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RESUME

CARACTERISATION DES MOLECULES BIOACTIVES CHEZ LES
PLANTES HOTES DE LA MINEUSE DE LA TOMATE TUTA
ABSOLUTA ET PERSPECTIVES DE LUTTE.

Maintenir sa production agricole dans un contexte de changement global connu pour
faciliter les invasions biologiques et les crises sanitaires supplémentaires qui y sont
associées est un véritable challenge. L’agriculture mondiale se trouve de plus en
plus confrontée a des bio-agresseurs « exotiques », parmi lesquels les insectes
figurent en bonne place. La gestion durable de ces espéces nécessite une bonne
connaissance des populations présentes et de leurs niveaux d’infestations, et
requiere une mise en ceuvre de méthodes de lutte efficaces et soucieuses de
I'environnement. Dans ce contexte de gestion, les composés volatils des plantes
intervenant dans les interactions plante-insecte phytophage peuvent jouer un role

non négligeable.

Depuis 2008, en Algérie, les cultures de la famille des Solanacées voient leur
production régulierement impactée par la mineuse Sud-Américaine de la tomate,
Tuta absoluta (Lepidoptera, Gelechiidae), une espéce a fort pouvoir invasif et de
dégats. Dans ce cadre, apres validation par approche intégrative (ie. criteres
morphologiques diagnostiques et marqueur moléculaire de type Barcode) de
I'appartenance des spécimens étudiés a I'espéce T. absoluta, notre travail a visé a 1)
déterminer I'influence des variations thermiques sur la dynamique des populations de
T. absoluta et des infestations inhérentes, durant deux campagnes agricoles, sur
trois Solanacées économiquement importantes (la tomate, I'aubergine et la pomme
de terre) cultivées en serre ou plein champ, 2) analyser les composés libérés par les
feuilles de ces trois plantes-hétes lorsqu’elles sont attaquées ou non par des
chenilles de T. absoluta pour un « criblage » de molécules potentiellement bio-
actives contre le phytophage. Ainsi, la combinaison des deux critéres d’identification
utilisés, a savoir les piéces des Genitalia males et un fragment d’ADN mitochondrial,
ont validé Tlidentification spécifique faite de visu sur le terrain assignant les

spécimens étudiés a I'espéce T. absoluta. Les dénombrements des larves sur le



feuillage des plantes-hétes et la capture par piégeage des adultes males ont montré
que la dynamique d’abondance des diverses formes biologiques et des populations
globales de T. absoluta ainsi que les infestations engendrées sont plus importantes
et précoces sur tomate que sur pomme de terre puis aubergine. Les parametres
mesurés sont aussi significativement influencés par les variations thermiques
maximales et la plante-héte considérée. La reproductibilité, en 2015 et 2016, de la
période d’installation primaire des divers stades de T. absoluta dans chaque culture
et de la dynamique générale des populations permettent donc de connaitre la

période adéquate pour surveiller les cultures et intervenir.

L’extraction des composés chimiques de feuilles saines et attaquées réalisée au
moyen de cing méthodes complémentaires (fluide supercritique, solvant,
enzymatique, ultrason et dérivation) et I'analyse consécutive par Chromatographie
Gazeuse associée a la Spectrométrie de Masse (GC/MS) a permis l'identification
d’un large spectre de composés issus de plusieurs familles chimiques. Au total 272
composés chimiques (111 chez la tomate, 79 chez la pomme de terre, 82 chez
'aubergine) ont été identifiés et leur importance relative au sein du mélange de
composeés identifiés a été calculée. Ainsi, la diversité et I'importance relative des
composés émis par les feuilles s’averent dépendre de la plante-hote et de son état
sanitaire (sain versus attaqué par T. absoluta). La présence et/ou les variations de
taux de certains composés et familles chimiques, déja connus pour leurs réles
majeurs dans les interactions plantes-insectes, par exemple des terpénes (o-
Cymene, de D-Limonene et de Caryophyllene) sont significativement corrélés a
I'existence d’attaques du phytophage sur les feuilles. L’ensemble des résultats
obtenus sur la 1) dynamique temporelle des populations larvaires et d’adultes de T.
absoluta et 2) la nature et I'importance relative des composés chimiques émis par
ses trois plantes-hétes avant et apres attaques de T. absoluta, constituent des pré-
requis indispensables dans la compréhension des interactions Solanacées-T.

absoluta et la gestion intégrée durable de ce ravageur invasif majeur des cultures.

Mots clés : Tuta absoluta, Ravageur invasif des cultures, Dynamique
d’abondances, Interaction plante-insecte phytophage, Molécules bio-actives,

GC/MS, Plantes-hotes, Solanacées.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE MOLECULES IN HOST
PLANTS OF THE TOMATO PINWORM, TUTA ABSOLUTA AND
PERSPECTIVES IN PEST MANAGEMENT.

Maintaining agricultural production in a context of global change known to facilitate
biological invasions and the additional health crises associated with them is a real
challenge. World agriculture is increasingly confronted with “exotic” pests, among
which insects are prominent. The sustainable management of these species
requires a good knowledge of the present populations and their levels of
infestations, and requires the implementation of effective and environmentally-
friendly control methods. In this management context, plant volatile compounds
involved in plant-insect interactions may play a significant role.

Since 2008, in Algeria, solanaceous crops have been regularly affected by the
South American tomato pinworm, Tuta absoluta (Lepidoptera, Gelechiidae), a

higly invasive and damaging species.

Within this framework, after validation by integrative approach (i.e. diagnostic
morphological criteria and DNA barcoding markers) of the belonging of the studied
specimens to the T. absoluta species, our work aimed to 1) determine the
influence of thermal variations on the population dynamics of T. absoluta and the
inherent infestations, during two agricultural seasons, on three economically
important solanaceous crops (tomato, eggplant and potato) grown in greenhouses
or in the field, 2) analyze the compounds released by the leaves of these three
host plants when they are attacked or not by T. absoluta caterpillars for a
"screening” of potentially bio-active molecules against the phytophage. Thus, the
combination of both identification criteria used, namely the parts of the male
Genitalia and a mitochondrial DNA fragment, validated the specific identification
visually made in the field assigning the studied specimens to the species T.

absoluta.



Larval counts on the foliage of host plants and trapping of male adults showed that
the abundance dynamics of the various biological forms and overall populations of
T. absoluta as well as the infestations generated were more important and early
on tomato than on potato and eggplant crops. The measured parameters were
also shown to be significantly influenced by the maximum thermal variations and
the host plant considered. The reproducibility, in 2015 and 2016, of the primary
establishment period of the various stages of T. absoluta in each crop and of the
general dynamics of the populations therefore allow to know the adequate period

to monitor the crops and to intervene.

Extraction of chemical compounds from non-infested and infested leaves using
five complementary methods (supercritical fluid, solvent, enzymatic, ultrasound
and derivatization) and subsequent analysis by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry (GC/MS) allowed the identification of a broad spectrum of
compounds belonging to several chemical families. A total of 272 chemical
compounds (111 in tomato, 79 in potato, 82 in eggplant) were identified and their
relative importance within the blend of identified compounds was calculated. Thus,
the diversity and relative importance of the compounds released by leaves were
found to depend on the host plant and its phytosanitary status (infested versus
non-infested by T. absoluta). The presence and/or variation of the proportion of
certain compounds and chemical families, already known for their major roles in
plant-insect interactions, such as terpenes (o -Cymene, D-Limonene and
Caryophyllene) were shown to be significantly correlated with the presence of
phytophagous attacks on leaves. The results obtained on the 1) temporal
dynamics of larval and adult populations of T. absoluta and 2) the nature and
relative importance of the chemical compounds released by its three host plants
before and after T. absoluta attacks, are essential prerequisites for understanding
Solanaceae-T. absoluta interactions and for the sustainable integrated

management of this major invasive pest.

Key words: Tuta absoluta, Invasive crop pest, Abundance dynamics, Plant-
phytophagous insect interactionBioactive molecules, GC/MS, Host plants,

Solanaceae.
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INTRODUCTION GENERALE

Les cultures maraichéres, végétaux a usage alimentaire, représentent une large
gamme de denrées (pomme de terre, oignon, tomate, agrumes, fourrages, etc.)
issues de familles botaniques trés variées. Elles complémentent d’autres denrées
de base de l'alimentation humaine, telles que les céréales et les aliments carnés,
et sont d'une importance capitale dans le renforcement de la résistance de
'organisme aux maladies grace a leur valeur nutritive élevée (énergie, vitamines,
sels minéraux, fibres alimentaires, etc.) [1]. De ce fait, les cultures maraicheres
constituent une alternative intéressante dans la lutte contre 'insécurité alimentaire
dans la mesure ou elles améliorent le régime alimentaire de la population. De
nombreux pays notamment dans le Bassin Méditerranéen et au Maghreb, voient
leur agriculture régulierement confrontée a des aléas climatiques critiques
(régimes des pluies chaotiques et en baisse, températures en hausse) et de
nombreuses contraintes biotiques parmi lesquelles figurent moults insectes
ravageurs des cultures, ce qui induit des diminutions importantes de productions
et s’ajoutent aux difficultés économiques pré-existantes. Nourrir ses populations,
lesquelles continuent & augmenter dans certaines régions, devient encore plus

compliqué.

Dans ce contexte d’insécurité et de besoins alimentaires croissants, des stratégies
agricoles basées sur la diversification des cultures, ou les cultures maraichéres

jouent un réle prépondérant, sont conseillées.

Pour augmenter la disponibilité et I'accés de produits agricoles en qualité et en
quantité suffisantes a sa population, I'Algérie s’est depuis 2000, appuyée sur le
Plan National de Développement Agricole (PNDA). En 2002, ce programme a été
élargi et est devenu le Plan National de Développement Agricole et Rural
(PNDAR). Dans ce cadre, des Plans de proximité de développement rural intégré
(PPDRI) ont été mis en place. lls ont intégré outre les questions agricoles, des

thématiques de santé, d’éducation et de développement des infrastructures [2].

En 2008, ce programme a été réameénage pour définir une nouvelle politique de

renouveau agricole et rural avec la promulgation d'une loi d'orientation agricole
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affichant des objectifs ambitieux. Celui-ci a accordé des aides financiéres directes
ou indirectes orientées vers les circuits de collecte et les principaux intrants des
filieres agricoles (céréales, lait, pomme de terre, tomates industrielles, semences,
plants, engrais, machinisme, équipements d’irrigation, ...). Il a aussi facilité I'accés
au foncier agricole dans le cadre de la concession et I'accession a la propriété
fonciere agricole dans les Wilayas du Sud et les Hauts Plateaux. Ceci a permis
d’enregistrer une hausse de la superficie du maraichage de plus de 44% dans ces
zones durant la période 2010-2017 par rapport a la période précédente 2000-2009
(Focus 01). La production moyenne du maraichage a atteint 130,2 millions de
quintaux dont 12,8 de tomates en 2017, soit une hausse significative, en
maraichage, de plus de 121% durant la période 2010-2017 par rapport a 2000-
20009 [3].

L’agriculture maraichére occupe de ce fait une place stratégique dans le systéme
alimentaire et dans I'économie Algérienne qui par ailleurs a généré pres de 12.3%
du produit intérieur brut (PIB) en 2017 et employé 10.4% de la population active
en 2017 en Algérie [3].
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Cependant, méme si une nette évolution des superficies cultivées et des
productions est observable ces dernieres années, les rendements restent
relativement faibles (300 gx /hectare) par rapport aux normes de production pour
'ensemble des cultures [3]. Ces résultats sont imputables a plusieurs types de
facteurs a savoir, abiotiques (facteurs liés au milieu en général, indépendant des

étres vivants) et biotiques (organismes vivants).

Outre leur sensibilité aux facteurs climatiques, les cultures maraichéres sont
confrontées aux attaques de nombreux organismes vivants, des ravageurs de
cultures parmi lesquels des arthropodes trées dommageables (e.g. des aleurodes ;
de nombreux pucerons, acariens et thrips ; diverses noctuelles et punaises), des
maladies cryptogamiques (e.g. le mildiou, l'alternariose, la moisissure grise, la
cladosporiose, I'oidium, la fusariose vasculaire et la verticilliose) et virales (Tomato
Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Cucumber Mosaic Virus (CMV)). Ces agents
limitent de facon significative leur production, leur développement et leur
dispersion [4].

Parmi ces ravageurs majeurs figure la mineuse sud-américaine de la tomate, Tuta
absoluta (Lepidoptera, Gelechiidae). Depuis son introduction dans la région
méditerranéenne en 2006, elle constitue une préoccupation majeure pour toute la
filiere maraichage des pays touchés [5]. Cette espece trés invasive et polyphage
fut signalée en Algérie pour la premiére fois en mars 2008 a Mostaganem (ville
portuaire au Nord-Ouest du pays). Ensuite, elle s’est rapidement propagée au
reste du pays occasionnant des pertes de production non négligeables a de

nombreuses cultures a haute valeur ajoutée [6].

En effet, T. absoluta est redoutable pour les pertes considérables qu’il occasionne
aussi bien sous serre qu’'en plein champ ce qui a rendu expressément

indispensable la prise de mesures de protection des cultures [7 et 8].

La lutte contre T. absoluta se base principalement sur l'utilisation de produits
chimiques. Malheureusement, la majorité d’entre eux sont connus pour avoir des
effets néfastes sur '’homme, les auxiliaires et I'environnement [9]. De plus, de
nombreux travaux de recherche ont démontré, ces deux dernieres décennies, que
des produits insecticides ont perdu de leur efficacité en raison des résistances

développées par l'insecte [10 ; 11 et 12].
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Les recherches de méthodes alternatives aux produits chimiques de synthese
sont nombreuses et donnent des résultats satisfaisants et prometteurs. Les luttes
biologique (e.g. lachers d’auxiliaires, confusion sexuelle par phéromones),
physique (e.qg. filets insect-proof) et culturales (e.g. systéme de rotation, « Push-
pull ») sont des techniques développées concretement sur le terrain en Algérie et
ailleurs dans le monde [13 et 9]. Des méthodes novatrices de stimulation des
défenses naturelles de la plante se mettent également en place [14 et 15]. A cet
effet, des études ont révélé que les métabolites secondaires des plantes
remplissaient diverses fonctions écologiques dont un réle de protection contre les
attagues des agents pathogenes et des phytophages [16]. La réponse des plantes
aux attaques de bio-agresseurs impligue une large gamme de réponses
moléculaires et de signalisations parmi lesquelles figure l'accumulation de
composés biochimiques de défense (polyphénols, terpénes, glycoalcaloides)
antimicrobiens et anti-insectes. Ce mécanisme de défense est constitutif mais
peut étre aussi étre induit par I'attaque d’un bio-agresseur [17]. La plante possede
donc des molécules bio-actives dont les concentrations peuvent augmenter
localement ou de fagcon systémique pour rendre les tissus plus résistants, nocifs

ou moins attractifs aux diverses et nombreuses attaques [18 ; 19 et 20].

