid in water), at 1 min with 25% of B, at 2 min
with 40% B, at 2.5 min with 70% B, at 3.9 min with 80% B, at 4 min with 95% B, ending at
4.2 min with 95% B. To reduce potential cross-contamination between samples, a blank

injection (methanol) was carried out after an insect sample injection with the following LC
condition: at 0 min with 95% B, at 0.5 min with 95% B, at 0.6 min with 3% B, ending at 1.5
min with 3% B. The column was Gemini C18 (3um, 110 A, 50 x 2.00 mm, Phenomenex)

with the flow rate of 0.5 ml/min. The triple quadruple mass spectrometer was run in a MRM

mode according to the acquisition parameters presented in Tab. 11.

Tableau 10. Results for tomatine and gossypol analyses.

Host food and insect life stage Tomatine Gossypol
Larvae

Cotton 0% (n=10)* 100% (n=10)
Tomato 100% (n=20) 0% (n=5)
Maize 0% (n=10) 0% (n=5)
ADO

Cotton 0% (n=10) 100% (n=0)
Tomato 0% (n=10) 0% (n=5)
Maize 0% (n=9) 0% (n=5)
ADG6

Cotton 0% (n=10) 100% (n=10)
Tomato 0% (n=10) 0% (n=5)
Maize 0% (n=10) 0% (n=5)
AD12

Cotton 0% (n=10) 100% (n=10)
Tomato 0% (n=10) 0% (n=3)
Maize 0% (n=10) (n=0)

In bracket is the total number tested for each cell of the table.

Tableau 11. The triple quadruple mass spectrometer was run in a MRM mode with the
following acquisition parameters

Compound Precusor/Product | Dwell sec Collision Cone V Approx.
Energy eV Retention time,
min
D4-genistein 272.9/136.9 0.6 35 50 2.6
Gossypol- 517.04/470.0 0.6 35 50 3.9
derivatives
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Figure 38. Chromatograms for a) an H. armigera reared on tomato and b) standard. Black
arrows indicate the retention time of tomatine.
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IV-2-3 RESULTS

Analytical aspects, identification and characterization of tomatine by LC-MS.

The results of a qualitative tomatine analysis by LV-MS in larvae and moths of H.
armigera are documented in Tab. 10. The method for the identification of the tomatine has
shown to be selective, robust, and fast. The retention time of for detecting tomatine in H.
armigera larvae was 2.4 min. Structural identification of our compound in extracts was
performed by mass spectrum. The LC/MS mass chromatograms (Fig. 38) demonstrate the

presence of tomatine in the larvae extracts but not in adults samples.

With the method developed, all larvae (20) analysed were positive to tomatine. None of the
adults analysed were positive. Adults of all ages were negative to tomatine (Tab. 10). The
control group, represented in this study by, individuals reared on the artificial diet based on
maize was negative to tomatine. This suggests that there was no contamination between the

different extract in the columns.

Analytical aspects, identification and characterization of gossypol.

The results of a qualitative gossypol analysis by LC-MS-MS in larvae and moths of H.
armigera are documented in tableau 10. The retention time of for detecting gossypol in H.
armigera larvae and adults was 3.9 min (Tab. 11). Gossypol was detected in larvae and adults
of cotton-group at all development stage. These results indicate that gossypol in moths’ body

lasted for at least 12 days after emergence of the pupa (Tab. 11).

IV-2-4 DISCUSSION

In this study, we developed a method to analyse tomatine, an alkaloid compound
present in tomato plants. Analyses showed a tomatine signal in leaves of tomato plants
(positive control) whereas in all negative controls (H. armigera individuals reared on non-
tomato diets) tomatine was not detected. These results demonstrated that the method
developed for tomatine determination is reliable, accurate and fulfilled the conditions of
repeatability. Although this method is based on a strict signal presence/absence of tomatine,
we did not find any false-positives among the negative control individuals (40 and 39 moths

reared on cotton and maize, respectively). The results for tomatine analyses on larvae indicate
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that tomatine is present in H. armigera larvae which fed on tomato. On the other hand, a
tomatine signal was not detected in H. armigera adults reared on tomato crops as none of the
newly-emerged to 12-day-old H. armigera adults (n = 30) from larvae fed on tomato was
found positive for tomatine. This result suggests that tomatine is not transferred from a larva
to adult of H. armigera.

Even if tomatine is a specific alkaloid of tomato, our study showed that it was not a reliable
biochemical marker in an adult moth to determine the host plant during the larval stage.
Similar results were obtained for another noctuidae pest, Sporoptera litoralis (Ferreres et al.
2011). Tomatine and its derivatives (dehydrotomatine and tomatidine) were found in tomato
leaves, larvae and excrements of S. litoralis, but not in adults (Ferreres et al. 2011). As
reported in another Spodoptera species (Spodoptera frugiperda) (Marana et al. 2000), maybe
S. littoralis synthesized B-glucosidases that promote deglycosylation of tomatine. Although
tomatine is synthesized by plants for defense against pests, studies showed that certain insect
pests such as H. zea or H. armigera (as in this study) may form complexes with tomatine for
their own defense system against parasitoids (Bloem et al. 1989; Campbell and Duffey 1981).
In other insect species, when tomatine is not assimilated, an insect cannot tolerate the toxicity
of tomatine (e.g. Helicoverpa assulta, Junfeng et al. 2002), and the development is then
stopped.

Tomato pest like H. armigera may develop a system that metabolizes and/or detoxifies
tomatine. Arneson and Durbin (1968) found that tomatine may be degraded by glucosidase.
The results of the study of Mainguet et al. (2000) going in the same direction. They detected a
myrosinase activity in the midgut of desert locusts (Schistocerca gregaria) when feeding on
schouwia, plants rich in thioglucosides. They concluded that, induction of specific enzymes is
a potential adaptation to the glucosides to prevent noxious effects of thioglucosidesin
schouwia. H. armigera may synthesized those enzymes which break up the parent molecule
of tomatine making it less toxic and then acceptable for viability and development of the pest.
In fact, it has been reported that H. armigera larvae synthesized enzymes as serine protease
when feeding soybean (Bown et al 1997). Another hypothesis is that the peritrophic
membrane surrounding the food bolus of herbivorous insects may act as a protective
ultrafilter membrane (Barbehenn 2001) against plant allelochemicals.

Our results raise the question of presence of potential tomatine metabolites on H. armigera
adults that may be used as marker of adults which fed on tomatoes during the larvae stage.

Further analyses may lead on that way, to search for potential metabolite residues in adults.
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They may then be used as a tool to track the use of tomato crops in fields and finally
understand more on local movement of H. armigera.

To confirm the stability of a cotton biomarker in adult moths, we analysed adults of H.
armigera at different ages, and a positive signal of a gossypol-derivative was detected in
adults even 12 days after emergence. Our study demonstrated that the new gossypol-
derivative in an adult moth is an additional biomarker to determine a cotton plant as a larval
host as shown in Orth et al (2007).

IV-2-5 CONCLUSION

Studies of trophic origins of insect’s pest require reliable tools to effectively rely the
use of host plants in the fields. This is even more significant for polyphagous pest such as H.
armigera. Our studies confirmed results for gossypol as biomarker for cotton use in field
populations. Gossypol is found on cotton-reared moths even on 12 days old moths. Tomatine
can not be used as biomarker for tomato use in fields. Our results suggest that the parent
molecule, tomatine is found on H. armigera larvae but not on adults. Tomatine is metabolized
by H. armigera. Further analyses should be lead on that way, to search for potential

metabolites residues of tomatine on adults.
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IV-3 Synthése de I’étude: Etude des effets de la
composition et de I’hétérogénéité du paysage sur
I’abondance et I’origine trophique des adultes

d’Helicoverpa armigera.

La protection intégrée des ravageurs repose sur des techniques économes en
pesticides. Plusieurs études ont montré que le paysage autour d’une parcelle avait un effet sur
I’abondance des ennemis naturels (Tscharntke 2000) ou des ravageurs (Roschewitz et al.
2005). Il est de ce fait important d’intégré le paysage pour gérer 1’abondance des ravageurs
dans une parcelle de culture. Nous avons étudié les effets de la composition (a travers la
proportion des différentes plantes hotes majoritaires) et de 1’hétérogénéité du paysage (indice
de diversité de Shannon) sur I’abondance et 1’origine trophique des adultes d’H. armigera. H.
armigera est un ravageur qui peut se déplacer sur de longues distances de 1’ordre du millier de
kilomeétres (Feng et al. 2009) ou sur de petites distances lorsque les conditions sont favorables
comme c’est le cas dans les zones tropicales. Pour comprendre les déplacements de routine
peu connues pour ce ravageur et 1’utilisation de la ressource dans un paysage agricole nous
avons considéré la composition et I’hétérogénéité du paysage a trois échelles 100 m, 250 m et
500 m. Nous avons sélectionné 37 parcelles (17 en 2011 et 20 en 2012) ou nous avons réalisé
des piégeages lumineux afin de capturer des adultes d’H. armigera. Les parcelles ont été
sélectionnées selon un gradient de diversité paysager suivant quatre criteres exclusifs : >50%
de cotonnier, >50% de mais, >50% de végétation naturelle et la présence de parcelles de
tomates tout autour (Fig. 12). Afin de déterminer 1’origine trophique des individus piégés (C3
ou C4), nous avons analysé€ la composition d’isotopes stables de carbone sur les ailes. Nous
avons ensuite analysé le signal gossypol sur les individus qui avaient une signature C3afin de
déterminer la proportion d’individus qui avaient passé leur vie larvaire sur le coton. La
démarche statistique adoptée ici est une régression linéaire généralisée des moindres carrés
partiels (PIsSGLM).

Les résultats montrent que 1’échelle de 500 m est celle qui explique le mieux 1’abondance et
I’origine trophique d’H. armigera dans le paysage. L’étude a aussi montré que 1’hétérogénéité
du paysage était la variable clé qui expliquait le mieux 1’abondance et I’origine trophique d’H.

armigera dans le paysage. L'effet des plantes hotes (cotonnier, tomate, mais ou sorgho) est
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moindre et varie en fonction de I’échelle paysagere et de I’année considérées. Contrairement a
ce qui était attendu, nous n’avons pas observé d’effet de la végétation naturelle ni sur
I’abondance ni sur I’origine trophique d’H. armigera. Cette étude suggere que c’est davantage
la diversité en plantes hotes a une échelle de 500 m qui favorise 1’abondance d’H. armigera
que les plantes hotes individuellement. La gestion du ravageur H. armigera devrait donc étre

considérée non seulement a I'échelle de la parcelle mais aussi en intégrant le paysage.
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Abstract: Sustainable agriculture needs to develop alternative pest strategies management.

Many studies argue that landscape diversity, enhancing natural enemies, could support
biological control. However, results of landscape studies on pest infestations are ambivalent.
For polyphagous pest, landscape diversity in host plants can offer successive resources which
may enhance pest. The aim of our study was to determine how landscape composition and
landscape diversity in crop host plants influence both abundance and trophic origin of a
polyphagous pest Helicoverpa armigera in northern Benin. Over a two-year field study, we
trapped H. armigera in 37 cotton fields using light traps. We determined trophic origin of
moths according to the photosynthetic pathway (C3 or C4) of host plant by analyses of stable
carbon isotope ratios. We also determined the cotton use by moths in the fields with gossypol
residues analyses. We tested for relationships between abundance of H. armigera and
landscape variables (proportion of each crop host plant and natural vegetation, landscape
diversity in crop host plants) at three spatial scales (100 m, 250 m and 500 m) using GLM-
PLS models. We found that landscape diversity of crop host plants at 500 m, more than crop
host plants proportions, was the key factor to explain both abundance and trophic origin of H.
armigera in the cotton fields. Results of gossypol analysis showed that the proportion of
cotton in the landscape had a weak effect to explain trophic origin of H. armigera. Our results
suggest that integrated pest management should take into account the landscape context of
fields and the time-sequential availability of host plants over the growing season to reduce H.
armigera infestation.