Les plantes de la famille des Solanacées, dont les tomates, sont particulierement
connues pour produire des métabolites secondaires volatils et non volatils, tels
que des terpénoides, phénylpropanoides, flavonoides et composés phénoliques
[21 et 22] ayant des effets négatifs sur la survie, la croissance, la reproduction et
d'autres parametres de vie de diverses espéces d'arthropodes s’attaquant aux
Solanacées [23 et 24]. Du fait de leurs actions multiples, ces molécules sémio-
chimiques ont un grand potentiel dans le cadre de la gestion des ravageurs des

cultures et par extension contre T. absoluta.

L’objectif général de notre travail est de contribuer a la gestion durable (i.e.
incluant des méthodes soucieuses de I'environnement et de la santé humaine, et
efficaces sur le long terme) de T. absoluta ravageur majeur des cultures
maraichéres en Algérie et dans le monde entier. Dans ce contexte, il est
nécessaire de 1) caractériser les populations de T. absoluta présentes localement

et les dégats qu’elles occasionnent en fonction de la plante-héte attaquée et du
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contexte climatique, 2) mieux appréhender les interactions chimiques plante-hote,
et phytophage du fait du réle important que certaines molécules émises par le
végétal peuvent jouer contre lui.

Notre attention s’est ainsi portée sur trois cultures maraichéres d’importance
economique en Algérie, a savoir des productions de tomate et d’aubergine sous
serres et de pomme de terre de plein champ ainsi que sur les populations de T.

absoluta les attaquant.

Les objectifs spécifiques sont de :

- S’assurer préalablement de l'identité de I'espéce responsable des dégats
occasionnés sur les trois cultures cibles via des approches morphologique
et moléculaire,

- Déterminer l'influence des variations thermiques sur la dynamique (i) des
populations et des divers stades (adultes, stades larvaires) de T. absoluta,
(ii) des dégats occasionnés sur les trois cultures de solanacées,

- Analyser les composés libérés par les feuilles de ces trois solanacées
lorsqu’elles sont attaquées par des chenilles de T. absoluta pour un

« criblage » de molécules potentiellement bio-actives contre le phytophage.



27

CHAPITRE |

Les Interactions plantes- insectes phytophages

Les insectes représentent prés de la moitié des especes vivantes décrites et les
trois-quarts de celles du monde animal correspondant ainsi a environ six millions
d'espéces [25]. Les végétaux quant a eux, avec environ 300 000 especes,
représentent le groupe d'organismes avec la plus forte biomasse. Les communautés
d'insectes et de végétaux jouent un role primordial dans le fonctionnement de la
biosphére [26]. Les interactions complexes entre les plantes et les insectes sont le
résultat d’'une longue et commune évolution [27], datant d’environ 100 millions
d’année [28].

Cette interaction affecte la distribution et 'abondance des plantes et par conséquent,
le fonctionnement et la diversité biologique des écosystemes [29]. L'étude des
interactions plantes-insectes est loin d'étre triviale car les plantes sont soumises a
des pressions de sélection liées a leurs déprédateurs mais aussi a des contraintes
extrémement fortes de l'environnement. Quant aux insectes, leur longue évolution a
conduit a l'apparition de plus de trente ordres d’insectes avec des caractéristiques
associées [30]. L’étude de ces interactions représente des enjeux scientifiques et

sociétaux extrémement importants.

[.1. Les réponses des plantes face aux attaques des bio-agresseurs

Les plantes ont développé de nombreuses stratégies de défenses (I'évitement, la
tolérance et la résistance) leur permettant d'éviter ou de limiter les effets des
contraintes biotiques et abiotiques (essentiellement stress hydrique et associé a la
température) [31]. Ces stratégies provoquent des traits de défense qui peuvent étre
chimiques (métabolites secondaires), physiques, ou reliées a des particularités

phénologiques [32].

Parmi les métabolites secondaires, il existe trois familles de composés chimiques
principaux utilisées par les plantes pour se défendre : les dérivés azotés, les

terpénoides et les phénols [33].
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[.1.1. Stratéqgie d’évitement

Cette stratégie consiste a réduire la probabilité d’'une plante a étre trouvée et donc
consommeée par les bio-agresseurs. Une plante peut se protéger par un évitement
temporel qui se manifeste par des modifications phénologiques, rendant
temporairement inaccessible les organes importants en terme de fithess (ex. fleurs)
[34]. Il peut aussi s’agir d'un évitement spatial, dans le cas ou les traits
morphologiques de la plante rendent difficile leur prélevement par les phytophages
(ex. plantes en rosette) ou si la plante pousse dans un endroit inaccessible. Par
exemple, certaines plantes assurent leur protection contre les phytophages grace a

leur propriété grimpante et ainsi deviennent hors d’atteinte des ravageurs [35].

En outre, une plante-hote prisée peut « éviter » ses phytophages grace a ses plantes
environnantes. Lorsqu’'un déprédateur sélectionne son alimentation, la plante-h6te
peut bénéficier des plantes avoisinantes moins appréciées par le déprédateur, alors
la plante-héte sera délaissée. A linverse, lorsque le déprédateur sélectionne son
alimentation a I'échelle de I'élément fourrager, une plante pourra bénéficier de
plantes voisines trés prisées par le déprédateur, puisque ces derniéres seront

consommeées en priorité [36].

[.1.2. Stratégie de tolérance

La stratégie de tolérance permet aux plantes de réduire I'impact négatif des
ravageurs en maintenant leur fitness par un phénomeéne dit de compensation (eg. en
favorisant la croissance et la reproduction) pour pallier aux dommages des ravageurs
[37]. La défoliation due aux ravageurs se traduit par une diminution de la surface
foliaire disponible pour la photosynthése et donc une diminution de la capacité
d’acquisition de ressources par la plante. Chez une plante ayant subi une défoliation
partielle, 'augmentation de la photosynthése par les tissus végétaux épargnés est
'un des mécanismes de tolérance [38]. Il permet d’accroitre la production de
carbohydrates, fournissant I'énergie nécessaire aux processus cellulaires de la
plante qui pourraient permettre de compenser la perte de tissus endommagés par les

bio-agresseurs [39]. Cette influence possible des phytophages sur [lactivité
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photosynthétique des plantes, mise en évidence par une augmentation ou une
diminution du contenu en chlorophylle des plantes, a été interprétée comme étant le
reflet d'un mécanisme de compensation ou d’'une altération de I'état physiologique du

végétal [40].

Certaines plantes different énormément dans leur taux de survie et de reproduction
suite a une attaque [37]. Par exemple, une défoliation de 10% réduit de facon
significative la fithess de Piper arieianum (Piperaceae) (Marquis 1984) alors que la
ravanelle (Raphanus raphanistrum, Brassicaceae) tolere un taux de défoliation de

25% sans diminuer sa production de graines [41].

La stratégie de tolérance peut aussi s’exprimer par le remplacement de tissus
endommagés par les bio-agresseurs, grace a l'activation des méristémes. Cette
croissance dite compensatoire peut se traduire par une élongation des tiges ou
encore du nombre de feuilles [42 et 43], et s'accompagner d’'un transfert des
ressources azotées des racines vers les feuilles, comme chez la Centaurée tachetée

(Centaurea maculosa, Asteraceae) exposée a des bio-agresseurs racinaires [44].

La capacité de tolérance a la défoliation peut donc étre considérée comme un trait
adaptatif des plantes en réponse a la pression exercée par les bio-agresseurs. C’est
aussi le résultat de plusieurs facteurs incluant une augmentation de la capacité
photosynthétique suivant la défoliation, un taux de croissance intrinseque éleve, une
grande quantité de carbone stockée dans les racines directement disponibles et la

capacité de passer rapidement ce carbone des racines aux feuilles [45].
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|.1.3. Stratéqgie de résistance

La stratégie de résistance permet aux plantes de limiter la probabilité d'étre
consommeées par les bio-agresseurs grace a I'expression de traits de défense qui
réduisent la préférence ou la performance de ces derniers [37]. Ces traits de
résistance ont été classés de multiples facons par les auteurs : en fonction de leur
structure (physique ou chimique), de leur mode de production (résistance constitutive

ou induite), ou encore leur mode d’action (direct ou indirect).

[.1.3.1. Traits de défense physique

Les barrieres structurales de la plante constituent les premiéres barrieres
rencontrées par les bio-agresseurs avant d’entrer en contact avec les parois
cellulaires [46]. La cuticule, couche externe, recouvre et protége les premieres
couches de cellules de I'épiderme, elle en est la plus active [47]. Certaines
structures, se trouvant a la surface des feuilles, peuvent retarder la germination de
bactéries ou d’ceufs d’insectes. A titre d’exemple, les trichomes, poils épidermiques,
pointus ou en crochets, peuvent piéger les insectes ou leurs ceufs [48]. Les épines,
poils urticants, riches en silice, des parois cellulaires [49] ou les substances (cires,
latex, résine, mucilage...) peuvent influencer négativement les insectes phytophages
(Fig.1.1) [50].

Figure 1.1 : Les barrieres structurales des plantes [48].

A : Les trichomes ; B : Les poils urticants ; C : Les épines
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[.1.3.2. Traits de défense chimique

La résistance chimique est assurée par les nombreux composés organiques appelés
métabolites secondaires assurant entre autres un role répulsif ou toxique vis-a-vis
des bio-agresseurs [51]. On distingue plusieurs dizaines de milliers de molécules
différentes, classiqguement regroupées en trois grandes classes : les terpénes, les
composeés azotés comprenant les alcaloides et les composés phénoliques. Ces
composés peuvent étre constitutifs ou induits, selon leur mode de production [52 et
53].

[.1.3.2.1. Les barrieres de défenses chimiques constitutives

Ce type de défense structurale est présent, en toutes circonstances, méme en
absence d’insectes phytophages. Les cellules végétales produisent de nombreux
composeés qui les protegent des attaques de bio-agresseurs [54]. Ces molécules, des
métabolites secondaires, sont produites continuellement. Elles sont appelées phyto-
anticipines et regroupent en particulier les composés phénoliques, les alcaloides, les
saponines [55 et 56]. Certains métabolites secondaires sont communs a toutes les
especes végétales tandis que d'autres sont spécifiques a un genre végétal ou une
famille végétale [57 ; 58 et 59]. Les phyto-anticipines sont synthétisées dans la
plante saine mais aussi suite a une attaque de bio-agresseurs, a partir de molécules

déja présentes dans la plante [60].

Ces composés chimiques, stockés sous forme inactive ou séquestrés dans un
compartiment cellulaire, sont respectivement activés suite a une attaque et libérés
lors de la décompartimentation des cellules liées a I'attaque [48 et 61]. lls agissent
directement en empéchant la croissance du bio-agresseur ou indirectement en
inhibant des enzymes utilisées pour pénétrer dans la plante [62]. Le mode d'action
exact de ces composés chimiques est souvent peu ou mal connu mais repose sur
des processus tels que l'altération de membranes, linhibition du transport des
nutriments ou des ions, l'inhibition des signaux de transduction, l'inhibition du
métabolisme ou des contréles hormonaux des processus physiologiques [63]. Ce

type de défense structurale des molécules peut également étre induit par une
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augmentation des teneurs en métabolites secondaires apres une attaque des bio-
agresseurs [64 ; 65 ; 66 et 69].

1.1.3.2.2. Les barriéres de défense chimigues inductibles

Au cours de leur évolution, les plantes ont développé un panel de stratégies en
'occurrence des défenses dites constitutives leur permettant de réduire ou de limiter
les dégats occasionnés par les bio-agresseurs [68 et 63].

Les défenses constitutives ou induites se mettent en place suite a une attaque des
bio-agresseurs. Elles agissent directement sur la physiologie et /ou le comportement
de ceux-ci et aussi indirectement via la production des composés organiques volatils
(COV) [69 et 70] qui peuvent induire une interaction entre les plantes et des
organismes du troisieme niveau trophique (par exemple attraction d’ennemis
naturels).

Cette défense indirecte intervient de ce fait dans linteraction phytophage et
prédateur/parasitoide (Fig.l.2). La combinaison défenses directes et indirectes offre a
la plante une résistance durable dans I'écosysteme [71]. La composition et la
dynamique des communautés des déprédateurs sont largement influencées par les
traits fonctionnels des végétaux : métabolisme secondaire, biomasse et architecture
de la plante, morphologie du feuillage, valeur nutritionnelle de la plante en termes
d'eau et de nutriments [26].
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Figure 1.2 : Interactions entre plantes, phytophages et ennemis naturels [72].

Les plantes répondent aux divers stress par la mise en place de systemes de
défense agissant directement ou indirectement sur les organismes responsables.
Dans certains cas, cette réponse est spécifiquement adaptée aux attaques des
insectes phytophages. Les réponses de la plante aux attaques d’'un phytophage
peuvent également étre différentes qualitativement ou quantitativement [64 et 65].
Ainsi, une différence gualitative se traduit par la production de molécules bio-actives
de nature différente selon le traitement infligé a la plante et une différence
guantitative par la production de molécules bioactives identiques mais variant dans

leurs concentrations relatives [66 et 67].

Bien que ces trois stratégies (tolérance, évitement, résistance) soient souvent
séparément étudiées, elles ne sont en réalité pas totalement indépendantes. En
effet, des espéces peuvent a la fois présenter des traits de tolérance et de résistance
[73 et 74], ou méme les trois stratégies [75]. Cette co-expression de traits
représentatifs des différentes stratégies serait le résultat de compromis expliqué par
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le colt de production des traits de défenses : I'énergie allouée a la production d’'un

type de trait se ferait au détriment de la production d’'un autre type de trait [75 et 76].

[.2. Intérét de la défense chimigue des plantes en protection phytosanitaire

Les recherches menées sur les sémio-chimiques issus des végétaux ont ouvert des
voies nouvelles dans le domaine de la protection des plantes. Les défenses
chimiques des plantes ont évolué dans le temps pour étre en mesure de survivre
contre les bio-agresseurs [77]. Elles ont développé des métabolites secondaires qui
sont des substances dont les plantes n’ont pas besoin pour leur développement, leur
croissance et leur reproduction mais qui servent dans des conditions spécifiques de
défense [62].

La diversité des especes utilisées et des métabolites secondaires déja isolés laisse
présager une richesse de ce qui reste a découvrir. A ce jour, moins de 10 % des
especes de végeétaux qui peuplent actuellement la planete ont été explorées pour
leurs propriétés chimiques et biologiques [62]. Si leur role écologique reste encore a
préciser, leur utilisation par 'homme a des fins thérapeutiques est trés largement
répandue. Cependant 'amélioration de leur efficacité, I'élargissement de leur action a
d’autres cibles et la diminution des éventuels effets secondaires, de leur toxicité sur

les divers étres vivants, font toujours I'objet d’études [77 et 78].