Key words: Helicoverpa armigera —landscape diversity in crop host plant — trophic origin -

cotton — gossypol- GLM-PLS.
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IVV-4-1- Introduction

To develop strategies independent of pesticides is of fundamental importance for a
sustainable agriculture. Indeed, chemical control can be costly both for farmers and society,
particularly in terms of negative effects on beneficial organisms, e.g. natural enemies. Thus,
there is a growing interest in alternative ways of controlling pests in crop fields. Many studies
argue that landscape variables such as habitat diversity, quality, and patchiness as well as an
organism's dispersal capability all impact the ability of a landscape to enhance biodiversity
(Tscharntke, Klein, Kruess, Steffan-Dewenter, & Thies 2005; Gardiner, Landis, Gratton,
Difonzo & O’Neal et al. 2009) and support biological control in agroecosystems (Thies,
Steffan-Dewenter, & Tscharntke 2003). Landscape diversity has been shown to enhance
natural enemies’ populations (Bianchi, Booij, & Tscharntke 2006) with a positive feedback on
pest regulation (Chaplin-Kramer, O’Rourke, Blitzer, & Kremen 2011). However, others
studies found an ambivalent role of landscape diversity. As example, Roschewitz, Hicker,
Tscharnke, and Thies (2005) showed that landscape diversity enhances not only aphid
parasitism at large scale but also aphid populations. Rusch et al. (2012) found a positive effect
of landscape diversity both on pollen beetle abundance and parasitism rates by its natural
enemies. For polyphagous pest, landscape diversity in host plants can offer successive
resources which may enhance pest (Lu & Baker 2013) but also decrease pest density in fields
of a specific crop (Carriere, Goodell, Ellers-Kirk, Larocque & Dutilleul et al. 2012).
Considering the ambivalent role of the landscape, we lack a general understanding of how
landscape composition and diversity influence pest infestation.

In this study, we focused on the cotton bollworm Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae). H. armigera is a polyphagous pest that causes yield losses to
several crops worldwide (Lu & Baker 2013). Manjunath et al. (1989) recorded about 180
cultivated and uncultivated plants species that have been attacked by H. armigera including
cotton, cereals such as maize and sorghum (Sharma 1985; Fefelova & Frolov 2008),
vegetables crops including tomato, soybean, and okra (Johnston, Gatehouse, Anstee 1993;
Naseri, Fathipour, Moharramipour, & Hosseininaveh 2009; Walker, Herman, Kale, &
Wallace 2010; Udamale, Moharil, Ugale, & Mankar 2013), and weeds plants as Cleome
viscosa (Marcos & Rejesus 1992; Nibouche 1994). The arrangement of crops and natural
vegetation across the landscape was proposed as a potential alternative or at least as a
complement to reduce insecticide treatments and achieve pest biocontrol (Landis, Wratten, &

Gurr 2000; Prasifka, Heinz, & Minzenmayer 2004). To implement this strategy requires
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knowledge not only on the habitat or host plant use that are beneficial to the pest and/or its
predators but also on the scale at which benefits are realized (Prasifka, Heinz, &
Minzenmayer 2004). The pest management strategy will be then based on the best scale at
which pest respond. However, for polyphagous and facultative migrant pest as H. armigera
this objective is not easy to achieve. The migratory behaviour of H. armigera is supposed to
be very punctual in time. It responds to physiological and ecological processes different from
the one acting during is “day to day” life in “favourable” landscapes. Therefore, H. armigera
iIs considered as a facultative migrant species, with local smaller scale movements
(Ramaswamy 1988) but able to travel long distances up to 160 km (Fitt 1989). Here, we focus
on spatial scales where the management can be driven through agricultural practices i.e. 500
m maximum around fields. By this way, we did not consider the migrating behaviour of
moths. In addition, landscape composition may encompass a large proportion of host plants of
H. armigera. Nibouche (1994) stated that cotton in West Africa is the preferred host plant of
H. armigera. Head et al. (2010) showed that H. armigera switch from C3 host plants in early
summer to C4 host plant in late summer by analysing stable carbon isotope ratios and
gossypol residues.

In this study, we investigated the effect of landscape composition and diversity in crop host
plants on the abundance and trophic origin of H. armigera in North Benin, West Africa. First,
according to the resource concentration hypothesis (Root 1973), we expect that a large
proportion of host plants in the landscape and in particular, a large proportion of cotton,
increase the abundance of H. armigera in fields. In another way, we hypothesize that H.
armigera abundance will be higher in landscape with more diversity of host plants. Second,
considering the trophic origin (larval diet) of H. armigera adults, we hypothesize that the more
there would be host plant with C3 photosynthetic pathway (C4 respectively) in the landscape,
the more we would find H. armigera showing C3 trophic origin (C4 respectively). In relation
with this statement, we expect that in landscapes where there is more cotton in proportion
relative to other crops, the more H. armigera showing gossypol signature (referring to cotton
trophic origin) would be abundant. To test these hypotheses, we trapped H. armigera moths in
37 cotton fields in northern Benin. Two methods were used to determine their trophic origin.
Stable carbon isotope (13C/12C) analyses of moth wings (Gould et al, 2002) and gossypol
residue analyses of moth bodies (Orth, Head & Mierkowski 2007) were used respectively to
estimate the proportion of H. armigera that fed on C3 or C4 plants as natal host plants and
cotton used in the landscape.
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1VV-4-2 Materials and methods

IV-4-2-1 Study site

The study was carried out near the town of Angaradébou (11°29°-3°20°N) in northern
Benin, West Africa (Fig. 11). Northern Benin is one of the most productive cotton areas in
West Africa (EIU 2008). This region is also one of the most infested by H. armigera (Cauquil
& Vaissayre 2000; Martin, Ochou, Djihito, Traore & Togola et al. 2005) with damage levels
of up to 50% of the cotton yield. The region is characterized by a tropical semi-arid and dry
southern Sahel climate, consisting of a dry season lasting 8 months (from October to mid-
May) and a rainy season (from the end of May to early October). The agricultural system is
based on smallholders farming (0.25-2 ha) of staple crops (maize, millet, sorghum, soybean,
cowpea, nuts) and larger cotton farms (5-10 ha). During the dry season, vegetable crops are
cultivated near wetlands and permanent rivers, and the overall cropped area declines by about
80% compared to the rainy season. Cotton is sown between end of May and middle July
during the rainy season and harvested from November to December. The main hosts’ plants

of H. armigera present in the study area are cotton, tomato, maize, and sorghum.

IVV-4-2-2 Landscape selection and analysis

We selected 37 cotton fields over 2 years (17 in 2011 and 20 in 2012). Due to crop rotations,
fields were not the same between the two years. The cotton fields were selected according to gradient
of landscape diversity based upon the proportion of host crop plants (cotton, tomato, maize, sorghum)
and semi-natural vegetation. Landcover was recorded in a 500 m radius buffer and integrated in a GIS
using ArcGiS 10 geographical information system (ESRI France, 2011). The choice of a 500 m radius
was a trade-off between the mean cotton field size (1ha, i.e. around 100 metres side) and our landcover
recording capacity in the field. The total study area was approximately 200 km?2 in 2011 and 1000 km?
in 2012. To investigate how local landscape influence the abundance of H. armigera and its trophic
origin, we focused on at three nested buffer sizes of radius of 100 m, 250 m and 500 m centered on
each selected cotton field (Fig. 39). For each buffer size, we extracted the proportion of cotton,
tomato, maize, sorghum, natural vegetation, the proportion of C; crop host plants; C, crop host plants
(Tab. 12). Landscape diversity in H. armigera host plant was calculated according to the Shannon
diversity index H [H=Y PiLogPi where Pi is the proportion of a crop host plants type considered in the
ith host plant category (cotton, tomato, maize, sorghum) (Shannon 1948)] (Tab. 12). The higher the

H-value, the more diverse in H. armigera host plants the landscape was.
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Tableau 12. Landscapes variables and their recorded ranges (in brackets) for the 37 cotton

fields, at the three spatial scales (100, 250 and 500 m).

Buffer 100 m Buffer 250 m  Buffer 500 m
Code Unit Variables mean [Min- mea [Min- mean [Min-
Max] n Max] Max]
Co % Proportion of 61 [11- 34 [6-70]
cotton 100] 26 [4-58]
To % Proportion of 1 [0-27] 1 [0-9]
tomato 1 [0-7]
Ma % Proportion of maize 16 [0-64] 24 [1-63] 24.67 [3-55]
So % Proportion of 2 [0-23] 4 [0-22]
sorghum 5 [0-18]
NV % Proportion of 8 [0-45] 18 [0-52]
natural vegetation 27 [5-56]
Others % Proportion of others 5 [0-33] 12 [0-54] 14 [0-39]
crops
H - Shannon diversity 0.5 [0.0- 0.85 [0.4- 0.75  [0.5-
index 1.2] 1.4] 1.1]
C3 % Proportion of C3 63 [11- 35 [6-70] 26.42 [4-58]
host plants 100]
C4 % Proportion of C4 18 [0-64] 28 [4-65] 30.8 [10-62]
host plants
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500m

Figure 39. The three nested buffer sizes of radius of 100 m, 250 m and 500 m centered on
each selected cotton field.

IV-4-2-3 Abundance of Helicoverpa armigera by light trapping

H. armigera abundance was monitored using light traps (mercury vapor lamps), three
poles and a white sheet where insects alight attracted by light. Light traps were installed
during September and November which correspond to the peak of infestation in the study
area. We installed light traps during 2h from the sunset (6h30 PM to 08h30PM) in the cotton
field edges to avoid damaging crop and for technical facility purposes (car battery sometimes
needed). This time period corresponds to the peak of H. armigera activity (Roome 1975;
Riley, Armes, Reynolds & Smith 1992; Topper 1987). With this trapping design, we tag
principally the local population located in cotton field and their surroundings. For control, we
installed light trap in a site without cultivated fields, in the National Park, which is located at
the border between Nord of Benin, Burkina-Faso and Niger. In 2011, light traps were
installed twice for each of the 17 fields. In 2012 light traps were installed six times for each of
the 20 fields. All individuals H. armigera were conserved in alcohol for bio-chemical

analyses.
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IV-4-2-4 Trophic origin of Helicoverpa armigera

Determining the C3 or C4 host plant use by H. armigera

Stable isotopes of carbon can be used to track trophic origin, discriminating
individuals having fed on C3 versus C4 plants (Brevault, Achaleke, Sougnabe, & Vaissayre
2008; Head, Jackson, Adamczyk, Bradley, Van Duyn et al. 2010; Baker & Tann 2013).
Indeed, host plants of different photosynthetic pathway (C3 plants, C4 plants) leave an
isotopic signature specific of the plants - on which the larvae fed on - in inert tissues (wings,
chitin) of the adult insect (Gould, Blair, Reid, Rennie, Lopez et al. 2002). The method
involves analyzing the ratio of carbon isotopes (6C) C12 and C13 (5 12C/3 13C).
For this study, we analyzed the wings of H. armigera trapped in the different landscape
contexts. We then separated individuals in two groups: the "C3-group" with 613C value of -
20%o or less represents individuals which fed at larval stage on C3 plants (plant utilizing the
C3 photosynthetic pathway, here cotton and tomato) and the "C4-group" with 613C value of -
15%0 or above represents individuals which fed on C4 plants (plant utilizing the C4
photosynthetic pathway, in this study mainly maize and sorghum) as described by Gould et al.
(2002).

Determining cotton use by H. armigera: Gossypol analysis

To determine the use of cotton as host plant, we analysed gossypol residues in moth
extract using method described by Head et al. (2010). Cotton presents a C3 photosynthetic
pathway, thus we analysed gossypol only on the C3-group. A total of 1079 (183 trapped in
2011 and 896 trapped in 2012) individual gossypol analyses were run.

IV-4-2-5 Statistical Analyses

We checked for no spatial autocorrelation in landscape variables with Moran's
correlogramms (Fortin & Dale 2005). Because agricultural landscapes are not organized
randomly, landscape analyses are often confronted to the correlation between variables. We
used partial least squares (PLS) approach to investigate the influence of the landscape context
on i) the abundance of H. armigera moths; ii) the proportion of moths from the C3 and the C,4
groups and iii) the proportion of moths which larvae fed on cotton (the gossypol group), at the

three spatial scales (buffer size of 100, 250 and 500 m). We choose the PLS approach because
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PLS relaxes is made to take into account of the collinearity among explicative variables. PLS
also properly manage data analysis where the number of predictor variables is higher than the

number of observations (Tenenhaus 1998).

The responses variables fall within the generalized linear model (GLM) thus we used a PLS
approach on generalized linear model (Bastien, Esposito Vinzi, & Tenenhaus 2005). Because
this approach has not been often used we also used another approach which consisted in
variable transformation with the help of the link function of the GLM (log for count and logit
for proportions). We also computed VIP (Variable Importance in the Projection) values for
each predictor’s variables at each buffer size. VIP values quantify the influence of each
variable on the ability to explain the variation in the responses variables. Variables with
VIP>1 are considered the most significant for the prediction of the response variable

(Tenenhaus 1998).

All statistical analyses were carried out using the free statistical software R 2.15.2 (R Core
Team 2013) with the package "plsRglm™ (Bastien, Esposito Vinzi, & Tenenhaus 2005) for the
PLS on GLM. We modified the code of the function because it accepts only 0-1 values in the
case of binomial family where we had number of successes and number of fails. We also

made a code to compute VIP values for the GLM-PLS procedure.
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IV-4-3 Results
Overall, 277 H. armigera moths in 2011 and 1352 in 2012 were trapped. Because H.

armigera was much more abundant in 2012 than in 2011 (Fig. 40), the two years were treated
separately in further results. We did not find any spatial autocorrelation between landscape

variables with Moran’s correlograms.

IV-4-3-1 Abundance of H. armigera

The whole GLM-PLS model explained 65% of the variance of the abundance of
moths (Tab. 13). According to VIP, the influence of landscape variables on abundance of H.
armigera varied according to spatial scales and year (Fig. 41; Tab. 13).

For both years, more the spatial scale increased and more variables became important
(VIP>1). In 2011, at the 500 m buffer size, the proportion of sorghum and the Shannon
diversity index in crop host plants (H) were both important and shared positive relationship
with H. armigera abundance (Fig. 41; Appendix A). In 2012, among the seven variables
included in the GLM-PLS, five variables were relevant at 500 m to explain H. armigera
abundance: the proportion of tomato, sorghum, natural vegetation, other landscape covers and
H. All these variables were positively correlated to the abundance of H. armigera (Fig.41;
Appendix A).

Tableau 13. AIC, null deviance, residual deviance and R-squared (%) for each of the 4 GLM-
PLS models performed.

Abundance  Cs-group  Cy4-group gossypol

AIC 489.9 137.1 136.8 128.8
Null deviance 1360 82.61 82.61 106
Residual 301.1 31.45 31.14 29.03
deviance

R-squared 64.53 61.93 64.86 72.61
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Figure 40. Total number of A) H. armigera moths trapped, B) Cs-moths trapped, C) C4-moths

trapped, D) moths positive to gossypol in 2011 and 2012.

134



Partie IV : Effet du paysage sur 'abondance et 'origine trophique des adultes d’H. armigera

[
=
=1
[N

N

N

N

=
=

=

Variable Importance in the
Projection

o
o
o

2012

[y
Ly
-

Variable Importance in the
Projection

Buffer 100 Buffer 250 Buffer 500

Figure 41. Variable Importance in Projection (VIP) of the landscape variables investigated to
predict abundance of H. armigera. VIP values were extracted from GLM-PLS performed at
the three nested spatial scales (buffers 100 m, 250m and 500m) for the two years (2011 and
2012). Variables above the black line (VIP>1) are defined as the most important to predict the
abundance of H. armigera. The signs (+) or (-) above represent the sign of the relationship
(see Appendix A for exact values). Refer to Tab. 12 for the complete name of variables.
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IV-4-3-2 C3 and C4 plant use of Helicoverpa armigera

Among individuals trapped in 2011, we analysed 240 moths for trophic origin. We
found that 76% (182 moths) with C3 trophic origin and 24% (58 moths) with C4 trophic
origin. Some individuals which were not assignable to one group or another were not used in
the rest of analyses (Appendix B). Among individuals trapped in 2012, we analysed 1009
moths and found that 87% (878 moths) of moths with C3 trophic origin, and 13% (111 moths)
with C4 trophic origin.

GLM-PLS used to explain the proportion of moths with C3 trophic origin (C4 respectively)
explained 62% (65% respectively) (Tab. 13). H was the most relevant variable whatever the
buffer size and the year, except in 2011 at the 100 m and 500 m buffers. At the 500 m buffer,
for 2011 and 2012, H was negatively correlated to the proportion of H. armigera with Cj
trophic origin. At the 250m buffer, the relation of H with the Cs-group abundance was
positive in 2012 (Fig. 42, Appendix C). On the contrary, the C4-group abundance was
positively related to H at buffer 100 m and 250m in 2011 and negatively correlated for both
buffers in 2012 (Fig. 42, Appendix D).

The proportion of C3 host plant in the landscape was also a relevant variable to explain the
proportion of individuals showing a Cs trophic origin but only in 2012, not in 2011. The
relation with Cz-group abundance was positive (Fig. 42A). The proportion of C4 host plant in
the landscape was a relevant variable to explain the proportion of individuals showing a C4
trophic origin whatever the year and the buffer size except at the 100 m buffer. The relation
with C4-group abundance was positive (respectively negative) at 500m buffer (respectively
250m) for both years (Fig. 42B). The proportions of natural vegetation and others crops were
never considered as important (VIP<1) whatever the year of study.
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Figure 42. Variable Importance in Projection (VIP) of the landscape variables investigated to
predict the proportion of H. armigera with (A) C3 trophic origin and (B) C4 trophic origin, at
the three nested spatial scales (buffers 100 m, 250m and 500m) for the two years (2011 and
2012). Variables above the black line (VIP>1) are defined as the most important to predict the
abundance of H. armigera. The signs (+) or (-) above represent the sign of the relation with
the response variable (see Appendix C and D for exact values). Refer to Tab. 12 for the
complete name of variables.
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IVV-4-3-3 Cotton use of Helicoverpa armigera using Gossypol analysis
From the moths showing Cs trophic origin, 20 % of moths (N=36 moths) were found
positive to gossypol in 2011 and 13% (N=113 moths) in 2012 (Fig. 43). GLM-PLS used to

explain the proportion of moths positive to gossypol explains 73% of the variance (Tab. 13).

Landscape diversity in host plant (H) was the most relevant variable whatever the buffer size
and the year. The proportion of individuals showing a positive signal to gossypol was
positively linked to H at buffer 250 m but negatively at buffer at 500 m both in 2011 and 2012
(Fig. 43, Appendix E). At buffer 100 m, H was positively linked to the proportion of
individuals showing a positive signal to gossypol in 2012 but the relationship was negative in
2011. The proportion of sorghum in the landscape is also a relevant variable to explain the
proportion of individuals positive to gossypol. Except at buffer 250 m (in 2011 and 2012), the
proportion of sorghum in the landscape was always negatively correlated to the proportion of
individuals positive to gossypol (Fig. 43, Appendix E). The proportion of tomato was
positively correlated to the abundance of moths with gossypol signature at buffer 250 m and
500 m. The proportion of natural vegetation was important only at buffer 500m. The
proportion of natural vegetation was negatively linked to the proportion of individuals

showing a positive signal to gossypol.
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Figure 43. Variable Importance in Projection (VIP) of the landscape variables investigated to
predict the proportion H. armigera which fed on cotton during their larval stage (gossypol
signature), at the three nested spatial scales (buffers 100 m, 250m and 500m) for the two years
(2011 and 2012). Variables above the black line (VIP>1) are defined as the most important to
predict the abundance of H. armigera. The signs (+) or (-) above represent the sign of the
relation with the response variable (see Appendix E for exact values). Refer to Tab. 12 for the
complete name of variables.
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1VV-4-4 Discussion

Our study aimed at investigate the influence of landscape composition and landscape
diversity crop host plants on H. armigera abundance and trophic origin according to three
spatial scales (100, 200 and 500 m). We showed that 500 m was the spatial scale for which
there was the most relationships between H. armigera (total abundance, C; and C,-group
abundance, gossypol-group abundance) and landscape variables. Although the effect and
importance of landscape variables vary according to the buffer size and the year, we found
that landscape diversity in crop host plant is a key factor determining H. armigera abundance

and its choice of host plant.

IV-4-4-1 Consider landscape variables at larger spatial scale

First of all, we showed a general trend towards a large number of important
explanatory variables as the spatial scale increased. We thus conclude that, among the three
spatial scales considered, the 500m one appears the most meaningful scale in explaining H.
armigera infestation. Schellhorn et al. (2008) argued that the mutivoltine and highly mobile
characteristics of H. armigera make pest management at individual crop and farm scales
flawed. Our result suggests that considering the landscape context around cotton fields is

essential to manage H. armigera outbreaks.

IV-4-4-2 The dominant effect of landscape diversity on Helicoverpa
armigera

Our results showed that landscape diversity in crop host plants was the key predictor to
explain the abundance of H. armigera and its trophic origin whatever the year and the spatial scale
(except at 100 m in 2011). Consistent with our results, Sivakoff, Rosenheim, Dutilleul and Carriere
(2013) show that, diversity of host plant in the landscape enhanced the abundance of Lygus hesperus a
polyphagous pest in cotton fields. The sign of the relationship of landscape diversity with the
abundance of H. armigera and its trophic origin vary according to the spatial scale. Overall, the
general trend of our results is that the pest H. armigera was more abundant in more diverse
landscapes. So, we validated our first hypothesis. Due to its polyphagous characteristic, H. armigera is

attracted to different host plants and its life cycle depends on the suitability of the host plant at a given
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period. Landscape diversity, encompassing diverse crop host plants, provides a range of refuges and

alternative resources which favor polyphagous species.

IV-4-4-3 A relatively weak role of the proportion of cotton

Focusing on the 500 m scale, we found that the more there were C3 or C4 host plants
in the landscape, the more there were H. armigera showing respectively Cs- or Cy-trophic
origin. But, our expectation that the proportion of cotton crops in the landscape would be the
most relevant predictor of H. armigera abundance and cotton used as resource was not
confirmed. So, our second hypothesis is partially validated. Contrary to the abundance of H.
armigera larvae (Tsafack, Menozzi, Brevault, Soti, Deconchat, & Ouin 2013), the abundance
of H. armigera adults did not respond to the resource concentration hypothesis. Previous
studies showed that cotton was the preferred host plant of H. armigera but was not always
selected for oviposition or foraging (Fitt 1989; Singh & Sidhu 1990; Nibouche, 1994).
Stephens et al. (1993) argued that insects experienced learning host selection. Indeed,
Cunningham et al. (1998) found that H. armigera adult experience can significantly affect the
relative acceptability of host plants to ovipositing or to foraging. In that way, learning may
alter the host plant preference of H. armigera for cotton and mask the effect of cotton
proportion in the landscape to explain variation on abundance and/or trophic origin. Another
hypothesis to explain our results concerns environmental cues for diapause. Diapause
constitutes a strategy by which insects avoid unfavourable conditions (Carriere, Roff, &
Deland 1995). Liu et al. (2010), experiencing diapause induction on H. armigera, found that
larval host plants may influence the occurrence of long diapause. In particular, they showed
that cotton plants induced diapause from twice to five times more than tomato and maize
respectively. So, in a landscapes displaying as favourable environmental and climatic
conditions as ours (Nibouche, 1994), we suspect that H. armigera avoid cotton with the aim

to avoid diapause.

IV-4-4-4 A signal towards the tomato trophic origin study

Contrary to the proportion of cotton in the landscape, we detect a cue of the
importance of the proportion of tomato to explain the abundance of H. armigera in the
landscape. We found a positive relationship with the abundance of H. armigera at buffer 500

m. In accordance, Lu and Baker (2013) found that tomato by providing earlier flowering
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opportunity may host H. armigera more than cotton and thus support the abundance of H.
armigera in the landscape. The relative importance of the proportion area of tomato was also
demonstrated for larval abundance in the landscape (Tsafack, Menozzi, Brevault, Soti,
Deconchat, & Ouin 2013). Tomato proportion area may probably explain a significant
proportion of individuals showing a C3-trophic origin as tomato plants undergo a C3
photosynthetic pathway (Eriksen, Selldén, & Skogen 1981). Nevertheless, we are not able to

state about a tomato-trophic origin because of a lack of tomato marker.

1VV-4-5 Conclusion

Our study focusing on various spatial scales confirmed that landscape context is
important for pest management studies. To our knowledge, this is the first study using the
trophic origin in order to determine the landscape diversity and composition influence on H.
armigera infestation. We showed that the landscape diversity in crop host plants is strongly
involved in explaining the abundance of H. armigera and its trophic origin. Therefore, we
advocate focusing on landscape diversity when studying and developing pest management
strategies. Among crop types, tomato requires particular attention as the proportion of tomato
in the landscape enhances the abundance of H. armigera. To completely validate these results,
we need to identify biomarkers able to characterize tomato trophic origin. Finally, our study
indicates that effects of landscape are not adequately characterized by short-term (one or two
years) studies. To fully understand landscape composition effects on H. armigera and provide
detailed recommendations for pest management, studies should encompass a long study time

period in order to reduce interannual variations.
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Appendix A. GLM-PLS estimates of landscape variables to explain the abundance of H. armigera. In

bold, coefficients of the most important variables (with VIP>1). -- indicates the absence of tomato

proportion in the 2011 dataset, so the variable was not integrated in the model for this year.