Le plan Ecophyto 2018, a la suite du Grenelle de I'Environnement, visait a réduire
l'utilisation des produits phytosanitaires de 50% d’ici 2018 et a s’orienter vers des
stratégies alternatives de lutte contre les bio-agresseurs. La recherche est ainsi mise

a contribution pour développer et/ou améliorer de telles méthodes alternatives [78].
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CHAPITRE Il

Les métabolites secondaires chez les solanacées

II.1. Généralités

Les plantes produisent diverses sortes de métabolites dits « secondaires », c’est-a-
dire des composés phytochimiques non directement impliqués dans des fonctions
vitales pour la plante par opposition aux métabolites primaires que sont les protéines,
les glucides et les lipides qui eux participent directement aux fonctions cellulaires
indispensables du végétal (croissance, division cellulaire, respiration, photosynthése,
reproduction) [79]. Ces composés secondaires different avec les espéces et, bien
gue leurs roles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils interviennent
dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants et les facteurs
abiotiqgues qui l'entourent [80 et 81]. Les métabolites secondaires ont ainsi une
importance dans l'adaptation des plantes a leur environnement a savoir dans la
protection des plantes contre les phytophages et les pathogénes, I'attraction des
pollinisateurs et la répulsion des déprédateurs, les symbioses plante-microbe au
niveau des nodules racinaires, ou dans I'adaptation a des facteurs de contrainte de
'environnement (UV, température, etc.) [82]. Ces différentes relations ont donné lieu

a une extréme diversification des composés secondaires [81].

Les métabolites secondaires caractérisés par une structure généralement complexe
sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés en faible quantité
dans une autre [81]. Ces molécules bioactives sont produites dans des parties
spécifiques de la plante mais différant avec le stade de développement [83].

Le nombre de ces composés phytochimiques identifies excede le nombre de
100 000, nombre sans aucun doute sous-estimé puisque seules 20 a 30% des

plantes ont été étudiées d’un point de vue biochimique [84 et 85].

[I.2. Classification et voies métaboligues

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : les
composeés phénoliques, les terpénes et les composés azotés incluant les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés possédant

une tres large gamme d'activités biologiques [86].
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[1.2.1. Les composés phénoliques

[1.2.1.1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols se caractérisent par un €lément structural
fondamental qui est la présence d’au moins un noyau benzénique (i.e. aromatique) a
6 carbones formant un cycle auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle (OH) (Fig.ll.1) ou d’autres groupes fonctionnels (Ester, Méthyle ester,
Glycoside, etc.) [62 et 48].

OH

Figure II.1 : Squelette de base des polyphénols [87].

Les composés phénoliques correspondent a une trés large gamme de structures
chimiques, regroupant a ce jour plus de 10 000 molécules parmi lesquelles figurent
les tanins, les flavonoides, les alcaloides, les coumarines et les acides phénoliques
[88]. Leur répartition difféere qualitativement et quantitativement non seulement avec
les espéces végétales, mais aussi avec les organes, les tissus et les stades

physiologiques considérés [88].

[1.2.1.2. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés selon deux voies biosynthétiques trées complexes :

celle du shikimate et celle issue des de polyacétates (Fig.ll.2) [62].

11.2.1.2.1. Voie de l'acide shikimique

La voie de l'acide shikimique est la voie la plus importante de biosynthese
métabolites secondaires phénoliques et de leurs précurseurs a savoir la tyrosine, le
tryptophane et la phénylalanine, des acides aminés aromatiques [89]. Brievement,
cette voie aboutissant a la synthése du shikimate débute par la condensation de
l'acide phospho-énolpyruvique (PEP) issu d’une glycolyse avec ['érythrose-4-
phosphate issu de la voie des pentoses phosphate [90]. Cette voie conduit ensuite a
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la synthése d‘acides aminés aromatiques dont la phénylalanine. La désamination de
cet acide aminé aromatique par une enzyme clé la phénylalanine ammonia-lyase
(PAL) conduit a I'acide cinnamique et autres dérivés notamment le p-coumaryl-coA,
points de départ de nombreux composés phénoliques, majoritairement des
phénylpropanoides (eg. Coumarines, flavonoides, lignine, lignane, etc.). Le p-
coumaryl-coA en particulier peut étre associé au malonyl-CoA issu de l'autre voie de
biosynthese des composés phénoliques (eg. voie acétate / malonate) pour former
apres cyclisation la flavanone qui correspond a la structure de base de tous les
flavonoides et de ses dérivés (Fig.ll.2) [91]. Dans ce groupe, figurent les
anthocyanes connus pour participer a la coloration des feuilles, fleurs et fruits des
plantes et a la communication a distance [92]. On y retrouve également les
isoflavones et les flavones, impliquées dans la protection des plantes et dans la
stimulation des Rhizobiales, bactéries symbiotigues présentes dans les nodosités
racinaires, permettant la fixation de I'azote atmosphérique et sa transformation en

ammonium directement assimilable par la plante [93].

11.2.1.2.2. Voie des polyacétates (i.e. voie acétate / malonate)

Cette seconde voie de biosynthése conduit a des composés phénoliques possédant
plusieurs noyaux aromatiques formés par cyclisation de chaines polycétoniques,
elles-mémes obtenues par condensation de groupements acétate. Chez les
végétaux supérieurs, cette voie des polyacétates concerne un petit nombre de
composés mais intervient dans la formation d’un second noyau benzénique pour de
nombreux composés possédant déja un noyau aromatique mais obtenu par la voie
du shikimate. Ainsi, sont obtenus les composés mixtes dont les représentants les

plus importants sont les flavonoides (Fig. 11.2) [89 et 90].
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Figure I.2. Schéma représentant les voies de biosynthése des composés

phénoliques les plus largement distribués [94].

11.2.1.3. Classification des composés phénoligues

Les polyphénols sont classés selon le nombre d’atomes de carbone présent dans le
squelette de base [95]. Il existe plusieurs classes de polyphénols, principalement, les
acides phénoliques simples, les phénols simples, stilbénes, coumarines, tannins,

guinones, flavonoides, lignanes, lignines et xanthones (Tableau I1.1).
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Tableau II.1 : Classification des composés phénoliques [94].

Nombre de carbones | Structure Classification Squelette
6 Ce Phénols simple @}DH
7 Ce-C1 Acide phénolique @ —
8 Ce.C2 Acétophénones —\__GHg
W
8 Ce.C2 Acide phénylacétique @_,-COOH
9 CeCs3 Acides cinnamiques T »—"coon
9 CsCs Coumarines HC’TD
10 Ce.Cs | Naphtoquinones @Q
0
13 Ce-C1-Cs | Xanthones [’*;r’o@
ST
14 Ce-C2-Cs | Stilbénes (Stilbénoides) [@l““ﬁ
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides o Eij
Iy
18 (Ce-C3)2 | Lignanes >—< O
n (Ce-C3)n | Lignines
n (Ce-C1) n | Tannins Polymeére hétérogéne

[1.2.2. Les alcaloides

11.2.2.1. Définition

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques cycliques peu volatiles
provenant essentiellement de plantes ; 20% des plantes a fleurs ont été rapportées
comme produisant des alcaloides spécifiques [96]. lls s’accumulent dans la plante en
des endroits pouvant étre différents de celui de leur synthése. lls peuvent se trouver
dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espece botanique, ils s’accumulent

uniquement dans les écorces, les racines, les feuilles ou dans les fruits [97].
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D’un point de vue structural, les alcaloides contiennent au moins un atome d'azote
dans leur structure chimique laquelle peut étre simple comme tres complexe [98]. Ce
sont des composés relativement stables pouvant provenir de différentes voies
biosynthétiques [97] partant majoritairement d‘acides aminés précurseurs tels que la

lysine, I'ornithine, la tyrosine, le tryptophane, etc. [99].

La plupart des alcaloides ont une activité biologique puissante et certains sont de
puissants poisons et drogues et d’autres ont un usage médical (morphine, codéine,
cocaine, etc.). Les plantes utilisent aussi la plupart de ces alcaloides dans leur
systeme de défense contre les bio agresseurs [100]. Par exemple, la nicotine,
alcaloide trouvé dans le tabac, a été le premier insecticide utilisé par I’'homme. Un
autre alcaloide efficace contre les insectes est la caféine trouvée dans les graines et
les feuilles de cacao, café et thé. L’acide jasmonique joue un rble dans la régulation

de la réponse des plantes produisant des alcaloides [100].

11.2.2.2. Biosynthése des alcaloides

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques [97]. Les
noyaux de base de la grande majorité des alcaloides (sauf la caféine par exemple)
dérivent d’acides aminés (eg. ornithine, lysine, tyrosine, tryptophane, etc.) du
métabolisme primaire qui dans une premiére phase subissent une décarboxylation
[101]. Brievement, la voie de biosynthése des alcaloides passe par deux schémas
généraux : (i) soit a partir du CO2 capté par les feuilles de la plante, transformé en
phospho-enolpyruvate puis a partir de la voie de l'acide shikimique, on obtient les
aminoacides aromatiques qui finalement conduisent aux alcaloides, (ii) soit par le
cycle de [l'acide tricarboxylique (cycle de Krebs) qui fournit des aminoacides

aliphatiques conduisant aux alcaloides (Fig. 11.3) [97].
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Figure 1.3. Schéma représentant les voies de biosynthése des alcaloides [97].

11.2.2.3. Classification des alcaloides

De 10 000 a 12 000 différentes structures alcaloides ont déja été identifiees a partir
de sources végétales, animales ou de micro-organismes [102 et 103]. Leur
classification est une tache difficile, en raison du grand nombre de composés connus
et de la diversité structurale existante. De fagcon majoritaire mais non exclusive, ils
posseédent un squelette hétérocyclique azoté et 'atome d’azote provient d’'un acide
aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de
I'alcaloide. Ainsi, les alcaloides sont classés selon qu’ils dérivent d’'un acide aminé

ou non et que I'atome d’azote soit ou non intégré dans un hétérocycle :
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- Les alcaloides vrais dérivent d’acides aminés et possedent un hétérocycle

azoté (e.g. la strychnine)

- Les proto-alcaloides dérivent d’acides aminés mais I'atome d’azote n’est pas

intégré dans un systeme hétérocyclique (e.g. la colchicine)

- Les pseudo-alcaloides ne dérivent pas d’acides aminés mais peuvent

toutefois étre indirectement liés a la voie des acides aminés (e.g. la caféine)

Ensuite, les proto- alcaloides et alcaloides vrais peuvent étre classés en divers types
(e.g. terpénoides indoliques, tropaniques, pyrrolizidiniques, acridoniques,
isoquinoliniques et quinolizidiniques) selon I'acide aminé précurseur de la voie de
biosynthese [104] (Tableau 11.2)
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Tableau I1.2 : Classification des alcaloides dérivant d’acides aminés [105]

Acide aminé précurseur

Type d’alcaloide

Pyrrolidines, pyrrolizidines, tropanes

Pipéridines, quinolizidines, indolizidines

R =H, Phénylalanine
R =0H , Tyrosine

Alcaloides du type éphédrine, isoquinoléines

Tryptophane

Indoles

COOH

NH,

Acide anthranilique

Quinoléines, quinazolines, acridines

CO.H

Histidine

Pyridines
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11.2.3. Les terpénes

11.2.3.1. Définition

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels essentiellement trouvés chez les
plantes, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte [106]. Leur formule brute est
(CsHx)n : x traduit le degré d’insaturation de la molécule, n peut prendre des valeurs
allant de 1 a 8 sauf dans le cas des polyterpenes ou n peut atteindre plus de 100

(e.g. le caoutchouc). La molécule de base est I'isopréne de formule CsHs (Fig.1l1.4).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide,

lactone, etc.)

Les terpénes sont des métabolites secondaires jouant des réles écologiques
importants notamment au niveau de la communication interspécifique plante/plante
ou plante/organismes animaux et de la défense de la plante contre ses bio-

agresseurs phytophages par exemple [107].

o,
C CH,
W \ﬁ/

Figure 1.4 : Molécule d'isoprene [108].

11.2.3.2. Biosynthése des terpenes

Les composés de la famille des terpénes ont des structures tres variées, allant d‘une
simple chaine linéaire d'hydrocarbones jusqu'a des agencements complexes de
cycles carbonés. Ces terpénes ont cependant tous en commun le fait d‘étre
constitués de multiples sous wunités dfisoprene (CsHg) d'ou I‘appellation

d‘isoprénoides egalement donnée aux terpenes [106].
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Tous les terpénoides proviennent d’'une unité de base dont le squelette principal a 5
carbones (C5), l'isopentenyl diphosphate (IPP) et son isomére le diméthylallyl
diphosphate (DMAPP) (Fig.Il.5). Ces deux composés vont successivement
s’associer en géranyl-diphosphate (GPP) (précurseur des monoterpénes), en
farnésyl diphosphate (FPP) (précurseur des sesquiterpenes et des triterpénes) et en
geranyl-geranyl diphosphate (GGPP) (précurseur des diterpénes et des
tetraterpénes) grace a l'action d’enzymes spécifiques, des isoprényltransférases.
Deux voies de biosynthése complexes conduisent a ces unités de base a 5 carbones

soit dans les plastes soit dans le cytosol des plantes (Fig.11.6) [109 et 110].

IPP DMAPP
C53H3 Isomérase %HS
. 1
/J\/\ o J\/\
CH; > OPP CHa > OPP

Figure.ll.5 : Schéma de I'lPP et du DMAPP avec la numérotation des carbones
[109].
Il s’agit :

- Dans le cytosol de la plante, de la voie du mévalonate (MVA) qui débute par la
condensation de 3 acetyl-CoA, passe par le mévalonate (composé en C6) et
débouche sur I'lIPP,

- Dans les plastes, de la voie du 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) qui
débute par la condensation d'une unité pyruvate avec une unité
glyceraldéhyde 3-phosphate pour conduire au MEP puis a I'lPP aprés
plusieurs étapes enzymatiques (Fig.ll.6).

Ces deux voies métaboliques ne sont pas totalement disjointes puis que des flux

d‘'IPP entre le plaste et le cytosol existent via notamment une régulation opérée

par la lumiére [111 et 112]. Dans ces voies de biosynthese, les enzymes prényl-
transférase et terpene synthase (TPS) sont responsables de la diversification des
terpenes via l'addition répétée d'unités isoprénes C5 et la cyclisation,
respectivement (Fig.11.6). Les terpenes obtenus sont donc synthétisés soit dans le
cytosol (cas des sesqui-, triter- et polyterpénes) soit dans les plastes (cas des

isoprenes, mono, di- et tétraterpenes) [113].
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Figure 11.6 : Voies métaboliques menant a la biosynthése de divers composés
terpéniques [114].
Les noms des voies sont en italique, les composés volatils sont en gras et les enzymes sont encadrées.