Landscape variables 2011 2012
Co100 +0.0033  +0.0015
Co250 +0.0026  -0.0020
Co500 -0.0003  -0.0019
To100 -- +0.0031
To250 -- +0.00464
To500 - +0.0886
Ma100 -0.0078  +0.0021
Ma250 -0.0037 +0.0073
Ma500 -0.0048  +0.0040
S0100 +0.0110 +0.0059
S0250 -0.0034  -0.0070
So0500 +0.0085 +0.0167
NV100 +0.0042 +0.0057
NV250 -0.0067  -0.0013
NV500 +0.0014 -0.0042
Others100 -0.0409 +0.0096
Others250 -0.0076  +0.0153
Others500 -0.0085 +0.0002
H100 +0.4984 -0.2242
H250 +0.3418 -1.5707
H500 +0.8594 +0.3638
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Appendix C. GLM-PLS estimates of landscape variables used to explain the proportion of H.

armigera with Cj; trophic origin. In bold, coefficients of the most important variables (with VIP>1).

Landscape variables 2011 2012

Cs; host plants100 +0.0050 +0.0095
C; host plants250 -0.0104 +0.0005
Cs host plants500 -0.0095 +0.0073
NV100 -0.0103  -0.0067
NV250 -0.0044 -0.0124
NV500 +0.0080 +0.0095
Others100 -0.0149 +0.0177
Others250 +0.0003 +0.0263
Others500 +0.0008 -0.0227
H100 +0.6551 +0.4594
H250 -0.4471 -0.4359
H500 -0.0884 -0.1350
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Appendix D. GLM-PLS estimates of landscape variables used to explain the proportion of H.

armigera with C, trophic origin. In bold, coefficients of the most important variables (with VIP>1).

Landscape variables 2011 2012

C, host plants100 +0.0031 +0.0079
C, host plants250 -0.0192 -0.0131
C, host plants500 +0.0023 +0.0074
NV100 +0.0121 +0.0115
NV250 -0.0001 +0.0114
NV500 -0.0151 -0.0148
Others100 +0.0034 -0.0221
Others250 -0.0068 -0.0262
Others500 -0.0059 +0.0351
H100 -0.2759  +0.3439
H250 +0.8396 +0.0395
H500 -0.1565 -0.9023
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Appendix E. GLM-PLS estimates of landscape variables used to explain the proportion of H.

armigera with fed on cotton during their larval stage (gossypol signature). In bold, coefficients of the

most important variables (with VIP>1). -- indicates the absence of tomato proportion in the 2011

dataset, the variable was not integrated in the model for this year.

Landscape variables 2011 2012

Co100 -0.0038 -0.0024
Co250 -0.0027 -0.0053
Co500 +0.0075 +0.0015
To100 -- -0.0230
To250 -- -0.0224
To500 -- -0.1143
Ma100 +0.0043 +0.0047
Ma250 +0.0008 +0.0004
Ma500 +0.0030 +0.0012
S0100 -0.0128 -0.0103
S0250 +0.0166 +0.0190
S0500 -0.0208 -0.0188
NV100 -0.0032 -0.0079
NV250 +0.0024 +0.0013
NV500 -0.0129 +0.0043
Others100 +0.0063 +0.0382
Others250 -0.0035 +0.0251
Others500 +0.0016 -0.0188
H100 -0.5221 +0.1276
H250 +1.1817 +1.1613
H500 -2.9390 -0.5343
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V-1 Une difficile détection d’une migration Sud/Nord

En Afrique de I’ouest, au Burkina Faso, Nibouche 1994 a étudi¢ la biologie et
I’écologie d’écologie d’H. armigera. Il a montré que les pics d’infestation d’H. armigera
observés dans le nord du pays coincidaient avec 1’arrivée de la mousson (le vent venant du
sud vers le nord). Dans notre étude, nous avons posé 1I’hypothése selon laquelle les individus
infestant les parcelles pendant les pics d’infestation étaient issus des populations migrantes.
Cette hypothése se subdivisait en trois points. Premiérement, le pic d’infestation se
déplacerait progressivement avec le vent du sud vers le nord au debut de la saison des pluies
et inversement a la fin de la saison des pluies. Deuxiémement, les populations d’H. armigera
observées pendant le pic d’infestation étaient des populations migrantes qui ont migré du sud
vers le nord a ’aide de la mousson. Troisiémement, nous supposions qu’a la fin de la saison
des pluies une nouvelle génération migrait vers le sud aidé par le vent venu du nord
(PHarmattan). La premiére hypothése est discutée dans la partie V.1.1 et les 2°™ et 3™
hypothéses sont discutées dans la partie V.1.2.

V-1-1 Une absence de déplacement sud/nord du pic d’infestation

Nos résultats ne montrent pas de déplacement temporel du pic d’infestation entre le
sud et le nord du Bénin (Partie 11-4). Les pics d’infestation entre les sites étudiés le long du
gradient sud-nord apparaissent a la méme date : le 02 octobre. On observe par ailleurs une
forte densité d’H. armigera dans le nord par rapport au sud toute 1’année. Deux hypothéses
peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat : i) les populations des différents sites sont
locales i1) les populations ne se déplaceraient que sur de courtes distances de 1’ordre de 50-
100 kilométres maximum. Nous allons confronter ces deux hypothéses aux études sur H.

armigera rencontrés dans la littérature.

Concernant la premicére hypothése selon laquelle I’absence de déplacement du pic
d’infestation sud/mord s’expliquerait par le fait que les populations observées dans les
différents sites sont locales, il faut noter que H. armigera est un migrant facultatif, qui migre
seulement si les conditions de vie (tempeérature, ressources) sont défavorables. L hypothése
posée aurait pu étre vérifiée si les conditions locales étaient continuellement favorables pour
le développement d’H. armigera. Mais, il apparait que le nord du Bénin (notre étude) comme

I’ouest du Burkina-Faso (Nibouche 1994) est caractérisé par une longue saison séche avec
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une absence de cultures dans les paysages agricoles. Les sols étant laissés a nu a la fin de la
saison des pluies. Seuls les périmetres maraichers le long des cours d’eau permanents
pourraient constituer une ressource pour les populations d’H. armigera. De plus, Nibouche
(1994) pendant la saison seche (entre novembre et juin) sur deux années (1993 et 1994) a
creusé des parcelles ayant abrité du cotonnier (pendant la précédente saison des pluies) et de
la tomate attaquées par H. armigera. Sur 23800m? d’anciennes parcelles de coton et 1100 m?2
d’anciennes parcelles de tomate, ils ont obtenu respectivement pour coton et tomate 8
chrysalides et 1 chrysalide. Ces 9 chrysalides constituent le nombre d’individus qui sont
entrés en diapause pour attendre la saison des pluies pour des meilleures conditions de
développement. Ce nombre étant nettement inférieur au nombre d’individus attendus pour une
telle surface creusée, nous supposons que la majorité des individus n’entrent pas en diapause
mais se déplacent vers des refuges/foyers (maraichers) pour continuer leur cycle de vie ou ne

survivent pas a la diapause.

Concernant la seconde hypothése selon laquelle 1’absence de déplacement du pic d’infestation
du sud vers le nord du Bénin s’expliquerait par des déplacements des populations sur de
courtes distances. En effet, le nord du Bénin qui constitue la région la plus productrice de
coton au Bénin est éloignée de seulement une centaine de kilometres du fleuve Niger qui est
un fleuve permanent toute I’année (Fig. 11). Ce fleuve alimente les parcelles maraichéres
(tomates, piments et oignon principalement) installées a proximité presque toute 1’année. La
tomate étant une plante hote d’H. armigera, ce site pourrait constituer un foyer pour les sites
du nord. De méme dans le sud, la présence de nombreux cours d’eau alimentant les cultures
maraichéres favorisent le maintien local des populations d’H. armigera. Nous supposons que
les individus se déplaceraient sur de petites distances et formeraient des sous-populations
locales. Le test de la tomatine comme marqueur de la plante hote de 1’individu adulte capturé
ne s’étant pas réveélé concluant, une possibilit¢ pour tester 1’hypothése selon laquelle les
individus infestant le cotonnier proviendraient des périmetres maraichers du Niger

(Malanville) serait de tester la résistance aux insecticides (Brevault et al. 2008)).

Les deux hypotheses preésentées ci-dessus n’excluent pas la présence des populations
migrantes d’H. armigera. La pertinence des outils utilisés pendant notre étude a été aussi
discutée dans les Parties I1-2 et I11-3. La partie V-1-2 synthétise les résultats principaux que

nous avons obtenus.
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V-1-2 Des difficultés méthodologiques pour connaitre I’origine
geographique des individus au Benin (Isotopes stables de

I’hydrogene, Analyse flore bacterienne).

Nous avons posé les hypotheses selon lesquelles i) les individus observes dans les
parcelles de cotonnier au nord du Bénin en septembre étaient issus des populations qui ont
migré du sud vers le nord aidé par des vents (la mousson). Et inversement ii) a la fin de la
saison des pluies, une nouvelle génération se déplacait du nord vers le sud grace au vent du
nord ; I’Harmattan. Pour tester ces deux hypothéses, parmi le large éventail de méthodes qui
existent dans la littérature pour I’analyse de la migration (Partie I1-1), nous avons choisi deux
méthodes qui nous paraissaient les mieux adaptées aux conditions de terrain dans le Nord-
Bénin. Il s’agit de ’analyse de la composition en isotopes stables de I’hydrogéne (6H) (Partie
I1-2) et de I’analyse de la flore bactérienne (Partie 11-3) hébergée par les insectes. Aucune
étude ayant utilisé ces méthodes n’ayant été faites dans le contexte de 1’Afrique de 1’ouest,

nous avons commencé notre travail par une phase de mise au point méthodologique.

Dans la littérature, 1’analyse d’6H pour déterminer 1’origine géographique est assez courante.
Cette méthode a connu un franc succeés depuis les années 2000 (Wassenaar et Hobson 2000 ;
2003). Elle a été utilisée pour déterminer ’origine géographique du monarque aux USA
(Wassenaar et Hobson 1998). En Europe, Brattstrom et al. 2008 1’ont utilisé pour déterminer
I’origine trophique des populations du paon européen (Inachis io). La méthode parait
accessible, mais elle présente toutefois des exigences a respecter pour obtenir des résultats
fiables. Nos résultats n’ont pas montré de différence d’origine géographique entre les
individus analyseés. La qualit¢é de ces simulations dépend du nombre de stations
météorologiques disponibles pour les calculs, ce nombre est assez faible en Afrique de
I’Ouest (moins d’une dizaine). Il est probable que I’analyse des dH n’est pas assez sensible
pour discriminer 1’origine géographique des individus H. armigera piégés entre le nord et le
sud du Bénin. La procédure appliquée pour cette mise au point méthodologique reste
néanmoins discutable. Une des limites les plus probables concerne la résolution liée a la
latitude. En effet Meehan et al. (2001) ont montré qu’il existait une résolution latitudinale
seuil (>1,5°) pour discriminer 1’origine géographique des populations d’oiseaux (épervier de
Cooper). Ce seuil n’est pas connu pour les insectes. Cette mise au point méthodologique
nécessitant des analyses plus pointues (et colteuses), nous avons fait le choix dans le cadre de

cette thése de ne pas poursuivre cette mise au point méthodologique.
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Par ailleurs, nous avions également choisi de mettre au point 1’analyse de la flore bactérienne
par DGGE (Electrophorese par Gel en Gradient Dénaturant). Cette méthode innovante n’avait
pas de précédent d’étude chez les 1épidopteres, ni dans le contexte de 1’ Afrique tropicale. Nos
résultats ont montré des similitudes entre les flores bacteriennes des individus témoins
provenant d’un méme site et des différences entre les individus adultes piégés dans les
parcelles. Comme la précédente méthode, cette méthode présente aussi des biais. Dans la
littérature, les résultats sont trés controversés a ce sujet. Certaines ont montré que la flore
bactérienne était corrélée a 1’origine géographique (Le Nguyen et al. 2008 a et b ; El Sheikha
et al. 2009), d’autres au type d’habitat (Haynes et al. 2003 ; Zouache et al. 2011), d’autres au
régime alimentaire (Xiang et al. 2006 ; Kopecny et al. 2010 ; Priya et al. 2012) et d’autres
encore a 1’age ou stade de développement de 1’espéce étudiée (Dillon et al. 2010). Nos
résultats montrent une forte diversité dans la composition bactérienne entre les individus
d’une espéce polyphage, ce qui n’a pas permis d’établir une corrélation entre la composition

bactérienne et 1’origine géographique. (Partie 11-3).