Acetyl-CoA, acetyl coenzyme-A; AOS, allene oxide synthase; DAHP, 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-
phosphate; DHS,3-dehydroshikimic acid; DMAPP, dimethylallyl diphosphate; DXP, 1-deoxy-D-xylulose 5-
phosphate; DXR, DXP reductoisomerase; DXS, DXP synthase; Ery4P, erythrose 4-phosphate; F6P, fructose 6-
phosphate; FPP, farnesyl diphosphate; FPPS, FPP synthase; GA-3P, glyceraldehyde-3-phosphate; G6P, glucose
6-phosphate; GGPP, geranylgeranyl diphosphate; GGPPS, GGPP synthase; GPP, geranyl diphosphate; GPPS,
GPP synthase; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA; HMGR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase;
HPL, fatty acid hydroperoxide lyase; IGL, indole-3-glycerol phosphate lyase; Indole-3GP, indole 3-glycerol
phosphate; IPP, isopentenyl diphosphate; JMT, jasmonic acid carboxyl methyl transferase; LOX, lipoxygenase;

MEP, 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate; MVA, mevalonate; PAL, phenylalanine ammonia lyase; PEP,
phosphoenolpyruvate; Phe, phenylalanine

11.2.3.3. Classification des terpénes

Avec plus de 30 000 composeés, les terpenes forment la famille la plus large et variée
du point de vue structural de produits naturels d’origine végétale c’est-a-dire trouves
dans les feuilles, les fruits ou les graines. Ces composés sont formés de
'assemblage d'un nombre entier d'unités penta-carbonées, ramifiées, dérivées du 2-

méthylebutadiéne, appelées unités isopréniques (C5)n. Plus ou moins lipophiles ou
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hydrophiles, volatils ou non-volatils, cycliques ou acycliques, les terpénes sont
classés en fonction du nombre d’unités isopréniques contenus (a) et du nombre

d’atomes de carbone (b). lIs sont identifiés par la notation a : b (Fig.11.7) [111].

Classe de

. Exemple Structure
terpénes

Maonoterpénes - | )
2:10) Géraniol ll

Sesquiterpénes

(3:15) Farnésol l |I|

Diterpénes

4 : 20) Rétinol | ” S S e S g

Sesterpénes

(5 : 25) Hasléne

Tetraterpénes a-Caroténe | | . | _| |

Polyterpénes

(= 100 : =500) Caoutchouc

Figure 11.7 : Classification des terpenes [111].

Les plantes sont une « banque » de produits chimiques variés correspondant a une
multitude de substances chimiques quantitativement et qualitativement différentes.
Ces substances chimiques, souvent volatiles dans la nature, jouent un réle important
dans le comportement des insectes et dans les interactions plantes-insectes. La
libération de ces composés organiques volatils (les COVs) peut aider les plantes a

s'acclimater au stress biotique ou abiotique.
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1I.2.4. Diversité et réle des COVs (Composés organiques volatils) dans la défense

des plantes

De facon générale, le terme "composé organique volatil" (COV) regroupe I'ensemble
des composés organiques rencontrés a I'état gazeux dans notre atmosphére. Les
COV ont deux grandes catégories de sources : les sources anthropiques, liées aux
activités humaines, et les sources naturelles, dites biogéniques. Parmi les sources
naturelles, la végétation est la source majeure d’émission (98%) de COVs et seuls

les COVs d’origine végétale seront abordés dans ce manuscrit.

Dans ce contexte, les COVs sont des composés « odorants » synthétisés par divers
organes de la plante (fleurs, fruits, feuilles, racines) de nombreuses espéces de
plantes qui sont ensuite émis dans I'atmosphére ou le sol [115]. Leur spécificité par
rapport aux autres métabolites secondaires est donc de ne pas étre limités aux seuls
tissus de la plante mais de pouvoir étre émis dans I'environnement. Ces substances
volatiles représentent environ 1% des métabolites secondaires synthétisés par les
plantes [116]. En écosystémes naturels ou anthropisés, elles peuvent jouer un role
de défense et de protection par exemple contre les insectes ravageurs et les
pathogenes, et de communication en attirant par exemple des pollinisateurs et
d’autres animaux ou micro-organismes beénéfiques [116]. De nombreux facteurs
(température, ensoleillement, stade de développement de la plante, attaques par des
bio-agresseurs, etc.) peuvent affecter I'émission qualitative et quantitative de ces
composés volatils qu’ils soient naturellement constitutifs de la plante ou
spécifiguement induits par des évenements. Dans le contexte des interactions
plantes-insectes, I'action mécanique des insectes phytophages sur le végétal stimule
non seulement I'émission passive des composés constitutifs stockés dans des
structures de stockage telles que les trichomes glandulaires mais induit aussi la

synthese et 'émission de nouveaux composeés volatils [114 et 115].

La nature des composés émis par les plantes varie d’'une espéce a l'autre et selon le
facteur déclencheur. Ainsi, plus de 25 000 COVs ont été isolés dans plus de 90
familles de plantes. Ces composés appartiennent a trois groupes majeurs : les

terpénoides, les composés aromatiques, les dérivés des acides gras [117].
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e Les terpénoides

Les terpénoides sont les composés dominants des émissions biogéniques et leurs
emissions proviennent essentiellement du feuillage. Plus précisément, les COVs
terpéniques émis par les plantes impliquent en premier lieu des hémiterpénes
(composés en C5) et de nombreux monoterpénes (composés en C10) puis
secondairement les sesquiterpenes (composés en C15), les homoterpénes
(composés en C11 et C16) et de nombreux diterpenes (composés en C20), lesquels
possedent une pression de vapeur élevée leur permettant d’étre vaporisés dans
'atmosphére [118]. Dans les « bouquets odorants » émis ils sont prépondérants
[117].

Les facteurs biotiques et abiotiques déclencheurs de [I'émission de COVs
terpénoides et les propriétés des composés ainsi induits sont trés variés.

Contre le stress oxydatif causé par différents facteurs abiotiques tels que la lumiere,
la température ou la sécheresse, les terpénoides peuvent avoir des propriétés
protectrices [119]. Le rOle des terpénoides dans les interactions plante-insecte a
longtemps été négligé, mais il est de plus en plus évident que les terpénoides jouent
un rbéle majeur dans la défense directe et indirecte des plantes [120 et 121]. Il a été
prouvé que ces composés jouent un réle répulsif alencontre des insectes
phytophages tels que Manduca sexta (L.) (Lepidoptera, Sphingidae) [122]
contrairement a Pieris rapae (L.) (Lepidoptera, Pieridae) et Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera, Plutellidae) [123]. lls peuvent également affecter I'attraction d’un
parasitoide Diadegma semiclausum (Hellen) (Hymenoptera, Ichneumonidae) pour
son hote [123]. Les monoterpénes et les sesquiterpenes en particulier sont toxiques
ou dissuasifs pour un large éventail d'organismes [118]. Par exemple, le linalool, un
monoterpene, et le (E)-B-farnéséne, un sesquiterpene, peuvent étre produits par les
plantes pour repousser les pucerons [124]. Méme si les monoterpénes et les
sesquiterpenes sont des COVs constitutifs de la plante, leur émission est fortement
induite par les insectes [121]. Pour illustrer cet aspect, I'émission des deux
homoterpénes DMNT (4-8 Dimethyl-1.3,7-nonatriene) et TMTT (4,8,12-
trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene) est souvent induite lors d’attaques de

phytophages de nombreuses especes végétales, dont la tomate (Solanum
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lycopersicum), [125], le haricot de Lima (Phaseolus lunatus L.), le poivron (Capsicum
annuum L.) [126], le peuplier (Populus trichocarpa Torr. & Gray x P. deltoides Bartr)
[127] et le mais (Zea mays) [128]. Il a été montré lors d’expériences
comportementales que le 4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene attirait les

acariens prédateurs [129].

En plus de leur role dans les interactions plante/insecte, les terpénoides
interviennent également dans les interactions plante/plante. Certains monoterpenes,
tels que le carvovol et le D-limonéne, jouent un réle allélopathique en inhibant la
respiration, en bloquant le cycle de l'azote ou en inhibant la croissance et la
germination des graines des plantes voisines [130]. Les plantes n'émettent pas
seulement des substances volatiles mais les percoivent ou les reconnaissent dans
les communications inter- et intra-plantes. Malheureusement, le mode et les
mécanismes sous-jacents a cette reconnaissance volatile sont encore complétement

inconnus [131].

e Les composeés aromatiques

lIs constituent une large gamme de composés volatils, majoritairement issus de la
voie biosynthétique des phénylpropanoides. lls sont principalement émis par les
parties reproductives du végétal mais ils se retrouvent aussi dans les émissions de
parties végétatives, dont plusieurs sont connus pour étre impliqués dans la défense
des plantes contre divers facteurs biotiques et abiotiques [114]. Les
phénylpropanoides apportent résistance a la lumiére UV car ils absorbent le
rayonnement UV-B [132]. Au sein de la famille des benzénoides, I'émission du
salicylate de méthyle (MeSA) est souvent induite par l'attaque d’insectes, laquelle
s’avére efficace dans la défense directe et indirecte de la plante contre les bio-
agresseurs [121]. En outre, le MeSA agit comme un signal au sein d'une plante,

menant a I'acquisition d’une résistance systémique [133 et 134].
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e Les dérivés d'acides gras

Les dérivés d’acides gras, parmi lesquels figurent le trans-2-hexenal et le cis-3-
hexenol, deux composés souvent trouvés dans les COVs émis, proviennent d’acides
gras insaturés en C18 tels que l'acide linoléique ou I'acide linolénique, notamment
libérés des membranes plasmiques lors de Iésions cellulaires [135].

Ensuite désoxygénés, ces acides gras, sont plus facilement métabolisés, entrainant
in fine la formation d'aldéhydes C6 et C9 volatils & chaine courte [eg. (Z) -3-hexénal],
d’alcools [e.g. (Z) -3-hexéene-1-0l] et d’esters [e.g. I'acétate de (Z) -3-hexényle] [121].
Ces composés appelés volatils des feuilles vertes (GLV ; green leaf volatiles) sont
largement émis lorsque le tissu foliaire est endommageé. lls sont également émis par
les tissus végetaux sains c’est a dire non endommagés mécaniqguement mais

exposés a des conditions abiotiques extrémes [136].

11.3. Méthodes pour identifier des métabolites secondaires

Plusieurs techniques d’extraction des molécules bioactives a partir des végétaux
peuvent étre recensées [137]. Il s’agit de méthodes d’extraction a pression ambiante
se fondant sur I'affinité des molécules pour différents solvants polaires et apolaires et
sur des méthodes pouvant faire intervenir ou non des étapes de chauffage et/ou
d’agitation ou centrifugation [138]. On peut citer les quatre méthodes d’extraction
suivantes : (i) par entrainement des molécules grace a la vapeur, (ii) par extracteur
de Soxhlet, (iii) par solvants organiques et par (iv) dérivatisation [139]. Cependant
présentant plusieurs inconvénients non négligeables (ie. longue durée d’extraction,
rendements obtenus faibles, consommation importante de solvants toxiques et
d’énergie) [140] d’autres méthodes augmentant la productivité, la rentabilité et la
qualité des extraits, sont dorénavant privilégiées. Les méthodes d’extraction par

fluides supercritiques et par ultrasons en font partie [141].

11.3.1. Méthode d’extraction par dérivatisation

La dérivatisation en chimie a pour principe de greffer a un composé une structure
connue et détectable (un agent dérivant) pour former un dérivé plus facilement

détectable. La silylation qui consiste en l'introduction d’'un groupe silyle (R3Si-) a un
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composeé, au moyen d’agents (eg. TMSCI : N, 0- Bis (triméthylsilyl) acétamide (BSA)
_ BSTFA: N-O-bis-triméthylsyliletrifluoroacétamide), est une réaction permettant
l'obtention de dérivés généralement moins polaires, plus volatils et plus stables
thermiquement. De ce fait, les produits dérivés deviennent plus séparables par GC
(Chromatographie en phase Gazeuse) et diagnosticables par la suite. Le
triméthylsilyléther (TMS) est le groupement éther silylé le plus facile a introduire,
mais également I'un des plus labiles en milieu acide ou basique. Pour illustrer, la
dérivation par silylation permet de convertir les groupements alcools (-OH) en
groupements comportant un atome de silicium entouré de groupements méthyls (-O-
Si (CH3)3). Par contre, lors de la silylation, des sels d'ammonium sont produits
lesquels sont utiles pour activer les réactions de silylation mais sont en revanche

difficiles a éliminer [138].

11.3.2. Extraction assistée par enzymes

Les méthodes faisant intervenir des enzymes (protéases ou polysaccharides
hydrolases) ont été développées pour deéstructurer les parois cellulaires des tissus
oléagineux. La majorité des études menées sur des substrats végétaux indiquent
qu’il n'existe pas de régles relatives a l'activité enzymatique et de conditions
opératoires a adopter. La pluralité des procédés existants est a rattacher aux
propriétés structurales et physicochimiques du substrat utilisé et a la nature des

enzymes utilisées [142].

Toutefois, deux méthodes principales sont utilisées ; I'extraction aqueuse assistée
par enzymes et la pression a froid assistée par enzymes. Leur efficacité dépend de la
nature et de la concentration de I'enzyme lors de I'hydrolyse, de la température, du
pH, de la taille des particules a traiter ainsi que du temps d’exposition entre 'enzyme
et le substrat. Des solvants apolaires sont ensuite utilisés pour extraire en quantité
suffisante I'huile résiduelle contenue dans les structures cellulaires persistantes
[143].
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11.3.3. Extraction par CO> supercritique

Le domaine supercritique est défini quand la température et la pression de la
substance dépassent leurs valeurs critiques. Au point critique, les masses
volumiques des deux phases (vapeur et liquide) deviennent identiques. Au-dela de
ce point, la substance n’existe plus en tant que liquide ou gaz, mais plutét sous
forme d’'une seule phase, le fluide supercritique. Le dioxyde de carbone (CO2) est le
fluide supercritique le plus utilisé ceci pour ses multiples avantages : non toxique
(solvant éliminé a basse pression ou absence de solvants organiques polluants),
ininflammable, chimiquement stable, état gazeux a pression atmosphérique,
disponible a une pureté élevée et a bas prix, durée d’extraction courte, sélectivité
élevée, température critique relativement basse (31°C) [150] et pression critique (74
bars) faciles a atteindre permettant d'éviter la thermodestruction éventuelle des
composes et de minimiser les risques d’hydrolyse et d'isomérisation des produits. Le
CO: en qualité de solvant a une tension superficielle de surface faible, une diffusivité
élevée et une viscosité faible ce qui favorise le transfert de matiére et permet la

pénétration facile des molécules dans les pores d’une matrice solide [144].