Au final, il ressort de ces travaux de mises au point que les méthodes (Deutérium et flore
bactérienne) ne permettent pas au stade actuel des données disponibles de déterminer I’origine
géographique des individus H. armigera analysés au Bénin. Les hypothéses que nous avons
posées selon lesquelles qu’il existerait une migration sud/nord au début de la saison des pluies

et une autre nord/sud a la fin de la saison des pluies n’ont pas pu étre testées.

Le choix des méthodes a mettre au point a été guidé par un compromis entre le colt des
méthodes, le temps de travail, les possibilités de conservation des échantillons sur le terrain,

la disponibilité du personnel pour la mise au point de 1’analyse de la flore bactérienne.

Nous avons poursuivi cette étude par une analyse des effets des variables locales sur
I’abondance de larves d’H. armigera dans une parcelle de cotonnier. Nous avons posé
I’hypothese que si les variables locales a la parcelle avaient un effet sur 1’abondance des
larves alors, on pourrait supposer que les populations soient plus locales que migrantes. Dans
la partie suivante, nous discutons de nos résultats sur les études des effets des pratiques

agricoles sur I’infestation.
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V-2 Les variables locales influencant I’abondance des

larves d’Helicoverpa armigera.

Des études ont montré que les pratiques de ’agriculteur au niveau de la parcelle
avaient un effet sur la biodiversité (Ammann 2004 ; Landis et al. 2000) et par consequent sur
I’abondance des ravageurs (Abd-Ramou et Simmons 2012; Duyck et al. 2012). Les travaux de
Renou et al. 2011 ont montré que 1’écimage manuel des cotonniers en plein stade de floraison
réduisait nettement ’infestation d’H. armigera. En effet, dans des parcelles de cotonnier, ils
ont montré que 1’écimage des cotonniers 15 jours apres la premiére fleur réduisait de 56% le
nombre de larves dans la parcelle sans effet sur le rendement final de la parcelle. De méme,
Lu et Baker (2013) ont montré que les parcelles de cotonnier préalablement labourées étaient
moins infestées par H. armigera que celles qui n’avaient pas été labourées. 1Is montrent
également que I’irrigation de la parcelle en détruisant les chrysalides réduit I’infestation.
Plusieurs études ont montré que la rotation de culture avait un effet soit sur les interactions
ravageurs-ennemis naturels (Thies et al. 2008) soit sur I’abondance des ravageurs (Koenning
et al. 1995, Mock et al. 2012). En effet, Koenning et al. (1995) ont montré dans des parcelles
de soja suivies pendant six années que la densité du nématode Heterodera glycines, principal
ravageur de soja, était plus faible dans des parcelles ayant un précédent cultural différent du
soja. Plus récemment, Mock et al. 2012 confirment ces résultats. lls ont comparé la densité
d’H. glycines dans les parcelles de soja et ont montré que les parcelles de soja ayant un
précédent cultural mais étaient moins infestées que celles qui avaient un précédent cultural

soja.

Par ailleurs, la date de semis est un facteur tres important pour les agriculteurs. Les
dates de semis sont généralement fonction des conditions climatiques de chaque région ; elles
définissent de ce fait le calendrier cultural d’une région. Des études montrent que la date de
semis peut aussi avoir un effet sur 1’infestation dans une parcelle. Dans cet ordre d’idée,
Dosdall et al. 1996 ont montré qu’un semis tardif (fin mai) de colza avait un effet négatif sur
I’infestation par les mouches cruciféres Delia spp. lls ont en effet observé une différence
significative entre le nombre d’ceufs de D. radicum et D. floralis entre les parcelles semées tot
(debut et mi- mai) et celles semées tard (fin-mai). L’endommagement racinaire était plus
prononcé dans les parcelles semées t6t par rapport a celles semeées tardivement. Ils ne
préconisent cependant pas des semis tardifs parce qu’ils ont remarqué que méme si la parcelle

était moins infestée, les rendements étaient néanmoins plus faibles. Pour des parcelles de
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niébé également, Asante et al. (2001), ont aussi montré que la date de semis était un
parametre qui influencait les populations des pucerons Aphis craccivora Koch. Dans une
autre mesure, de nombreuses études montrent que 1’apport d’intrants chimiques notamment

les pesticides influence négativement I’infestation dans une parcelle.

S’appuyant sur ces études, nous avons testé les effets des pratiques agricoles les plus
communément observées dans notre zone d’étude sur I’infestation des parcelles de cotonnier
par les larves d’H. armigera (Partie Ill). Ainsi, nous avons testé les effets de la fréquence
d’application des pesticides, de la date de semis, de la fréquence de sarclage manuel et du

précédent cultural sur I’infestation d’H. armigera (Tsafack et al. 2013).

Les résultats de notre travail confirment ceux des études précédentes : les pratiques agricoles
ont un effet sur I’infestation dans une parcelle. Nous avons montré que le semis tardif (début-
juillet) avait un effet significatif et négatif sur ’infestation des parcelles de cotonnier. Par
contre les parcelles semées fin-mai ou en juin étaient les plus infestées. En effet, le cotonnier
étant attractif pendant sa phase de floraison et la majorité des parcelles de cotonnier étant
semées entre fin-mai et en juin, nous supposons de ce fait que le pic d’infestation étant passé
avec la période d’attractivité de la majorité des parcelles, les parcelles semees tardivement
sont protégées de l’infestation. Toutefois, nous n’avons pas comparé les rendements aux
différentes dates de semis ; ce résultat est donc a prendre avec précaution. Par ailleurs, nos
résultats ont montré que la fréquence de sarclage et la fréquence de traitement étaient aussi
des variables qui influengaient significativement I’infestation d’H. armigera dans une
parcelle. Comme Lu et Baker (2013), nos résultats ont montré que les parcelles les plus
sarclées étaient les moins infestées. Dans notre zone d’étude, les parcelles étaient sarclées en
moyenne trois fois. Les plus sarclées ’étaient quatre fois et les moins une seule fois. En
mettant cette fréquence en rapport avec la période d’attractivité du cotonnier (période de
floraison), nous avons constaté que le troisieme sarclage était réalisé juste pendant la période
d’attractivité. Nous supposons que ce troisieme sarclage détermine aussi la vulnérabilité face
a ’infestation des cotonniers dans la parcelle. Une parcelle sarclée a cette période serait ainsi
moins vulnérable. Cette supposition confirme les hypotheses proposées par Heinrichs (1988)
qui stipule que les plantes les plus stressées et donc les moins vigoureuses seraient les plus
vulnérables a I’infestation. Concernant la fréquence de traitement, avec surprise, nos résultats
ont montré que plus une parcelle était traitée aux pesticides, plus elle était infestée. Aucune

autre étude dans la littérature n’a montré de tels résultats ; nous supposons que les dosages ou
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la qualité des pesticides utilisés dans le Nord Bénin ne sont pas adaptes pour la lutte contre H.
armigera. Il est également possible que les populations d’H. armigera présentes dans cette
zone d’étude soient des populations résistantes aux pesticides utilisées comme 1’a montré
Brévault et al (2008) a propos de populations d’H. armigera dans le Nord-Cameroun. Enfin,
nous avons aussi analysé les effets du précédent cultural sur I’infestation d’H. armigera.
Notre analyse était basée sur 1’hypothése selon laquelle H. armigera pouvait entrer en
diapause dans le sol d’une parcelle qu’il avait précédemment infestée puis émerger pour
infester de nouveau la parcelle. Dans notre zone d’étude, les parcelles de cotonnier pouvaient
avoir pour précédent cultural des parcelles de tomate précédemment infestées par H.
armigera. Nos résultats ont montré que le précédent cultural avait un effet significatif et
positif sur I’infestation. Nous avons montré que les parcelles de cotonnier qui étaient
précédées de tomates étaient les plus infestées et celles précédees du mais étaient les moins
infestées (Tsafack et al. 2013). En effet, bien que la diapause soit un stade facultatif pour de
nombreux lépidoptéres polyphages en zone tropicale du fait de la présence continue de
ressources (Hackett et Gatehouse 1982 ;Hardwick 1965 ; Carriere et al. 1995 ; Liu et al..
2010), Nibouche (1994) a montré qu’H. armigera pouvait entrer en diapause durant la saison
séche pendant au moins deux-trois mois pour attendre des conditions favorables. Ainsi, du fait
que les parcelles de tomates dans la zone d’étude soient souvent cultivées jusqu’au mois de
mars, H. armigera pourrait entrer en diapause et y rester pendant trois-quatre mois attendant
la période de floraison de la parcelle de coton installée a la place de la précédente parcelle de

tomate.

Ces résultats montrent que 1’abondance d” H. armigera dans une zone est aussi déterminée
par des facteurs locaux comme les pratiques agricoles. Nos résultats confirment que la
diapause facultative est une des caractéristiques physiologiques pertinentes d’H. armigera
pour le choix de la parcelle héte. Ce qui peut nous conduire a penser que les populations
migrent trés peu. Pour compléter ces résultats, nous avons analysé les effets des variables

paysagéres sur I’abondance d’H. armigera.
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V-3 Les variables paysagéres influencant ’abondance des

adultes et des larves d’ Helicoverpa armigera.

Pour identifier les déterminants de I’installation d’H. armigera dans une parcelle de
cotonnier, nous avons testé les effets des variables paysagéeres premi¢rement sur 1’abondance
des larves (Partie Il1) et des adultes (Partie 1V-4) ; et ensuite sur 1’origine trophique des
adultes (Partie IV-4). Pour analyser 1’abondance des larves d’H. armigera dans les parcelles

de cotonnier, nous avons posé trois hypothéses. La premiere : ’hypothése de la concentration

des ressources développée par Root (1973) qui prédit une corrélation positive entre les

herbivores (comme les ravageurs) et la densité des ressources (plante hote). En effet, en
Afrique de I’ouest, Nibouche (1994) a montré que le cotonnier était la plante hote privilégiee
d’H. armigera. En posant cette hypothése nous avons supposé que dans un environnement
paysager composé d’une forte densité de cotonniers, adultes ou larves d’H. armigera seront

plus abondants. La deuxiéme : I’hypothése de 1’hote alternatif ou nous stipulons que la

présence d’autres plantes hotes d’H. armigera dans un environnement paysager pourrait
diluer I’abondance d’H. armigera dans la parcelle de cotonnier étudiée. Les plantes hotes d’H.
armigera alternatives au cotonnier, présentes dans la zone d’étude étaient la tomate, le mais et
le sorgho en plus faible proportion. Nous avons supposé que si ces plantes hétes étaient
présentes dans I’environnement paysager d’une parcelle de cotonnier, alors elles pourraient
servir de refuge en dehors de la période d’attractivité du cotonnier. La troisieme : I’hypothése

du réle ambivalent de la végétation naturelle ol nous supposons que la proportion de

végetation naturelle dans un environnement paysager pouvait, soit augmenter 1’abondance
d’H. armigera dans une parcelle de cotonnier voisine en hébergeant des plantes hotes d’H.
armigera, soit diminuer I’abondance d’H. armigera en constituant un refuge pour les ennemis

naturels d’H. armigera.

Parallelement, d’une fagon générale, pour comprendre la contribution des plantes hdtes a
I’infestation d’H. armigera dans une parcelle de coton, nous avons cherché une relation entre
’origine trophique et les plantes hotes dans le paysage groupées par type photosynthétique
(C3/C4). Nous avons pour cela analyser les proportions d’isotopes stables de carbone sur les
ailes des adultes pour obtenir leur I’origine trophique. Enfin, pour approfondir cette étude
nous avons essayé de voir s’il y’avait une relation entre la proportion de cotonnier dans le
paysage et I’origine trophique — cotonnier d’H. armigera. Le gossypol molécule spécifique au

cotonnier est séquestré dans le corps des adultes s’étant nourri de cotonnier pendant leur stade
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larvaire. Nous avons obtenu 1’origine trophique-cotonnier des adultes en analysant les résidus

de gossypol chez les adultes (Partie 1V-4).

Le choix méthodologique pour I’analyse paysagére d’H. armigera a été fastidieux pour

plusieurs raisons. Nous discutons de ce choix méthodologique dans la partie suivante.

V-3-1 Quelle approche paysagere pour un papillon migrateur facultatif ?

Pour tester nos hypothéses posées et répondre au deuxieéme volet de notre question de
recherche « Quels sont les facteurs paysagers qui seraient les moins favorables a la présence
d’Helicoverpa armigera ? », nous avons di mettre au point un protocole adapté a I’espece
étudiée mais aussi au contexte de I’Afrique de 1’Ouest. En effet, la noctuelle H. armigera
présente plusieurs caractéristiques qui rendent les études de ses déplacements particulierement

complexes. H. armigera est un migrant facultatif: des études ont montré qu’H. armigera

pouvait se déplacer sur de longues distances (~1000 km) (Feng et al. 2009, Fitt. 1989) et a
haute altitude (~1,2km du sol).Cependant, Fitt et al. (1995) ont également montré que ces
déplacements dépendaient aussi des ressources présentes sur le site d’émergence des
chrysalides. A I’aide de la méthode de capture-marquage-recapture (Partie 11-1) , ils ont
montré qu’H. armigera effectuait des déplacements de courtes distances tant que les
ressources étaient suffisantes pour son développement. Les résultats de Cunningham et al
(1998a et b) confirment les précédents. lls ont montré qu’il y avait un apprentissage chez la

femelle H. armigera qui pondaient ses ceufs dans les parcelles ou elle trouvait a se nourrir

elle-méme (nectar donc plantes hotes en floraison). La présence de ressources semble étre le
facteur déterminant des déplacements d’H. armigera. H. armigera est un aussi un

diapausant facultatif : la diapause étant le stade de dormance prolongée entre le stade larvaire

et le stade adulte. Chez H. armigera, I’entrée en diapause est influencée par la photopériode,
la température (Li et al. 1981 ; Nibouche 1994 ; Jallow et Matsumura 2001) et par le type de
plante héte (Liu et al. 2010). Les résultats de Liu et al. (2010) ont montré au laboratoire que le
nombre d’individus nourris sur cotonnier qui entraient en diapause était plus important que
ceux nourris sur tomate ou mais. Ils ont conclu que, des sept plantes héte étudiées, le
cotonnier était celle qui induisait le plus la diapause. Plus récemment, les études de Chen et al
2014 ont montré que la durée de vie des individus qui avaient diapausé était plus longue que

celle des individus qui avaient effectué un développement direct sans diapause. Le type de
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plante hote semble étre parmi les facteurs cités un des plus pertinents qui induit la diapause

chez H. armigera.

De plus H. armigera est un aussi polyphage; en Inde, il a été observé sur environ 180 especes
de plantes (Manjunath et al. 1989), en Australie sur pres de 172 (Zalucki et al. 1994) et en
Afrique de I’ouest sur une vingtaine d’espéces (Nibouche, 1994). Il présente un fort taux de
fécondité et en consequence des caractéristiques suscitées, H. armigera est multivotin
(plusieurs génération dans 1’année) quand les conditions sont favorables comme en Afrique de

I’Ouest dans notre zone d’étude.

Il ressort de la littérature que les ressources et le type de plante hdtes dans le paysage
déterminent I’installation d’H. armigera dans une parcelle. Nous avons orienté de ce fait notre
recherche vers les éléments du paysage qui expliquaient cette installation. Les piégeages
lumineux ont été privilégiés afin de prélever a la fois les individus males et femelles. Le
comportement des individus varieraient selon le sexe dans une parcelle (Cunningham et al.
1998a). Aussi, 1’étude de I’origine trophique de H. armigera apporte un plus. L’étude des
déterminants paysagers de 1’origine trophique apportent des précisions sur le type de plante
hote qui attire H. armigera dans le paysage. Pour I’analyse de 1’origine trophique, il était donc
nécessaire de mettre au point des outils qui permettaient de déterminer le type de plante héte
sur lequel s’étaient nourris les adultes pendant leur stade larvaire et comprendre de ce fait le
comportement d’H. armigera pendant la ponte. Dans la littérature, I’analyse des isotopes
stables du carbone représente 1’outil par excellence pour déterminer 1’origine trophique des
insectes polyphages comme H. armigera (Partie 1l-1). Cet outil n’est cependant pas
suffisamment précis car ’information concernant 1’origine trophique s’arréte au type
photosynthétique de la plante hote sur laquelle s’est nourri I’adulte pendant sa phase larvaire.
Orth et al. 2007 ont mis au point une méthode de détermination des métabolites secondaires
des plantes hotes séquestrées chez les ravageurs polyphages. lls ont ainsi détecté la cotinine
(glyco-alcaloide pécifique au tabac) et le gossypol (glyco-alcaloide spécifique au cotonnier)
chez Heliothis virescens dans le but de comprendre lesquelles des deux plantes hotes attiraient
le plus ce ravageur dans le paysage. En se basant sur cette méthode, I’analyse du gossypol a
été utilisée dans notre étude pour déterminer 1’origine trophique des adultes piégés. Le
paysage de la zone d’étude étant composé de plantes hotes autre que le cotonnier, nous avons

essay¢ de mettre au point également 1’analyse de la tomatine, marqueur de la tomate. Les
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résultats montrent que la tomatine n’est pas séquestrée chez 1’adulte (Partie 1V-2) et ne nous

permettent pas d’utiliser la tomatine comme marqueur de la tomate.

Un autre choix méthodologique déterminant dans cette étude a été le choix de I’échelle
spatiale. S’il est certain que les déplacements des larves d’H. armigera ne dépassent pas
I’ordre d’une dizaine de métres, ceux des adultes par contre sont plus complexes a déterminer
pour toutes les raisons suscitées. Par conséquent, nous avons fait le choix de distinguer la
distribution des larves et celle des adultes dans le paysage. Concernant les adultes, nous avons
analysé les mouvements de routine. L’échelle spatiale pour 1’étude de 1’abondance des larves
était de 500 metres autour du centre de la parcelle de cotonnier étudiée (Partie Il1). Pour
I’é¢tude de I’abondance et de 1’origine trophique des adultes nous avons choisi les échelles
100, 250 et 500 metres respectivement pour capter les échanges avec 1’environnement
immédiat, intermédiaire et maximal par rapport au relevé de la couverture végétale

disponible.

V-3-2 Une proportion en plantes hétes dans un paysage explique I’infestation larvaire
dans les parcelles de cotonnier.

Nos résultats ont montré que la composition d’un paysage déterminait 1’installation
larvaire d’H. armigera dans une parcelle de cotonnier (Partie Il1) : la proportion de cotonnier
dans le paysage serait positivement corrélée a 1’abondance des larves dans les parcelles de
cotonnier étudiées. Ce résultat confirme I’hypothése de la concentration des ressources (Root,
1973). De méme, nous avons observé que la proportion de tomate était aussi positivement
corrélée a I’infestation. Ce résultat rejoint celui montré par Lu et Baker (2013) en Chine. Il
est alors évident que la tomate qui fleurit plus t6t et plus souvent que le cotonnier constituerait
un foyer d’infestation pour les parcelles de cotonnier voisines. A contrario, nos résultats ont
montré que la proportion de mais dans le paysage n’avait pas d’effet significatif sur
I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier voisines. La corrélation observée
est négative et ’approche d’information théorique que nous avons utilisée pour I’analyse
statistique a montré que la proportion de mais dans le paysage était la variable la moins
importante dans le classement des neuf variables utilisées dans le modele. Ce résultat peut
étre expliqué par les études sur le comportement d’H. armigera décrit par Firempong et
Zalucki (1990) (cité dans Jallow et al. 2004). Ils ont montré qu’en Australie dans les

conditions naturelles, concernant la ponte, le mais était une plante hote préférée devant le
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cotonnier. En Russie, Fefelova et Frolov (2008) ont aussi montré que H. armigera préférait
pondre ses ceufs sur mais plutdt que sur cotonnier. En Afrique de 1’ouest, Nibouche (2008) a
montré que la période d’attractivité du mais était trés courte (environ deux semaines) par
rapport a celle du cotonnier ou de la tomate (Fig. 13). Nous posons I’hypothése que si les
dates de semis des parcelles de mais étaient décalées, la proportion de mais pourrait avoir un
effet négatif sur I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier voisines, ceci en
attirant une part non négligeable de larves dans le paysage. Nos résultats montrent en effet
que sans étre significatif, la relation entre la proportion de mais dans le paysage et
I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier est négative.

Par ailleurs, nos résultats ont montré un effet significatif et positif de la proportion de
végetation naturelle dans le paysage sur I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de
cotonnier voisines. En adoptant la définition de la complexité du paysage proposé par Thies et
Tscharntke (1999) selon laquelle la complexité du paysage est représentée par la proportion
d’éléments naturels (végétation naturelle dans ce cas d’étude), nous avons conclu que la
complexité du paysage favorisait I’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonniers
voisines (a la végétation naturelle). Or, dans la littérature les études montrent que la
complexité du paysage est plutdt positivement corrélée au parasitisme des ravageurs et donc
négativement (par feedback négatif) aux dégats dans la parcelle (Thies et Tscharntke 1999;
Gardiner et al. 2009 ; Rusch et al. 2012). De méme, la majorité des études concernant 1’effet
de la proportion de végétation naturelle sur la lutte biologique, ont montré que généralement
la relation était positive. Bianchi et al (2006) ont compté 20/24 études ou la relation entre la
proportion de la végétation naturelle et I’activité des ennemis naturels était positive. Nos
résultats s’accordent avec ceux de Bianchi et al (2006) qui ont montré que I’activité des
ennemis naturels n’était pas toujours proportionnelle a une baisse du nombre de ravageurs
dans une parcelle. De ce fait nous considérons comme Nibouche (1994) que la présence de
Cleome viscosa, une adventice dans la vegetation naturelle, pourrait constituer un foyer pour
H. armigera d’infestation en attendant la floraison des parcelles de cotonnier voisines. Nous
n’avons pas étudié 1’abondance des ennemis naturels et donc nous ne pouvons pas statuer
quant a I’activité des ennemis naturels en fonction de la proportion de végétation naturelle

dans le paysage.

Pour faire le lien avec les effets des pratiques agricole sur I’infestation, a 1’aide de 1’approche

théorique de l’information utilisée pour 1’analyse statistique nous avons montré que les
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pratiques agricoles étaient plus importantes que les variables paysagéres pour expliquer
I’infestation d’H. armigera dans une parcelle de cotonnier. Parmi les variables paysageres, la
proportion de tomate est ressortie comme étant la variable paysagere la plus importante
(importance de 96%) suivi par la proportion de cotonnier (80%) et de la végétation naturelle
(71%). L’hétérogeénéité du paysage (que nous avons calculé a I’aide de I’indice de Shannon)
et la proportion de mais étaient les variables paysageres les moins importantes avec une

valeur relative d’importante de 54% et 42% respectivement (Partie I11).

V-3-3 Abondance et origine trophique des adultes d’ Helicoverpa

armigera.

Dans la partie IV de notre travail, nous avons voulu identifier les déterminants
paysagers de I’abondance et de 1’origine trophique des adultes d’H. armigera. Deux résultats
majeurs ressortent de cette analyses : i) La diversité du paysage influence 1’abondance et
I’origine trophique des adultes d” H. armigera et ii) L’origine trophique d’H. armigera n’est

expliquée ni par la proportion du cotonnier, ni par celle du mais dans le paysage.