Le pouvoir solvant du fluide supercritique dépend de sa masse volumique. Il est trés
flexible ; il suffit principalement de modifier la température et/ou la pression pour
accroitre les rendements d’extraction ou la sélectivité [145]. La méthode d’extraction
exige néanmoins une consommation d’énergie importante pour établir les pressions
et les températures requises pendant les différentes étapes du processus
d’extraction [144]. L’apolarité du CO: limite I'extraction des composés polaires mais
'addition de co-solvants modifie la polarité du mélange et rend possible I'extraction

de métabolites secondaires polaires.

11.3.4. L'extraction assistée par ultrasons

Les ultrasons sont des ondes vibratoires acoustiques avec des fréquences de plus
de 16 kHz. En milieu solide, les ultrasons produisent des échauffements et une
vibration du milieu, alors qu’en milieu liquide, ils produisent un phénoméne de
cavitation. L’efficacité du procédé dépend de la fréquence et de I'amplitude des
ultrasons et des solvants utilisés pour extraire les composés organiques ou

inorganiques. Cette méthode présente aussi des avantages tels que la diminution
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des temps d’extraction et des quantités de solvants utilisés, des rendements
d’extraction significatifs et la bonne préservation des molécules thermolabiles au
moyen d’une température du milieu basse [139]. Son principe consiste a immerger la
matiére végétale dans I'eau ou le solvant, laquelle est ensuite soumise a 'action des
ultrasons a basses fréquences (20 Khz a 10 Mhz). Pendant la sonication, les ondes
sonores induisent des vibrations mécaniques conduisant au phénoméne de
cavitation a travers une succession de phases de compression (implosion des bulles
de cavitation) et de décompression (création des bulles de cavitation) [139].
L’'implosion des bulles de cavitation brisent les parois cellulaires facilitant I'extraction
de molécules. La libération du contenu intracellulaire dans la solution lui permet
d’étre ensuite capté par un solvant avec lequel les métabolites possédent des
affinités [139].

11.4. Méthode d’analyse par GC/MS (Chromatographie en phase Gazeuse /

Spectrométrie de Masse)

La chromatographie est une technique analytique qui permet la séparation des
constituants d’'un mélange en phase homogeéne liquide ou gazeuse. Le principe de
base repose sur les équilibres de concentration des composés présents entre deux
phases non miscibles en contact dont I'une, dite stationnaire, se trouve dans la
colonne, et l'autre, dite mobile, se déplace au contact de la premiére. La séparation
est basée sur I'entrainement différentiel des constituants dans la colonne. Chaque
constituant parcourt la colonne avec des temps proportionnels a ses propriétés
intrinséques (taille, structure, etc.) dans la phase mobile et a son affinité avec la
phase stationnaire (polarit€é). Le détecteur mesure en continu, a I'extrémité de la
colonne, la quantité de chacun des constituants séparés (transmission d’'un signal
électrigue a un enregistreur). Les résultats apparaissent sur le chromatogramme
sous forme de pics. On obtient un chromatogramme et c’est sur celui-ci que sont
données toutes les informations nécessaires a I'analyse qualitative et quantitative
[146].

La chromatographie en phase gazeuse est aujourd’hui, 'une des techniques les plus
utilisées en chimie analytique. Elle permet la séparation des composés gazeux ou

susceptibles d’'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle permet
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également l'analyse de mélanges tres complexes de nature et de volatilité tres
diverses [146].

La spectrométrie de masse (« Mass Spectrometry » MS) est une méthode de
détection dans la chromatographie dont le fonctionnement est basé sur le fait que les
molécules sont ionisées, fragmentées puis séparées sur la base du rapport de la
masse sur la charge (m/z). La technique de la spectrométrie de masse est constituée
de trois parties : une source d’ions, un analyseur de masse et un détecteur.
L’échantillon arrive dans la source d’ions via 'admission. L’analyte ou composant est
transformé en ions dans la source. Ces ions sont ensuite séparés dans I'analyseur
sur la base de leur rapport masse/charge (m/z), puis, le détecteur mesure la quantité
du rapport m/z et les données sont ensuite transposées en un spectre de masse (ie.
graphique) si la spectrométrie de masse est couplée a un chromatographe. Un
spectre de masse est caractéristique d’'un analyte ou composant. Cette technique
permet conjointement d’identifier un composé en comparant, d’'une part, son spectre
a ceux contenus dans des bibliotheques de spectres informatisées Wiley, NIST et
Adams, et d’autre part, son indice de rétention (ou indices de Kovats) calculé sur

deux colonnes de polarité différente en chromatographie en phase gazeuse [147].

[I.5. Quelques plantes cultivées majeures de la famille des Solanacées

11.L5.1. Généralités

La famille des Solanacées contient de nombreuses especes cultivées et sauvages
parmi lesquels on trouve bon nombre de fruits et légumes a intérét agronomique, des
plantes ornementales, des plantes officinales voire hallucinogenes. C’est une des
plus grandes familles de plantes avec pres d'une centaine de genres et plus de
2 500 espéces. Les membres de cette famille botanique sont présents sur tous les
continents, aussi bien dans des climats tropicaux que tempérés méme si la majorité
des especes sont originaires d’Amérique du Sud.

Plus de la moitié des Solanacées appartient au genre Solanum, qui a donné son

nom a cette a famille [148].

Parmi les principales solanacées cultivées et utiles a la consommation humaine, se
trouvent la tomate (Solanum lycopersicum L.) (Voir focus 2), la pomme de terre
(Solanum tuberosum L.) (Voir focus 3), le tabac (Nicotiana tabacum L.), le poivron

(Capsicum anuum L.), et 'aubergine (Solanum melongena L.) (Voir focus 4).



Focus 2 (La tomate, Solanum lycopersicum)

Nom commun : La tomate
Nom scientifique : Solanum lycopersicum
Famille : Solanacée

Importance : C'est un légume le plus important dans [l'alimentation
humaine aprés la pomme de terre et aussi une plante modéle pour la
recherche agronomiques. En effet, elle est communément utilisée pour
des études physiologiques, biochimiques, moléculaires ou ressources
génétiques.

Aire d'origine : Amérique du Sud (Mexique, Pérou, Equateur et Bolivie)

Production mondiale : 177 millions de tonne produites principalement
en Chine, Inde, Etats-Unis, Turquie, Egypte, Iran, Italie, Brésil, Espagne,

Production nationale : 1,5 million de tonne (2019).

A
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Dessin d'un plant de tomate
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Focus 3 (La pomme de terre , Sofanum tuberosum)

Nom commun : La pomme de terre
Nom scientifique : Solanum tuberosum

Famille : Solanacee

Importance : La pomme de terre est devenue une des principales
cultures destinées a la consommation domestique. En Algérie, la filiere
pomme de terre dans tous ses volets semences et consommation
occupe aujourd’hui une place stratégique dans la nouvelle politique du
renouveau agricole et rural.

Cette culture reste parmi les espéces maraichéres, qui occupe une place
primordiale tant par l'importance qu'elle occupe dans l'alimentation, les
superficies qui lul sont consacrées, I'emplol qu'elle procure que par les
volumes financiers qui sont mobilisés annuellement pour sa production
locale et/ou son importation (consommation et semence).

Aire d'origine: Pérou dans le sud-ouest de 'Amérique du sud.

Production mondiale : 376 millions de tonne produites principalement
en Chine, Inde, Russie, Etats-Unis, Ukraine, Pologne, Allemagne , Pays-
Bas France.

Production nationale : 5 millions de tonne (2019).

L'Algérie est le premier producteur de pomme de terre dans le monde
arabe et le deuxitme en Afrique aprés I'Afrique du sud.

Dessin d'un plant de pomme de terre
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Focus 4 (Aubergine, Solanum mefongena)

Nom commun : Aubergine
Nom scientifique : Solanum melongena
Famille : Solanacee

Importance : Elle est d'une importance économique et traditionnelle
dans les pays mediterranéens et en Asie. Le fruit de l'aubergine abaisse
le taux de cholestérol ; il convient dans un régime alimentaire desting a
regulariser la tension arténelle. Frais, on l'applique en cataplasme sur les
hémorroides, mais on l'utilise plus couramment sous forme d'huile. Le
fruit et son jus sont des diurétiques efficaces.

Aire d'origine: I'Asie du sud
Production mondiale : 51 millions de tonne produites principalement
en Chine, Inde, Egypte, Turquie, Iran, Japon, Indonésie Iraq, Italie.

Production nationale : 127 milles tonne (2019).

Dessin d'un plant d’aubergine
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11.5.2. Impacts des bio-agresseurs sur les Solanacées

Mis a part les facteurs climatiques, la productivité et la qualité des Solanacées
cultivées reposent en bonne partie sur le contrble de leurs nombreux bio-agresseurs
parmi lesquels on trouve tant des micro- que des macro-organismes a savoir des
champignons, bactéries et virus responsables de maladies ; des nématodes qui via
la formation de nodosités sur les racines freinent le développement des plantes ou
se nourrissent des racines ce qui fait que les adventices entrent en compétition avec
la plante pour la lumiere, les nutriments et I'eau ; des insectes qui affaiblissent
directement et/ou indirectement la plante par succion de la séve, forage ou par

transmission de maladies (Appendice A) [149].

11.5.2.1. Arthropodes phytophages

Les insectes et les acariens sont les principaux bio-agresseurs arthropodes des
Solanacées. Le type de dégats dépend du type des piéces buccales que possede le
bio-agresseur. La plupart des ravageurs ont des pieces buccales de type broyeur
(tels que les chenilles mineuses). Leurs mandibules leur permettent d’arracher et de
macher des parties de feuilles, tiges ou fruits [150] et de creuser des galeries dans le

végétal.

D’autres sont des piqueurs-suceurs. Les dégats de ces arthropodes apparaissent
souvent en taches ou par des déformations des feuilles, fruits et tiges. Ils percent les
tissus végétaux et aspirent la seve [149]. L’incidence de ces insectes (Appendice A)
(tels que les aleurodes ou les pucerons) en termes de dégats est souvent associée a
leur densité. Néanmoins, les phytovirus (Appendice A) qu’ils peuvent véhiculer et
transférer aux plantes lors de la prise alimentaire provoquent des dégats bien plus

importants [151].

[1.5.2.2. Champignons

Les champignons pathogénes des Solanacées (Appendice A) sont caractérisés par
un mycélium formé de filaments nommés hyphes. Ce sont des organismes
hétérotrophes qui prélévent leurs nutriments dans leur(s) plante(s)-héte(s) [151]. La
pénétration de leur mycélium dans les tissus végétaux peut se faire de différentes
manieres : directement a travers la cuticule et la paroi des cellules, par les ouvertures

naturelles telles que les stomates et les blessures. La phase de contamination du
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végeétal est causée par la germination de spores fongiques présentes sur la plante et
leur pénétration a lintérieur des tissus. Puis s’en suit la phase d’infection ou les

champignons commencent a prélever leur nourriture chez leur héte [152].

11.5.2.3. Bactéries

Elles possedent seulement un chromosome circulaire [152]. Les bactéries
responsables de maladies sur Solanacées présentent des formes variables

sphérique, ellipsoidale, filamenteuse, etc. La majorité de celles attaquant les
Solanacées sont sous forme de batonnets, sont donc des bacilles [152]. L’infection
par une bactérie ne peut se faire que via des zones affaiblies de la plante telles que
des ouvertures naturelles (stomates) ou des blessures de taille [152]. Aprés leur
entrée dans les tissus, les bactéries se développent d’abord dans les espaces

intercellulaires puis tuent rapidement les cellules. [152].

La plupart des maladies bactériennes se développent dans des conditions
d’hygrométrie élevée soit liée a I'eau présente sur les plantes ou I'eau stagnante au
sol [151 et 152]. Tous les organes de la plante peuvent étre affectés : feuilles, fruits,
racines, moelle de la tige, systeme vasculaire. Les symptdémes associés aux
maladies bactériennes peuvent étre de trois sortes : des taches huileuses sur les
feuilles et les tiges, des infections vasculaires et des tumeurs qui affectent surtout les
racines [160]. Les bactéries qui affectent les Solanacées sont regroupées dans 6
genres bactériens : Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas, Clavibacter,

Pectobacterium (anciennement Erwinia) et Agrobacterium (Appendice A) [152].

11.L5.2.4. Viroses ou maladies virales

Les virus sont généralement transmissibles par les insectes vecteurs (pucerons,
aleurodes et thrips). lls provoquent des anomalies dans la croissance des organes
de la plante et dans son fonctionnement. On observe des mosaiques, ou
enroulement du limbe foliaire, ou encore des malformations avec nanisme de
certaines pousses.

Les différentes viroses sur tomate sont provoquées par : le TMV (Virus de la
Mosaique du Tabac), le TSPWV (Tomato Spotted-Wilt Virus), le TYLCV (Virus de la
mosaique du Concombre), le PVY (Virus Y de la pomme de terre) et le TMV (Virus

de la mosaique de la luzerne) (Appendice A) [152].
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CHAPITRE Il
Le modele biologique : la mineuse sud- américaine de la tomate

(Tuta absoluta)

I11.1. Tuta absoluta : un polyphage invasif

Tuta absoluta (Meyrick 1917), communément appelé la mineuse sud-américaine de la
tomate, est un micro-lépidoptere de la famille des Gelechiidae. Son expansion
géographique rapide a quasiment tous les pays du monde (Fig.lll.1) et 'ampleur des dégats
occasionnés sur de nombreuses cultures majeures font que cette espece figure parmi les
ravageurs agricoles majeurs de ces 20 dernieres années, et notamment de la filiere

mondiale de la tomate [6].

Cette espece a de ce fait un statut réglementaire particulier. Elle est classée sur la liste A2
de 'OEPP (Organisation Européenne et méditerranéenne pour la Protection des Plantes)
signifiant que 'OEPP recommande a ses états membres, dont fait partie I'Algérie, de
réglementer cette espéce d’importance économique présente sur le territoire en tant

gu’organisme de quarantaine.

[11.1.1. Classification taxonomique

La mineuse de la tomate a été décrite pour la premiére fois en 1917 au Pérou par un
entomologiste britannique, E. Meyrick (Meyrick, 1917) [153] sous le hom de Phthorimaea
absoluta [154]. La dénomination du Genre a ensuite successivement été changée par
D. Povolny avant de devenir Tuta absoluta en 1994 :

» Gnorimoschema absoluta [155]

» Scrobipalpula absoluta [156]

» Scrobipalpuloides absoluta [157]

» Tuta absoluta [158]
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Sa position taxonomique est la suivante :

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Classe Insecta
Ordre Lepidoptera
Superfamille Gelechioidea
Famille Gelechiidae
Sous-famille Gelechiinae
Genre Tuta

Espece absoluta

[11.1.2. Origine et / répartition mondiale

La mineuse de la tomate est originaire d’Amérique Centrale probablement des Hauts
Plateaux du Centre du Pérou [159 et 160]. Dans les années 1960, elle a commencé a
étendre son aire de répartition aux autres pays d'’Amérique Latine [161] et dorénavant tous
sont touchés [162 ; 163 et 164]. Hors de son continent d’origine, T. absoluta a été détecté

pour la premiéere fois en Europe a la fin de 'année 2006 dans le sud de 'Espagne [5].