L’hypothése des ennemis naturels de Root (1973) stipule que I’activité des ennemis naturels
est stimulée dans un paysage de forte diversité ce qui indirectement réduit 1’abondance des
ravageurs dans le paysage. Dans la littérature plusieurs meta-analyses ont confirmé cette
hypothése et ont montré de ce fait que la diversité du paysage était négativement corrélée a
I’abondance des ravageurs (Bianchi et al. 2006; Gardiner et al. 2009 ; Letourneau et al. 2011).
Ces études ont également montré que la validit¢é de I’hypothése des ennemis naturels
dépendait aussi d’autres facteurs comme le climat (tropical vs tempére), les caractéristiques
nutritives de I’espece €étudiée, ravageur ou ennemi naturel (généraliste, spécialiste). Dans une
autre étude, Capinera (2005) a montré que les ravageurs dont le cycle de développement
dépendait aussi des espaces naturels pouvaient ne pas répondre a cette hypothése des ennemis
naturels posée par Root (1973). Dans notre étude, H. armigera trouve également des plantes
hotes dans la vegeétation naturelle (Cleome viscosa). De plus c¢’est un ravageur polyphage. H.
armigera, bien qu’ayant une préférence pour le cotonnier, peut infester la majorité des plantes
cultivées composant les paysages que nous avons étudiés. Notre étude a montré que le
caractére polyphage d’H. armigera favorise 1’adaptation de ce dernier dans tous les paysages

composés de ses plantes hotes (Partie V). Nous n’avons pas pu dans ce cas identifier
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clairement quelles étaient les plantes hotes qui influengaient 1’abondance des adultes dans le
paysage. Dans notre étude, nous avons pris en compte les variables paysageres sur trois
échelles : environnement immédiat (100 m), intermédiaire (250 m) et maximum (500 m).
Seule I’échelle maximale de 500 m présente des résultats pertinents. 1l est probable que méme
pour des déplacements de routine, les effets du paysage sur 1’abondance d’H. armigera ne
peuvent étre captés qu’a des échelles plus larges comme chez les méligethes décrit par Zaller
et al (2008) et Rusch et al (2012) (cette hypothese est présentée dans la section perspective ci-

dessous).

Analyser des éléments du paysage qui expliquent 1’origine trophique des adultes d’H.
armigera est un atout pour ce travail de thése. Cette analyse nous a permis d’apporter plus de
précisions concernant les déplacements d’H. armigera et les éléments du paysage qui
contribuaient le plus a I’abondance d’H. armigera dans le paysage. Nos résultats ne veérifient
pas non plus I’hypothése de la concentration de ressource comme I’ont déja montré les
résultats concernant 1’analyse de 1’abondance des adultes. Nous avons montré que bien que
75% d’individus avaient passé leur vie larvaire sur des plantes en C3 (cotonnier, tomate),
seulement 10 % proviennent du cotonnier (Partie 1V). La question que nous n’avons pas pu
résoudre est de savoir quelle est la proportion d’individus qui provenaient de la tomate ?
(Section perspective ci-dessous). Il est peu probable que les autres 90 % des 75 % issus de
plantes C3 proviennent tous de la tomate. Il est donc probable qu’il existerait dans la
végétation naturelle une autre source de plantes hote de type photosynthétique C3 (Cleome
viscosa ou autres plantes hotes). Néanmoins nous avons observé un pourcentage de pres de
25% d’H. armigera ayant une signature trophique C4. Nos résultats ont montré que la plante
hote susceptible d’expliquer ce résultat était le sorgho. Comme pour I’étude chez les
populations larvaires, la proportion de mais dans le paysage n’influence pas la présence des

adultes d’H. armigera.
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V-4 Quelle gestion agro-écologique pour réduire les

infestations d’Helicoverpa armigera?

L’identification des leviers agro-écologiques pour lutter contre les ravageurs est au
cceur des préoccupations actuelles. Il s’agit de mettre en place des méthodes de régulation
naturelle des ravageurs qui seront des alternatives aux méthodes conventionnelles
(pesticides). Ces méthodes ont pour objectif principal de stimuler les services écosystémiques
de régulation. La lutte biologique par conservation et la gestion des habitats se proposent de
gérer I’environnement pour favoriser les ennemis naturels et de ce fait leur activité
(parasitisme, prédation) sur les ravageurs. En amont de cette méthode, nous nous sommes
intéressés a la nuisibilité d’un ravageur contrairement au service de régulation réalisé par les
ennemis naturels sur les ravageurs. Dans ce travail, nous avons cherché a identifier les leviers
agro-écologiques qui déterminent 1’installation du ravageur polyphage H. armigera dans les
parcelles de cotonnier. Nos résultats ouvrent donc une perspective pour la gestion d’H.

armigera dans les parcelles de cotonnier en Afrique de 1’ouest.

V-4-1 Nécessité d’une gestion concertée des pratiques entre les

agriculteurs

Nous avons montré que les pratiques agricoles au niveau de la parcelle avaient un fort
effet sur I’infestation d’H. armigera dans la parcelle de cotonnier. La date de semis et la
fréquence de sarclage avaient un effet négatif sur le ravageur. Ces résultats ont montré qu’il
serait judicieux pour les agriculteurs de décaler les dates de semis, de respecter la fréquence
de sarclage comme pratiques capitales. De méme, le précédent cultural d’une parcelle de
cotonnier semble déterminer les niveaux d’infestation. Nous avons montré que les parcelles
de cotonnier dont le précédent cultural était la tomate étaient les parcelles les plus infestées
par H. armigera alors que les parcelles dont le précédent cultural était mais étaient les moins
infestées. Par ailleurs, nous avons trouvé une relation positive entre le traitement chimique et
I’abondance des larves d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier. Nous estimons que la
mauvaise qualité ou le sous dosage des produits chimiques appliqués peuvent étre responsable

des échecs des traitements.
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H. armigera est caractérisee par sa capacité a se nourrir de plante hotes diverses (polyphagie)
et a se déplacer rapidement d’une parcelle a une autre. Par conséquent, la mise en place de ces
pratiques agricoles dans une parcelle ne peut se faire sans impacter les parcelles voisines. Une
gestion concertée entre les agriculteurs pour coordonner ensemble les pratiques agricoles

s’impose.

V-4-2 La diversité en plante hote augmente 1’abondance des

adultes d’ H. armigera.

Alors que la plupart des études montrent que I’hétérogénéité du paysage en plante hote est
négativement corrélée a I’abondance des ravageurs, nos résultats vont dans le sens contraire.
L hétérogénéité du paysage est le seul facteur qui explique I’abondance des adultes ou leur
origine trophique, ceci quelle que soit 1’échelle excepté sur le rayon de 100 m qui
correspondait au voisinage immédiat de la parcelle étudiée. La conception d’un protocole de
régulation naturelle d’H. armigera a I’échelle du paysage doit se faire en considérant la
diversité en plantes hotes dans son ensemble et non la gestion des plantes hotes au cas par cas
méme pour les plantes hétes qui ne sont pas économiquement intéressantes, ceci afin de

prévenir ou atténuer 1’infestation d’H. armigera dans les parcelles de cotonnier.

V-4-3 Une attention particuliere pour le réle ambivalent de la

végétation naturelle.

Ce travail a mis en évidence un effet positif de la proportion de végétation naturelle
sur I’abondance des larves d’H. armigera. Il est alors probable que la végétation naturelle
observée autour des parcelles de coton soit constituée de plantes hotes d’H. armigera ou tout
au moins constitue un facteur qui favorise I’abondance des larves. Par conséquent, il serait
intéressant d’accorder une attention particuliére a la végétation naturelle bordant les parcelles

de cotonnier. Les perspectives présentées ci-dessous montrent cette importance.
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V-5 Quelles perspectives de recherche?

V-5-1 Des perspectives pour la mise au point méthodologique.

Les résultats de notre travail soulignent les bénéfices que peut apporter une
compréhension claire des déplacements d’H. armigera ainsi que 1’utilisation de la ressource
dans un paysage agricole. Seulement, cette compréhension ne peut se faire sans la mise en
place d’outils efficaces. Dans la premiere étape de cette thése nous avons mis en évidence
I’intérét des marqueurs de plantes hotes. Notre étude montre que le gossypol est un marqueur
fiable du cotonnier. La méthode de détermination du gossypol sur les adultes d’H. armigera
permet d’identifier la proportion d’individus qui ont infesté les parcelles de cotonnier. Ceci
apporte par la suite une meilleure compréhension du réle de la proportion du cotonnier dans
le paysage pour expliquer 1’abondance d’H. armigera dans un paysage. Par ailleurs, il serait
intéressant de poursuivre cette étude par I’identification des marqueurs d’autres plantes hotes.
Nos résultats ont montré que la tomatine, glyco-alcaloide spécifique a la tomate était
détectable chez les larves mais pas chez les adultes d’H. armigera. La tomatine ne peut par
conséquent pas étre utilisée comme marqueur de la tomate. Notre étude ouvre cependant des
perspectives intéressantes. La tomatine étant détoxifiée par H. armigera entre les phases
larvaires et adultes, il est probable que des métabolites de la tomatine soient retrouvés chez les
adultes. La mise au point d’une méthode permettant de déterminer ces métabolites enrichirait
les études de dynamique des populations de ce ravageur. Elle permettrait une meilleure

analyse du réle de la proportion de la tomate pour expliquer I’abondance du ravageur dans le

paysage.

Les outils d’analyse de I’origine géographique permettent de comprendre les
déplacements sur de longues distantes, et dans une plus grande mesure elles permettent
d’analyser les mouvements migratoires des ravageurs. Notre travail de mise au point 1’analyse
de la flore bactérienne ou I’analyse des isotopes stables d’hydrogene a été pensé dans cette
optique. Ce travail n’a pas abouti, mais les résultats encouragent la poursuite de cette étude
avec toutefois des mises en garde concernant la conception du protocole d’échantillonnage sur
le terrain. Nous avons montré qu’a 1’aide de 1’électrophorése sur gel par gradient dénaturant
(Myers et al. 1985) il était possible d’explorer la flore bactérienne hébergée par H. armigera.
Nos résultats ont montré un fort taux de polymorphisme de la flore bactérienne hébergée par

les individus analysés. Nous avons observé que ce polymorphisme bactérien pouvait étre
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fonction de 1’origine géographique mais aussi de 1’origine trophique, mais le faible nombre de
sites de piégeages et par conséquent du nombre d’individus ne nous permettent pas de
conclure cette étude. Nous préconisons alors pour la suite de ce travail de multiplier les sites
de piégeages et le nombre d’individus & analysés afin de détecter une reelle tendance relation
origine trophique/flore bactérienne ou origine géographique/flore bactérienne. Multiplier le
nombre d’individus témoins et le type de témoins ajouterait une plus-value a cette étude. En
effet, il faudrait considérer a la fois les facteurs origine géographique, origine trophique, age
et sexe de I'individu adulte. Le probléme du nombre d’individus et de sites résolus, un
protocole d’analyse statistique appropri€ pourrait étre mis au point comme 1’utilisation des
dendrogrammes. En considérant chaque bande (unité de la diversité bactérienne sur le gel
d’¢lectrophorése) comme unité statistique il serait possible de déterminer un profil bactérien
type pour un site géographique ou une origine trophique a conditions que les effets de ces
facteurs soient significatifs. Une perspective plus poussée serait de séquencer les bandes pour
identifier les bactéries et constituer de ce fait des profils bactériens marqueurs de sites
géographiques ou d’origine trophique. Parallelement, nos études pour la mise au point de
I’analyse des isotopes stables d’hydrogene ont mis en évidence la nécessité de plusieurs

analyses préliminaires (partie 11-2-Discussion).

L’absence d’images satellites a été un réel mangue pour notre travail. En effet, en raison de la
couverture nuageuse et de I’humidité pendant les pics d’infestation d’H. armigera dans notre
zone d’étude, les images satellites SPOT commandées n’ont pas pu étre prises. Il serait
intéressant d’explorer ’utilisation d’autres types d’images. Ceci permettrait d’agrandir les

rayons d’étude des effets des variables paysageres.

Enfin il serait intéressant d’explorer d’autres outils (partie 11-1) afin de vérifier leur efficacité
a décrire les déplacements d’H. armigera dans le contexte de I’ Afrique de I’ouest. Bien que
les études de Vassal et al (2008) n’encouragent pas 1’utilisation des microsatellites pour
I’analyse de la dynamique, une analyse bibliographique pourrait permettre d’identifier
d’autres marqueurs moléculaires et de tester 1’application de ces outils sur 1’analyse de la
dynamique des populations d’H. armigera au Bénin. Par ailleurs I’utilisation des radars
entomologiques comme en Chine (Feng et al. 2009) améliorerait la compréhension des
déplacements longue distance de ce ravageur. Croiser les méthodes sur les mémes sites

avantagerait cette étude.
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V-5-2 S’intéresser aux organismes interagissant avec H. armigera.