De 2006 a 2008, il s’est tout d’abord répandu aux pays d’Europe et d’Afrique du Nord ayant
un climat méditerranéen tel que le sud de la France, le Maroc, I'Algérie et 'Egypte [165 ;
166 ; 167 et 168]. Des 2010, il s’est propagé dans certains pays de la Corne de I'Afrique
tels que le Soudan [169], 'Ethiopie [170] et le Kenya en 2014 [171]. En Afrique de I'Ouest,
en 2012 le Sénégal fut le premier pays a déclarer la présence de T. absoluta [172] sur son
territoire et a ce jour cette espece a envahi 41 des 54 pays africains [173]. Les derriéres
signalisation de T. absoluta concernent des pays d’Afrigue du Sud [174 et 175] et
réecemment en Chine dans la région Xinjiang Uygur (lli, Xinjiang) [176] (Fig.ll1.1).
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Figure lll.1 : Répartition mondiale de Tuta absoluta [177]

Compte tenu de son potentiel invasif, reste a craindre que cette espece n’envahisse
d’autres régions présentant des conditions climatigues et de ressources favorables a
l'installation des populations de T. absoluta, telles que les Etats-Unis [178]. D’ailleurs, ce
grand territoire appligue des mesures phytosanitaires et une réglemention strictes au niveau
des échanges commerciaux, mene des prospections agricoles réguliéres en vue d’'une
détection précoce du ravageur c’est-a-dire avant son installation [179]. A ce jour, si l'aire
d’'origine de T. absoluta ne fait plus aucun doute, les routes d’invasion suivies restent

putatives.

111.1.3. Morphologie et description

T. absoluta est un micro-lépidoptére de couleur gris-argentée, qui mesure 6 a 7 mm de
longueur avec des antennes filiformes et des taches brunes sur les ailes [180]. La femelle
est légérement plus grande que le male [181] (Fig.l1l.2). Les femelles pondent les ceufs, de
forme ovale et de couleur creme, sous les feuilles ou sur les tiges [7]. Aprés éclosion, la
chenille L1 passe par quatre stades de développement aux couleurs différentes. Le stade
L1 est de couleur creme ; les stades L2 et L3 sont verdatres et le stade L4 est rose [180].
Les larves de la mineuse pénetrent dans les feuilles, les fruits ou les tiges ou elles se
nourrissent et se développent. La chrysalide, de 4 a 5 mm de longueur, est verdatre puis
devient brunéatre a 'approche de I'émergence de I'adulte (Voir focus 5) [182].
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Figure 1.2 : Morphologie de T. absoluta [183].
(a) Méle ; (b) Femelle

I11.1.4. Biologie générale

Les femelles de T. absoluta pourraient s’accoupler jusqu’a six fois [184] et pondre jusqu’a
260 ceufs au cours de leur vie [185]. Ainsi, 2 a 3 jours aprés I'accouplement, les femelles
commencent a pondre majoritairement sur la face inférieure des feuilles (73% de la ponte),

puis sur les jeunes tiges tendres (21%) et/ou sur des fruits immatures (6 %) [186].

Dés I'éclosion des ceufs, les jeunes larves pénetrent les organes végétaux, particulierement
les feuilles pour s’en nourrir, tout en creusant des mines. La présence de mines et
d’excréments dans le mésophylle, provoque une baisse de rendement au niveau de la
photosynthese, de la croissance et du développement de la plante [184]. Il a été montré que
pour une surface foliaire de 2,8 cm? consommées par des larves de derniers stades,
2,2 cm? (78%) I'étaient par la larve L4 [187]. Ensuite, la métamorphose s’opére ; soit la larve
quitte sa galerie et grace a un fil de soie descend au sol pour se nymphoser et demeurer

jusqu’a I'émergence [188], soit la nymphose se déroule dans une cavité de feuille.



[ Focus 5 : (La mineuse de la tomate , Tuta absoluta) ]

Nom commun : La mineuse de la tomate
Nom scientifique : Tuta absoluta
Famille : Gelechiidae

Importance : Ravageur le plus important en Amérique du sud, considéré comme
trés dangereux en Europe depuis son apparition en 2006

Aire d'origine : Amérique du Sud

Répartition : Amérique du Sud (Argentine, Bolivie, Brésil, Chili, Colombie,
Equateur, Paraguay, Pérou, Uruguay,...), Europe (Espagne, Italie, France, Malte,
Royaume-Uni, Suisse, Portugal,...), Afrique (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye,
Sénégal, Kenya, Afrique du sud,... )
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La biologie de populations de T. absoluta issues d’origines géographiques variées a été
largement étudiée et ceci sous différentes conditions bioclimatiques [189 et 190]. Ainsi, de
nombreuses caractéristiques biologiques et comportementales (durée de développement,
longévité, nombre de générations/an, mobilité de linsecte, etc...) s’avérent étroitement
dépendantes des conditions de température [191 ; 192 et 193]. Son cycle biologique peut
étre achevé en moins d’'un mois a des températures supérieures ou égales a 30°C
[194 ;195 et 196], se traduisant dans certains pays d’Afrique a la présence de 10 a 14
générations de T. absoluta par an [195]. En Algérie, le cycle de développement de T.
absoluta peut se réaliser en 21 jours et 3 générations sur une période de 5 mois ont été

signalées [197].

[1l.2. Les plantes-hétes de la mineuse de la tomate

T. absoluta attaque diverses espéeces cultivées et sauvages, majoritairement de la famille
des Solanacées telles que la tomate sa plante-hote privilégiée, I'aubergine, la pomme de
terre, des adventices et des plantes ornementales [198]. D’autres familles botaniques sont

€galement attaquées [173] (Tableau I11.1).



Tableau llI.1 : Plantes-hétes de Tuta absoluta en Amérique du Sud (i.e. zone native) versus en Europe et Afrique (i.e. zones envahies)

Continent Famille botanique Espéces Nom commun Références
Solanum lycopersicum Tomate [199]
= Solanum tuberosum Pomme de terre [200]
% Solanum melongena Aubergine [201]
= Solanacées Solanum sisymbriifolium Tomate litchi [201]
s Capsicum annuum Poivron [202]
2 Nicotiana tabacum Tabac [203]
‘g Nicotiana rustica Tabac rustique [7]
< Nicandra physalodes Nicandre faux-coqueret [7]
Solanum dulcamara Morelle douce-ameére [199]
Lycopersicon hirsutum Tomate sauvage [204]
Solanum tuberosum Pomme de terre [7]
Solanum melongena Aubergine [7]
Solanacées Solanum muricatum Pépino [205]
Capsicum annuum Poivron [206]
%). Nicotiana tabacum Tabac [7]
= Hysalis peruviana Coqueret du Pérou [182]
w Amaranthacées Chenopodil_Jm album Chénopode blanc [206]
Beta vulgaris Betterave [206]
Convolvulacées Convolvqlus aryensis Liseron des champs [206]
Calystegia sepium Liseron des haies [206]
Fabacées Phaseolus vulgaris Haricot [205]
Solanum lycopersicum Tomate [207]
o Solanum tuberosum Pomme de terre [6]
1= Solanacées Solanum melongena Aubergine [6]
< Solanum aethiopicum Aubergine africaine [208]
Capsicum annuum Poivron [209]
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111.3. Dégéts sur plantes-hoétes

11.3.1. Les symptbmes

Les attaques des larves de T. absoluta ciblent en priorité les feuilles, puis les tiges et les
fruits verts [210] induisant I'apparition de taches a l'entrée des galeries ou mines sur
lesquelles on retrouve les chenilles avec leurs déjections noiratres. En cas d’infestation
élevée, les feuilles se déforment et se nécrosent. Les dégats occasionnés aux fruits
favorisent I'apparition de maladies cryptogamiques notamment la pourriture avant ou aprés
la récolte [211].

Sur tomate, aprés éclosion, les larves L1 pénétrent entre les deux épidermes de la feuille
[212] (Fig.lll.3A) et la consomment en formant des galeries (Fig.lll.3B) [163]. Ces galeries
peuvent étre confondues avec celles creusées par les larves de petites mouches mineuses
du genre Liriomyza (Diptera, Agromyzidae) [213]. Les galeries ou mines se nécrosent et
brunissent [214]. Les divers stades larvaires de T. absoluta se nourrissent du mésophylle et
laissent intact I'épiderme (Fig.lll.3C) mais ils affectent la capacité photosynthétique de la
plante [187].

Figure I11.3: Symptémes sur les feuilles

A : Pénétration de la larve aprés éclosion [215] ; B : Galeries ou Mines au niveau des feuilles [216] ; C : Larve
L3 se nourrissant du mésophylle [215]
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Les larves peuvent également attaquer les fruits en formation ou mirs en y pénétrant et
creusant des galeries ; ce qui les rend impropres a la consommation et a la vente (Fig.ll11.4).
Ces mines sont autant de portes ouvertes a l'installation d’agents pathogénes tels que les

bactéries et les champignons [181].

Figure Ill.4 : Symptémes sur les fruits (ZAID, Original)

Sur aubergine et pomme de terre, les larves de T. absoluta attaquent principalement les
parties aériennes ; elles ne se développent pas sur les tubercules de pomme de terre [217
et 218].

111.3.2. Impacts économiques

Les Solanacées et en particulier la pomme de terre, la tomate et 'aubergine, représentent
une source considérable de revenus pour I'économie et une source nutritionnelle précieuse
(e.g. minéraux, vitamines, antioxydants et fibres) pour les populations humaines du monde
entier [219]. Ces trois especes de Solanacée et plus particulierement la tomate sont
fortement sujettes aux déprédations de la part des larves de T. absoluta dont 'importance
est fonction du systéme de production (sous abri, plein champ) et du niveau d’intensification
des cultures et des conditions climatiques [7]. T. absoluta et indirectement les agents
pathogénes qui s’introduisent a la faveur des attaques du ravageur occasionnent des pertes
de production de tomate variant de 50 a 100 % et une dépréciation de sa valeur
commerciale [174]. Les pertes de récolte en tomate sont par exemple estimées a 25
millions d’euros / an au Pays-Bas, deuxiéme producteur mondial de tomate, auxquels il faut

rajouter le prix de la lutte estimé a 4 millions d'euros / an [220].
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En Afrique, les conséquences associées a la présence de T. absoluta sur cultures sont
souvent économiquement tres lourdes. Au Nigeria, pays représentant 5% de la surface
mondiale plantée en tomate, les pertes en tomate fraiche ont été estimées a 100 000
tonnes et 411,764 dollars en 2015 et plus de 90% de 17 000 hectares de tomate ont été
entierement perdus a Kano en 2016, faisant exploser le prix de la tomate et la mettant ainsi
hors de portée pour la majorité de la population du pays [7]. En Tanzanie, apres l'arrivée de
T. absoluta en 2014, le prix de la tomate a subi une hausse phénomeénale passant de 3
dollars a 29,41 dollars le carton. Au Sénégal, des petits producteurs ont di abandonner
I'exploitation de leurs parcelles de tomate de plein champ durant la campagne de 2014,

Suite aux attaques de T. absoluta [208].

Par conséquent, les impacts économiques associés aux attaques de T. absoluta
concernent non seulement les pertes directes de production et de revenus, I'inaccessibilité
au produit pour une certaine tranche de la population, la perte d’emplois et de partenaires
du fait de restrictions a I'exportation vers des pays non infestés mais aussi les codlts

indirects nécessaires associés a la mise en ceuvre de nouveaux moyens de lutte [221].

l1l.4. Stratégies et moyens de lutte

Plusieurs méthodes de lutte sont appliquées contre ce ravageur afin de réduire son impact

sur les cultures notamment de la tomate [222].

Plus lintervention est précoce, plus elle est efficace et globalement économiquement
rentable, d’ou I'intérét de la prévention dans les stratégies de lutte contre tous les insectes
ravageurs des cultures et en particulier de type invasif comme T. absoluta puisque
localement il n'existe pas de moyens de lutte déja expérimentés ou adaptés (i.e. les

ennemis naturels) a I'espéce exotique.

Il est important de distinguer la lutte curative de la lutte préventive. Tant que le seuil de
nuisibilité n’est pas atteint, la lutte reste préventive, que la population du ravageur soit
présente ou non. Au-dela du seuil de nuisibilité, I'intervention devient curative, car elle a
pour but de réduire et de réguler la population de la mineuse de la tomate pour redescendre

en-dessous du seuil de nuisibilité [223] (Fig.lll.5).
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Figure 1115 : Evolution du ravageur et la lutte [224]

[11.4.1. Lutte préventive

La prévention contre une espéce invasive peut s’entreprendre a plusieurs échelles

spatiales.

Pour un pays encore exempt de l'espéce, tel que les Etats-Unis actuellement, il s’agit

d’empécher I'espéce cible d'entrer sur le territoire via par exemple des mesures

phytosanitaires et de contréles aux frontieres et par la mise en place de réglementations

telles que :

- Tout fruit importé doit étre exempt de symptdbmes potentiellement causés par la
mineuse de la tomate,

- Les équipements agricoles et les véhicules de transport provenant de zones infestées
doivent étre maintenus propres,

- Les pays exportateurs doivent veiller a ce que les caisses issues des opérations
d'emballage soient stérilisées,

- Tous les emballages contenant des fruits infestés doivent étre éliminés [222].

Pour ce qui est de I'Europe, la présence de T. absoluta sur le territoire serait liée au

passage inapercu de chrysalides via du matériel d’emballage de fruits infestés [225].
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Pour un pays ou l'espéce est déja présente, a savoir la grande majorité des pays
producteurs de Solanacées, la prévention contre T. absoluta correspond a la mise en place
d’'un ensemble de mesures phytosanitaires ayant pour but d’empécher la multiplication et
'expansion de I'espéce via notamment une détection précoce de sa présence lorsque les
effectifs sont encore faibles, la surveillance des sources potentielles d’infestation (plants de
pépiniéres, zone de transit commercial, etc.), des pratiques culturales limitant la présence
de zones et plantes-hotes potentiellement refuges pour le phytophage en l'absence des

cultures privilégiées (arrachages des adventices, éviter les monocultures, etc.) [226].