Dans notre ¢tude, notre approche était d’identifier les variables paysageres
défavorables a 1’abondance d’H. armigera. Il serait intéressant d’intégrer a cette étude
d’autres organismes en interaction biologique avec H. armigera. Il s’agirait d’étudier les
espéces prédatrices, parasites, mutualistes ou compétitrices en interaction avec H. armigera.
Par exemple, nous avons mis en évidence une relation positive entre la proportion de la
veégétation naturelle dans le paysage et I’abondance des larves d’H. armigera dans les
parcelles de cotonnier (Partie I11-2). Avant de préconiser d’éviter la végétation naturelle
autour des parcelles de cotonnier, il serait intéressant d’analyser son role pour les populations
des ennemis naturels d’H. armigera. Les études de Tscharntke (2000) et de Gardiner et al.
(2009) ont montré que la végétation naturelle favorisait 1’abondance des ennemis naturels.
Nous n’avons pas étudié cet effet dans notre cas d’étude mais il est alors probable qu’elle soit
également favorable aux ennemis naturels d’H. armigera et que par feedback positif elle
favorise une régulation naturelle d’H. armigera. En conséquence, il serait alors important
d’étudier aussi les dégats causés par H. armigera dans les parcelles de cotonnier en fonction

des éléments du paysage et particulierement en fonction de la végétation naturelle.

De plus, nous avons montré que 1’hétérogénéité du paysage était le facteur paysager le
plus pertinent qui déterminait 1’abondance des adultes d’ H. armigera ainsi que leur origine
trophique. L’hétérogénéité du paysage €tait en effet positivement corrélée a 1’abondance des
adultes (Partie 1V-4). Par conséquent, une gestion intégrée de 1’abondance des adultes d’H.
armigera par I’aménagement du paysage devrait se faire en prenant en compte 1’ensemble des
plantes hotes et non une plante héte particuliere. Comme pour la végétation naturelle, il est
important de comprendre les effets de I’hétérogénéité du paysage sur la dynamique des
populations ennemis naturels d’H. armigera. De méme que pour les ennemis naturels, il est
essentiel d’étudier le comportement des autres espéces ravageurs avec qui H. armigera
pourrait étre en compétition (par exemple, les espéces qui ont les mémes plantes hotes qu’H.
armigera ou du moins qui infestent aussi le cotonnier) ou qui sont des proies/hdtes des mémes
ennemis naturels qu’H. armigera. Les résultats combinés de ces études pris en compte

renforceraient la gestion intégrée d’H. armigera.
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V-5-3 Identifier une résistance aux pesticides.

La gestion intégrée des ravageurs préconisent des techniques de lutte économes en
produits chimique tout en privilégiant la régulation naturelle. Dans le nord du Bénin, la lutte
contre les ravageurs de cotonnier et particulierement contre H. armigera est essentiellement
chimique. Nous avons mis en évidence une relation positive entre la fréquence d’application
des pesticides et I’abondance des larves d’ H. armigera dans une parcelle de cotonnier. 1l est
probable que ni les dosages ni la molécule chimique des pesticides ne sont appropriés. Mais
une autre hypothése serait celle de la présence des populations d’H. armigera du nord Bénin
résistance aux pesticides utilisés. Il est urgent et essentiel d’étudier la résistance aux pesticides
chez H. armigera dans cette zone d’étude afin de valider ou non cette hypothése. Les résultats
permettront de gérer efficacement les dosages et les fréquences d’application de ces
pesticides, ce qui aura pour effet de réduire les risques environnementaux causes par les

pesticides.
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Conclusion génerale

Notre objectif était de contribuer a la mise en place d’une gestion intégrée d’un
ravageur polyphage Helicoverpa armigera dans un premier temps par une mise au point
d’outils méthodologiques d’analyse de 1’origine trophique et de 1’origine géographique et
dans un deuxiéme temps par une analyse des déterminants paysagers de I’abondance et de

I’origine trophique d” H. armigera dans les parcelles de cotonnier au nord Bénin.

Les études concernant la mise au point des méthodes ont permis de confirmer que le gossypol,
molécule spécifique au cotonnier pouvait étre utilisé efficacement pour déterminer si un
individu avait passé sa vie larvaire sur le cotonnier. Cet outil peut donc étre utilisé pour
déterminer le réle du cotonnier dans un paysage sur I’abondance d’H. armigera. Par contre,
les résultats de notre travail concernant la tomatine, molécule spécifique a la tomate, ont
montré que la tomatine ne peut étre utilisee comme marqueur de la tomate car elle est détectée
seulement chez les larves mais pas chez les adultes. Ces résultats ouvrent néanmoins la
perspective d’analyse des métabolites de tomatine chez les adultes pour en faire des
marqueurs. Par ailleurs cette premicre partie de la thése concernait aussi les outils d’analyse
de I’origine géographique. Il s’agissait pour cette étude d’analyser la composition en isotopes
stables d’hydrogéne et les profils bactériens hébergés par les adultes d’H. armigera.
Concernant ces deux derniers outils, nos résultats ouvrent d’avantage des perspectives qu’une
réelle mise au point. Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence les éléments du
paysage et les pratiques agricoles qui favorisent 1’abondance d’H. armigera et expliquent son
origine trophique le long d’un gradient paysager. Nous avons analysé et hiérarchisé ces effets.
Nos résultats ont montré que les pratiques agricoles sont plus importantes que les variables
paysageres pour expliquer D’infestation larvaire. Les préconisations qui en découlent
s’appuient sur une gestion concertée entre les agriculteurs. Ainsi, cette étude préconise de
décaler les dates de semis entre les parcelles de coton pour éviter une période d’attractivité
commune entre ces parcelles. Il serait préférable de respecter la fréquence de sarclage (au
moins trois) et pour les rotations, privilégier tout autre rotation que celle tomate-coton. Par
ailleurs, il serait judicieux de préférer un environnement paysager autour d’une parcelle de

coton constitué de mais.

De plus, nos résultats ont montré que 1’hétérogénéité du paysage dans un rayon de 500 métres

est le facteur principal a prendre en compte pour comprendre 1’abondance et 1’origine
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trophique des adultes d’H. armigera. L’ensemble de nos résultats apporte une note positive
quant a la possibilité de mettre en place une gestion intégrée d’H. armigera, ceci a condition
de ne pas se restreindre a 1’échelle de la parcelle et d’intégrer le paysage. Seulement, cette
gestion ne peut étre réellement efficace qu’en prenant en compte les relations d’H. armigera
avec son cortége d’ennemis naturels ou encore la résistance d’H. armigera aux pesticides.
L’ensemble de ces informations collectées au travers d’études sur plusieurs sites mais
également sur plusieurs années permettront de comprendre et de modéliser le comportement
d’H. armigera dans des scénarios paysagers variés. Cette modélisation serait un support
efficace pour une meilleure compréhension du comportement d’H. armigera et contribuerait a

établir des recommandations pour une gestion intégrée et durable de ce ravageur.
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Résumé

Abondance et origine trophique de la noctuelle de la tomate (Helicoverpa armigera) dans
les paysages ruraux de production cotonniére au Nord Bénin.

Mettre en place des stratégies de lutte contre les ravageurs, indépendantes des produits chimiques est un objectif
fondamental pour une protection durable des cultures contre les ravageurs et la conservation d’un environnement
sain pour les populations humaines en zone rurale. L objectif principal de ce travail était de contribuer a la mise
en place d’une lutte biologique par gestion des habitats a 1’échelle du paysage de la noctuelle polyphage
Helicoverpa armigera, principal ravageur de cotonnier dans le nord Bénin. Cette thése visait a analyser
I’influence des pratiques agricoles et de I’organisation du paysage sur 1’abondance et I’origine trophique de H.
armigera. L’analyse biochimique d’individus élevés en laboratoire, nous a permis de confirmer le fait que le
gossypol est un bon marqueur pour identifier les adultes qui ont passé leur vie larvaire sur le cotonnier. Au
contraire de la tomatine qui ne peut étre considérée comme un marqueur de la tomate car la tomatine a été
détectée seulement chez les larves d’H. armigera et non chez les adultes. Notre étude sur le terrain au nord Bénin
dans 40 parcelles, a montré que les pratiques agricoles avaient un fort effet sur ’infestation larvaire. La date de
semis et la fréquence de sarclage étaient négativement corrélées a I’infestation larvaire. La proportion de
cotonniers dans le paysage et celle de tomate ont influencé positivement 1’infestation en larves d’H. armigera.
Nous avons également montré qu’un précédent cultural tomate présentait une abondance larvaire en moyenne
trois fois supérieur a un précédent cultural mais. Ensuite, dans des rayons de 100 m, 250 m et 500 m, nous avons
étudié les effets de la composition et de 1’hétérogénéité du paysage d’une part sur ’abondance des adultes d’H.
armigera et d’autre part sur leur origine trophique. L’hétérogénéité du paysage en plantes hotes est le facteur
paysager principal qui a influencé positivement 1’abondance des adultes. Les isotopes stables de Carbone nous
ont permis d’identifier les individus dont la larve s’était nourrie sur des plantes de type photosynthétique C3
(cotonniers, tomates, ...) ou C4 (mais, sorgho, ...). L’origine trophique, plantes hotes C3 ou C4, est reliée
positivement a la proportion de plantes hdtes respectivement C3 ou C4 dans un rayon de 500m. Seulement 10%
des individus ayant consommes des plantes en C3 ont été détecté positif au gossypol. La proportion de
cotonniers dans le paysage ne semble pas expliquer la proportion d’individus détectés positif au gossypol. Nous
formulons des propositions de gestion de I’assolement et des rotations culturales pour contribuer a la régulation
d’H. armigera. Ainsi, il faudrait éviter que le cotonnier soit semé sur un précédent cultural tomate. Il serait
important de décaler les dates de semis entre les parcelles de cotonniers voisines et de respecter la fréquence de
sarclage minimale qui est de trois. Par ailleurs, il serait judicieux de préférer un environnement paysager

homogeéne autour d’une parcelle de cotonnier, en privilégiant par exemple, le mais.

Mots clés : protection des cultures - hétérogénéité du paysage — pratiques agricoles - plante hote- gosspyol-

tomatine - isotope du carbone- mais — sorgho — Méthodes des moindres carrés partiels.
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Abstract

Abundance and trophic origin of the Cotton Bollworm (Helicoverpa armigera) in cotton

producing farmland of North Benin

The development of strategies independent of pesticides is a fundamental objective for sustainable crop
protection against pests as well as for maintaining of a healthy environment for human populations. The rationale
of the research presented here was to improve our ability to control the cotton bollworm, Helicoverpa armigera
by non-pesticide methods via habitat conservation. We analyzed the influence of agricultural practices and
landscape composition and diversity on the abundance and trophic origin of H. armigera and assessed gossypol
and tomatine in individual H. armigera as cotton and tomato biomarkers respectively. Gossypol was shown to be
a stable cotton biomarker, even in adult H. armigera 12 days after emergence. In contrast, tomatine was only
detected in larvae of H. armigera and not adults; thereby tomatine can not be considered as a marker of tomato
plants. Subsequently, in north Benin, the abundance of H. armigera larvae and adults was monitored in cotton
fields. We found a strong effect of agricultural practices on H. armigera larvae abundance. Delay sowing date
and increase frequency of weeding reduced the abundance of H. armigera in cotton fields; whereas the
proportion of cotton and tomato in the landscape increased. This study also highlights the role of the previous
landcover in the infestation of a cotton field: A previous tomato landcover increased infestation three times more
than a previous maize landcover. At nested scales ranging from 100 m, 250 m to 500 m, we studied the effects of
landscape composition and diversity firstly on the abundance of adult H. armigera and secondly on their trophic
origin. We found that, landscape diversity was the main factor that influenced both the abundance adult and their
trophic origin at 500 m scale. Analyses of stables isotopes of Carbone showed that proportion of hosts plants
with C3 photosynthetic pathway in the landscape was positively related to H. armigera moths with C3 trophic
origin signal at 500 m scale. Only 10% of moths were positive to gossypol signal. The proportion of cotton in the
landscape seems not important to explain the trophic origin of individual which were positive to gossypol signal.
Therefore, for integrated management of H. armigera our results suggest it is necessary to consider the following
agricultural practices and crop diversity regimes (in regard to the resource use strategies of this polyphagous
pest). A tomato previous landcover should be avoid; shift sowing date between cotton fields, and have at less

three manual weedings. In additional, we suggest employing maize around cotton fields rather than other crops.

Keys words: Crop protection — landscape diversity - agricultural practices — pest sustainability — gossypol —

tomatine — stable Carbone isotopes — maize — sorghum — partial least square.
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