De nombreuses mesures peuvent étre conseillées et aisément applicables. Avant le
repiquage, les pépiniéristes de plants de tomate doivent éliminer systématiquement les
plants atteints au niveau de leurs pépinieres. La destruction des résidus de récolte infestés
et I'élimination des chrysalides et des larves enfouies en profondeur du sol sont nécessaires
afin d’éviter toute contamination et I'émergence des adultes de ce ravageur [227].
L’élimination des plantes -hotes adventices est également nécessaire. L’emploi du paillage
du sol et l'installation de filets anti-insectes (ie. insect-proof) sont vivement souhaités. En
pleine culture, I'élimination des feuilles contaminées de la partie basale de la plante est une
bonne pratique car elle constitue un moyen de réduction des infestations par les larves
[228]. La rotation des cultures avec des plantes moins attractives ou non hétes peut

participer au contrdle du bio-agresseur [229].

[11.4.2. Lutte curative

A I'neure actuelle diverses méthodes de lutte curative sont testées et utilisées, seules ou

combinées, en protection des cultures contre T. absoluta.

[11.4.2.1. Lutte biotechnologique

Le piégeage massif qui consiste a installer de nombreux piéges a phéromone sexuelle
susceptibles d’attirer spécifiquement les males adultes dans les zones de culture, permet
de détecter le ravageur dés son apparition, d’évaluer le risque potentiel pour la culture et de
contribuer a la régulation du niveau des populations [230]. Souvent associé a d’autres
moyens de lutte, le piégeage massif a montré son efficacité en limitant la fréquence et la
dose des traitements insecticides chimiques appliqués sur les cultures de tomate [231]. Il

intervient donc tant en qualité de méthode préventive que curative.
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111.4.2.2. Lutte chimique

La lutte chimique reste encore prioritaire dans bon nombre de pays malgré ses impacts
néfastes sur 'environnement (diminution de la biodiversité, contamination du milieu, etc.), la
santé humaine et animale (effets toxiques, cancérigénes, etc.) et le développement de
résistance chez les insectes cibles. Cette capacité des insectes induit la baisse d’efficacité
des molécules actives et une tendance chez les agriculteurs a sur-utiliser des produits
entrainant ainsi un surcodt de production [232]. Le peu d’efficacité de nombreux produits
chimiques peut aussi étre di au mode de vie endophyte des larves de I'espéce qui se
nourrissent et se développent a l'intérieur du végétal, dans des mines, les rendant moins
accessibles aux molécules actives des insecticides chimiques [186 et 233]. Le phénoméne
de résistance chez les populations de T. absoluta peut finalement apparaitre quelles que

soient les familles chimiques de molécules actives [234 ; 235 et 236].

Historiqguement, a partir des années 1960 et 1980, les composés Organophosphorés et les
Pyréthroides furent respectivement parmi les premiers insecticides disponibles en Amérique
du Sud (i.e. zone d’'origine de I'espéce) pour lutter contre T. absoluta [237 et 234]. Vers les
années 1970, une diminution de leur efficacité était déja observée en Bolivie et au Chili
[238]. Des les années 1980, le Cartap qui agit sur le systeme nerveux des insectes et
'Abamectine sur la transmission de linflux nerveux et de la contraction musculaire des
arthropodes et nématodes, ont pris le relai pour une utilisation seule ou en combinaison
avec les Pyréthroides [239 et 240].

En 2003, l'utilisation des Organophosphorés a rapidement diminué dans les pays de I'Union
européenne, notamment en France, en raison de leur toxicité avérée chez I’homme et sur
'environnement et des évolutions réglementaires qui menérent au retrait d’'une trentaine de

substances actives de la liste des produits homologués [241].

Depuis les années 2000, de nouvelles catégories de molécules insecticides, notamment
des inhibiteurs de chaines de biosynthese (e.g. Diflubenzuron, Téflubenzuron, Triflumuron)
[240] ou/et nématicides (e.g. Pyrroles, Spinosyns, Diamides) car introduites contre I'Oxyure
(un ver rond) de la tomate [242 et 243] sont utilisées et homologuées contre T. absoluta

dans les pays du bassin méditerranéen notamment en Espagne et au Portugal [243].
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Plusieurs travaux ont indiqué que 90% des molécules des pesticides chimiques appliqués
pénéetrent dans les diverses ressources environnementales (plante, sol, eau) a la suite du
ruissellement, exposant les agriculteurs ainsi que les consommateurs des produits agricoles
a de graves problémes de santé [244].Cependant, malgré des résultats mitigés et des effets
secondaires indéniables, la lutte chimique demeure incontournable mais n’est plus
exclusive dans tout programme de lutte contre la mineuse de la tomate [245].

Une attention croissante est accordée a la mise au point de moyens variés (variétés
résistantes de plantes, lutte biologique, bio-pesticides, etc.) de lutte qui seraient
respectueux de l'environnement et de la santé humaine, et efficaces dans la lutte

antiparasitaire ciblée.

111.4.2.3. Résistance variétale

L'utilisation de variétés résistantes appartenant a la famille des Solanacées représente une
des méthodes alternatives possibles a la lutte chimique. Depuis presque 30 ans, des
travaux sont conduits pour identifier des variétés de tomates résistantes [159] et les
substances naturelles (i.e. des bio-pesticides) émises par les espéces du genre Solanum
ayant des propriétés répulsives et/ou toxiques contre les phytophages tels que la mineuse
de la tomate [18 et 246].

Ainsi, les especes sauvages du genre Lycopersicon dont la tomate sauvage L. hirsutum f.
glabratum contiennent des substances toxiques contre divers ravageurs de la tomate [247]
dont T. absoluta [248]. Le principal facteur toxique impliqué dans la résistance de I'espece
L. hirsutum aux insectes est un composé méthylcétone, le 2-tridécanone (2TD), localisé a
I'extrémité des trichomes glandulaires (type VI) qui recouvrent le feuillage [249]. On peut
également citer le zingiberéne allélochimique, un sesquiterpéne excrété par certains
trichomes glandulaires de L. hirsutum var. hirsutum (accession Pl 127826). Le zingiberéne,
en particulier mais aussi la 2-tridécanone et certains acylglycérols possedent des effets
répulsifs sur la mineuse de la tomate [250 ; 251 ; 252 et 253] et la sélection de tomates
ayant une teneur foliaire élevée en zingibéréne est d’ailleurs envisagée comme technique
de lutte contre T. absoluta [251].
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111.4.2.4 La lutte biologique

La lutte biologique consiste a utiliser des organismes vivants ou des dérivés d’organismes
vivants d’origine animale ou végétale (bio-insecticides) pour contrbler d’autres organismes
vivants dans les écosystemes naturels ou anthropisés afin de diminuer leur niveau
populationnel, réduire leur impact écologique et les pertes économiques associées [254].
Contre T. absoluta, cette méthode de lutte est souvent incluse dans des programmes de
gestion intégrée ou IPM (Integrated Pest Management [255 ; 256 et 257]. Elle offre souvent
une alternative durable et moins onéreuse a l'utilisation des produits chimiques de synthése
[258 ; 259 et 260].

% Bio-pesticide d’origine végétale

Les recherches menées au cours des derniéres années ont confirmé l'efficacité de certains
bio-pesticides d’origine végétale. Le bio-pesticide le plus anciennement et communément
utilisé est I'azadirachtine, métabolite secondaire de la famille des limonoides trouvé dans

I'huile extraite des graines d’Azadirachta indica aussi appelé margousier ou neem.

Le bio-pesticide Spinosad issu de la fermentation d’'une bactérie, Saccharopolyspora
spinosa induit chez T. absoluta une inhibition de la mue nymphale. Il entraine également
une diminution significative de I'activité spécifique de 'AChE (enzyme Acétylcholinestérase)
aux différents stades de la génération parent (GO) mais aussi ceux de la génération
suivante (G1). Une baisse dans les contenus en glucides et protéines au cours des deux
générations (G) successives apparait mais le contenu en lipides demeure stable. Le
Spinosad perturbe, également, la vitellogenése chez les femelles de T. absoluta chez la GO
et la G1 [261].

L'azadirachtine, naturellement présent chez le neem, est un composé clé de la lutte
biologique contre les ravageurs des cultures, en particulier contre les insectes tels que des
Thysanopteres, Lépidoptéres et Hémipteres. Il agit par contact et ingestion et est utilisé
pour ses actions multiples a savoir anti-appétante, répulsive, inhibitrice de la croissance et
du développement des stades larvaires, et inductrice de stérilité en empéchant la ponte et
en interrompant la reproduction sexuée. Agissant sur le systéeme hormonal de l'insecte, ce
composé ne peut a priori pas induire de phénomene de résistance chez les organismes

cibles [262].
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Par ailleurs, l'azadirachtine appartient a la classe générale des limonoides, lesquels sont
reconnus pour leur relative innocuité pour les mammiferes et les insectes utiles
(pollinisateurs, parasitoides, prédateurs). D’autres limonoides du neem tels que la salanine,
le méliantriol et la nimbine ont démontré, mais de fagcon moindre que I'azadirachtine, leur
capacité a bloquer la croissance des insectes [263]. Il est a noter que toutes les parties du
neem peuvent, avec plus ou moins d’efficacité, étre utilisées dans la lutte phytosanitaire

contre les insectes tels que T. absoluta [264].

Ainsi, au Niger, ou I'espéce fut décrite en 2013 et se propagea rapidement a toutes les
zones de cultures maraichéres du pays, l'utilisation d’extraits aqueux de feuilles et de
graines de neem contribua ponctuellement a la diminution des dégats occasionnés par T.

absoluta en milieu rural [265].

Dans les systemes de production de tomates biologiques, la plupart des agriculteurs
utilisent les bio-pesticides tels que le Spinosad (i.e. produit dérivé de deux toxines de la

bactérie du sol, Saccharopolyspora spinosa), I'Azadirachtine (i.e. composé naturel de I'huile

extraite des graines du margousier, Azadirachtina indica) et le Bacillus thuringiensis
(toxines Bt) [244].

«» Ennemis naturels : insectes parasitoides, prédateurs

Plus de 70 espéces dinsectes ennemis naturels de T. absoluta ont été recensées en
Ameérique du Sud, son aire d’origine et dans les zones envahies plus récemment a savoir
dans le Bassin méditerranéen et I'Afrique [266] dont 20% sont des prédateurs (Appendice
B) et 80% d'espéces de parasitoides (Appendice C). Certains d’entre eux ont déja été
intégrés dans des programmes de lutte biologique contre T. absoluta [267 ; 268 et 269]. Il
s’agit essentiellement de punaises (Hémiptére) de la famille des Miridae et des
Anthocoridae et des microguépes (Hyménoptere) de la famille des Eulophidae, Braconidae
et Trichogrammatidae [270 ; 271 ; 272 et 273]. Dans le bassin méditerranéen, Macrolophus
pygmaeus et Nesidiocoris tenuis, deux especes de mirides [269] et Necremnus artynes et
N. tutae, deux parasitoides sont les principaux ennemis naturels utilisés contre T. absoluta
[274 ; 275 et 276].


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharopolyspora_spinosa&action=edit&redlink=1
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D’autres agents biologiques tels que des nématodes entomopathogenes, la bactérie
Bacillus thuringiensis [277 et 278] et le champignon Metarhizium anisoplia [279] sont
communément utilisés, seuls ou conjointement aux insectes utiles, dans les programmes de
lutte intégrée contre la mineuse de la tomate. Ainsi, les femelles adultes de T. absoluta
infectées par le champignon muscadine M. anisopliae (Metschn.) n'ont pas réduit leur ponte
ou leur fécondité. Cependant, l'infection par M. anisopliae a entrainé 37 pour cent de

mortalité féminine selon les travaux [280].

111.4.2.5 Conclusion

La lutte contre T. absoluta doit s’inscrire dans le cadre de programmes de protection
intégrée c’est-a-dire combinant toutes les mesures phytosanitaires et moyens disponibles,
applicables et compatibles entre eux, a savoir des méthodes prophylactiques et de gestion
effective, incluant des pratiques culturales, des moyens physiques, chimiques raisonnés et
de plus en plus biologiques (macro- et microorganismes, plantes et ses dérivés). La
protection d’une culture telle que la tomate nécessite la prise en compte de la complexité

des interactions biotiques (Fig.lll.6) et abiotiques présentes au sein de I'agrosystéme.

Other larval
parasitoid species
—

Buckwheat
(Fagopyrum
esculentum)

Tomato (anum
lycopersicum)

Solanum nigrum
——— Positive effect
—e Negative effect
Direct interaction
— — — Indirect interaction
- = - |ndirect interaction, mediated by plants
= — — Indirect interaction, mediated by enemies

Other crops

Sesamum (potato, egg plant)

indicum = pittrichia

viscosa

Strength of interaction

Figure 1I1.6 : Complexité des interactions au sein d’'un agrosystéme tomate attaquée par
Tuta absoluta [276]
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[1l.5. Cas d’étude : Tuta absoluta en Algérie

En Algérie, la présence de T. absoluta fut signalée en 2008 par l'autorité phytosanitaire
(ONPV) (service de rapports OEPP n°07-2008), sur la tomate cultivée sous serres dans la
wilaya de Mostaganem [6].T. absoluta aurait suivi la méme voie que deux autres insectes
invasifs nuisibles aux agrumes [Aleurothrixus floccocus, aleurode floconneux des citrus
(Hemiptera, Aleyrodidae) et Phyllocnistis citrella, la mineuse des agrumes (Lepidoptera,
Gracillariidae)] pour entrer en Algérie a savoir via les cOtes espagnoles. A la faveur de
facteurs climatiqgues favorables tels que le vent et les échanges commerciaux [281],
l'insecte aurait été introduit puis rapidement dispersé sur le territoire. Ainsi, dés mai 2008,
toutes les cultures de tomates sous serres de la région puis les autres wilayas du pays
furent touchées [281]. Aujourd’hui, toutes les wilayas productrices de cultures maraichéres
dont la tomate (Mostaganem, Chlef, El Tarf, Oran, Ain Defla, Boumerdes, Alger, Bouira, Tizi
Ouzou, Béjaia, Jijel, Skikda, Mila, Tlemcen, M'sila et Biskra) sont concernées par le
probleme T. absoluta [282] (Fig.lIl.7).

La mineuse de tomate occasionne des dégats dans la culture de tomate sous serre avec
une répercussion nette sur le niveau de la production. T. absoluta cause des dégats sur les
fruits qui deviennent de petit calibre et de mauvaise qualité. Les fruits sont alors

invendables et impropres a la consommation [283].
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Figure III.7: Répartition géographique actuelle de Tuta absoluta en Algérie (ZAID, Original)

Suite aux dégats considérables causés par T. absoluta, le Ministére de I'Agriculture et du
Développement Rural (MADR) a élaboré dés 2008 un plan d’actions de lutte avec le
concours de la FAO. L’institut national de la protection des végétaux (INPV) et les directions
des services agricoles de wilayas (DSA) ont été chargés de sa mise en place. Ce plan
d’action de Iutte intégrée (Fig.lll.8) comprenant des mesures phytosanitaires,
biotechnologiques, biologiques et chimiques ont eu pour objectif essentiel de diminuer les

effectifs de T. absoluta en dessous d’un seuil économiquement acceptable pour le pays.
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Figure 1.8 : Plan d’action du Ministére de I’'Agriculture et du Développement Rural
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Les agriculteurs ont également bénéficié d’actions de formation sur la conduite de la culture
de tomate, le cycle de vie de la mineuse de la tomate, les symptémes et les dégats causés
par ce bio-agresseur. lls ont bénéficié de phéromones a titre gracieux par I'Etat et d’'un
encadrement technique sur le terrain. Parallélement, des travaux de recherche sur la bio-
écologie de ce ravageur ont été entrepris par la communauté scientifique de fagcon a mieux
maitriser son développement dans son milieu naturel et récolter le maximum de données
sur sa biologie, sur la dynamique des populations et sur ses ennemis naturels autochtones,
des prédateurs et/ou des parasitoides [284; 285; 286 et 287], des champignons

entomopathogenes [288] et des biopesticides homologués [289].

Depuis mars 2009, la lutte est essentiellement fondée sur le piégeage massif des males de
la mineuse via des pieges a phéromones (Fig.lll.9) mis a la disposition des agriculteurs.
L’objectif est d’estimer et diminuer le niveau des populations de la mineuse de la tomate et
d’'interrompre son cycle de reproduction par manque de partenaires sexuels. La lutte
chimique associée est de type raisonnée car basée sur l'utilisation d’'un nombre réduit de

traitements insecticides, spécifiques et ciblés dans I'espace et le temps.
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Figure II.9 : Piege a phéromone (ZAID, original)

De fagcon complémentaire, des programmes de lutte biologique reposant sur des lachers
inondatifs (i.e. lachers massifs pour une maitrise rapide d’organismes nuisibles) de I'espéce
de punaise prédatrice N. tenuis (Fig.lll.10), ont été lancés en 2010 par I'INPV, avec le
concours du MADR et de la FAO. Les punaises importées d’Espagne voient tout d’abord
leur effectif multiplié au niveau des stations rattachées a 'INPV (Fig.lll.11) et ensuite les
spécimens sont lachés dans les serres de tomate a I'échelle de toute I'Algérie (Fig.l11.12). Le
nombre de lachers est passé de 7 avec 3600 individus pour la période 2010 a 2011 a 32

avec 17 300 individus pour la campagne 2013-2014.
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Figure I11.10: La punaise prédatrice Nesidiocoris tenuis [290].
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Figure Il1.12 : Nombre de lachers réalisés par wilaya et par campagne (de 2010 a 2013)
[291].

Aujourd’hui, bien que T. absoluta soit toujours responsable de lourdes pertes sur cultures
maraichéres et en particulier de tomate, les agriculteurs semblent délaisser les
recommandations et les actions de lutte nécessitant persévérance et régularité notamment,
celles associées a I'utilisation des phéromones sexuelles. Les mesures prophylactiques et
l'utilisation raisonnée des insecticides sont également moins suivies. Ainsi, ces dernieres
années, l'utilisation de capsules de phéromones dédiées a la protection des cultures de
tomate sous serre et de plein champ a régressé et le niveau d’attaques du feuillage et des
fruits par T. absoluta a augmenté dans toutes les zones productrices de tomate. Cette

situation a montré les limites du dispositif de lutte mis en place depuis 2008 [292 et 293].
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CHAPITRE IV
MATERIEL ET METHODES

IV.1. Présentation de la région d’étude

IV.1.1. Situation géographigue

Notre étude a été réalisée dans la commune de Staoueli (36°45'21.4"N 2°51'56.5"E)
située a 29km d’Alger et dans une région du littoral ouest de la wilaya d’Alger (Fig.IV.1).
La commune est insérée dans I'anticlinal du sahel d’Alger qui au Nord et au Nord-Ouest
présente un relief étagé en escaliers dont la continuité s’étend vers la mer méditerranée
par une plaine cotiére, par contre au Sud la topographie est mamelonnée. Le relief a
une altitude ne dépassant pas les 194 metres et il est échancré par un réseau
hydrographique exoréigque (réseau des eaux raccordé au niveau des mers) dont
'écoulement se fait du Sud-Est au Nord-Ouest. Les sols sont constitués par des

marnes, argiles et des dunes consolidées plus ou moins lapidifiées.
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Figure IV.1 : Présentation de la zone d’étude
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IV.1.2. Relevés climatiques

L’obtention des caractéristiques climatiques de la zone pendant les campagnes 2015 et
2016 de notre étude revét une importance capitale dans la mesure ou la température et
I'humidité en particulier sont connues pour influencer le cycle végétatif des cultures et le

cycle de développement des insectes.

Ces données ont été relevées aupres de la station de météorologie de [I'Institut
Technigue des Cultures Maraichéres et Industrielles (I.T.C.M.l) pour les valeurs de

plein champs et sous serre.

IV.1.2.1. La température

La température représente un facteur limitant majeur car elle contréle 'ensemble des
phénomenes métaboliques, des activités biologiques et écologiques des étres vivants.
Elle conditionne de ce fait la répartition des organismes et leur comportement général
dans la biosphére. Il est donc pertinent d’évaluer I'effet de ce facteur sur la dynamique

des populations de T. absoluta [294].

Les valeurs thermiques sont représentées par les températures moyennes minimales
(m), maximales (M) et moyennes mensuelles [(M+m)/2]. Elles ont été recueillies en
extérieur (Figure 1V.2) pour obtenir les conditions climatiques de culture de plein
champs et en serre (Figures IV.3 & IV. 4) pour des cultures en systéemes de production

protéges.

Ainsi, en 2015, les températures hivernales furent généralement élevées puisque les
températures moyennes minimales atteignirent 13.9°C et les températures moyennes
maximales 22.4°C en décembre. Les moyennes de températures les plus élevées
enregistrées en juillet et aodt, furent respectivement 31.3°C et 29.1°C, avec un mois de
février froid (9.1°C) (Fig.IV.2). En 2016, les températures maximales atteignirent 34.2°C
et 34.4°C en juillet et aodt, respectivement, et le mois le plus froid fut mars avec une

température moyenne de 11.5°C (Fig. IV.2).
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Figure IV.2 : Les températures moyennes mensuelles de la région de Staoueli en 2015
et 2016

Les températures enregistrées en extérieur ont montré une variabilité saisonniére
(Fig.IV.2). En 2016, les températures hivernales furent supérieures a celles de 2015
avec une température minimale de 16.4°C et 15.9°C respectivement en janvier et
février. Par contre, 'année 2015 a montré un été exceptionnellement chaud avec une
température maximale de 36.5 °C en juillet.
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Sous serre, les valeurs enregistrées témoignent également d’'une grande variabilité de
températures d’'un mois a l'autre et sur la période expérimentale, et d’'une différence

entre les valeurs moyennes de plein champ et sous serre.

Les températures moyennes sous serre les plus élevées ont été enregistrées en juin
avec 27°C en 2015 et 30.5°C en 2016 ; les plus basses ont été relevées en janvier et
février avec respectivement 12.5°C et 14.3°C en 2015 et 13.3°C et 17.7°C en 2016
(Figures.IV.3).
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Figure IV.3: Variations mensuelles des températures sous serre de janvier a juin en
2015 et 2016.
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Globalement, sous serre, la période d’échantillonnage conduite de janvier a juin a

connu des températures moins élevées en 2015 qu’en 2016.

IV.1.2.2. La pluviométrie

La pluviométrie (évaluation quantitative des précipitations, de leur nature et distribution)
influence non seulement la physiologie des plantes mais aussi celle des insectes donc

les pullulations de ravageur des cultures.

La pluviométrie est une mesure climatique essentielle pour caractériser les mois secs et
humides des deux périodes expérimentales, 2015 et 2016. En 2015, le mois de février
fut le plus pluvieux avec 101.14 mm et juillet le plus sec avec seulement 2.83 mm
(Tableau IV.1). L’année 2016 a connu une sécheresse avec une valeur maximale
moyenne de pluie de seulement 38.5 mm en mars. L’abondance annuelle des pluies est

irréguliére au cours des 2 anneées.

Tableau IV.1: Les moyennes de pluviométrie mensuelle (mm) de la région de Staoueli
de 'année 2015 et 2016.

P moy (mm) / Mois

JAN. FEV. MARS AVR. MAI JUIN JUIL. AOUT SEP. OCT. NOV. DEC.

2015 67.41 101.14 418 10.7 24.67 19.7 2.83 19.25 29.63 387 245 564
2016 1645 2546 3851 311 1845 1123 3.06 3.77 14.13 1232 27.66 22.74

P moy (mm) : pluviométrique moyenne exprimée en mm

IV.1.2.3. Diagramme ombrothermique de la région d’étude

La répartition en saison séche ou humide est déterminée par le diagramme
ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) [295], effectué a l'aide de la
relation P=2T. D’aprés Dajoz (1985) [294], la sécheresse s’établit lorsque pour un mois
donné le total des précipitations exprimées en millimetres (P) est inférieur au double de

la température (T) exprimée en degré Celsius soit quand P< 2T.
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Ces diagrammes établis pour les 2 années expérimentales mettent en évidence qu’en :
- 2015, la période humide s’étale de janvier a mars et la période seche le reste
de 'année (i.e. 9 mois) (Fig.IV.4. A),

- 2016, la période humide est enregistrée en mars, une premiére période seche
est relevée de janvier a février et la deuxieme d’avril jusqu’a la fin de I'année, soit 9
mois (Fig.IV.4. B).
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IV.1.2.4. Climagramme d’Emberger de la région d’étude

Le quotient pluviométrique (Emberger, 1952) [296] permet de distinguer les différentes
nuances du climat méditerranéen c'est-a-dire de déterminer I'étage bioclimatique
auquel appartient un site. Il est calculé selon la formule suivante :

Q2 =3,43 (P/ (M-m))
P : pluviométrigue annuelle moyenne exprimée en mm.
M : moyenne des températures maximales du mois le plus chaud exprimée en °C.
m : moyenne des températures minimales du mois le plus froid exprimée en °C.
En reportant la valeur Q2 (57.55) de I'année 2015 et Q2 (48.05) de I'année 2016 dans
le climagramme d’Emberger (Appendice D), il en ressort que le littoral algérois ou se
situe notre site expérimental se situe dans I'étage bioclimatique semi-aride a hiver
chaud. La pluviosité moyenne annuelle est en général tres faible. D'apres les données
recensees, la région de Staoueli a regcu en moyenne 385.97 mm en 2015 et 224.88 mm
en 2016. Ces données sont par exemple trés faibles comparées a celles de I'année

2012, ou une pluviosité de 812.4 mm avait été enregistrée [216].



91

IV.2. Structuration de I'étude

La structure de notre étude est synthétisée dans le schéma conceptuel présenté en
Figure IV.5. Ce schéma décrit les deux approches complémentaires suivies et les

objectifs associés tant au niveau de 'insecte que de l'interaction insecte/plante-héte.

Notre approche biologique concerne 1) le volet identification, sur la base de criteres
morphologiques diagnostics, de spécimens de I'espece « attendue » T. absoluta et 2)
I'évaluation des relations entre le phytophage T. absoluta et ses plantes-hbtes et
I'établissement de la dynamique du bio-agresseur en relation avec ses plantes-hétes

privilégiées (Fig.IV.5).

Notre approche moléculaire participe a l'identification spécifique 1) du bio-agresseur
via une approche de type Barcode, de facon a valider ou non l'identification précédente
basée sur les criteres morphologiques et 2) des métabolites secondaires émis par les

Solanacées hotes de T. absoluta.

La méthodologie et les objectifs de notre étude sont détaillés dans les paragraphes qui

suivent.

Structure de I'étude

Approche ? Approche
moléculaire Modéle biologique biologique

Identification moléculaire

b / Identification morphologique

Ialifluta

Aubergine Pomme de terre

Etude de la dynamique des
populations de T.absoluta

Figure IV.5: Schéma conceptuel de I'étude
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IV. 3. Identification spécifigue de Tuta absoluta (Meyrick, 1917)

Les lépidoptéres ravageurs de Solanaceae responsables de pertes importantes sur les
cultures de tomate sont nombreux. Ces insectes appartiennent a diverses familles
taxonomiques, en particulier aux Noctuidae. Parmi ces noctuelles, nous pouvons citer
Autographa gamma (L.), Chrysodeixis chalcites (Esper), Helicoverpa armigera
(Hubner), Lacanobia oleracea (L.) et Spodoptera exigua (Hubner). On retrouve ces
especes et bien d’autres, dans de nombreuses zones de production du monde ou les
chenilles occasionnent des dégats parfois considérables dans les cultures de plein
champ et sous abri, et ceci a plusieurs des stades phénologiques de la plante. La
famille des Gelechiidae comprend également des espéces nuisibles de premiere
importance telle que la mineuse sud-américaine de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick,

1917) et la teigne de la pomme de terre, Phthorimaea operculella (Zeller, 1873).

Les symptomes sur feuilles, tiges et/ou fruits associés aux attaques de ces diverses
chenilles peuvent étre difficilement attribués a une espéce en particulier du fait de leur
ressemblance entre diverses espéces. Par ailleurs, les stades adultes et/ou larvaires

des especes responsables sont parfois morphologiquement distinguables entre elles.

Ainsi, T. absoluta qui provoque de lourds dégats sur les cultures de tomate en plein
champ et sous serre en Algérie est morphologiquement proche de la teigne de la
pomme de terre laquelle s’attaque aussi a toutes les parties végétatives de nombreuses
Solanacées, d’ou la pertinence de s’assurer de l'identification spécifique des adultes et
chenilles de T. absoluta collectés. Cette identification spécifique peut se faire sur la

base d’une double approche, morphologique et moléculaire.

L’identification des spécimens collectés sur la base de criteres morphologiques doit se
faire par observation sous microscope des genitalia males préalablement disséqués et
préparés. Les genitalia, pieces sclérotinisées de I'appareil reproducteur méle et femelle,
jouent un réle primordial dans l'identification des Lépidopteres et sont parfois les seuls

critéres fiables dans la systématique des microlépidopteres [297].



93

L’approche moléculaire de type Barcode (« DNA-Barcoding ») permet, pour peu
gu’existe des séquences de référence dans des bases de données, de conforter ou

d’infirmer lidentification morphologique.

Brievement, cette approche « DNA-Barcoding » est un outil taxonomique qui utilise un
fragment standard de ’ADN pour déterminer I'appartenance spécifique des organismes
[298]. En effet, telles les empreintes digitales, la variabilité nucléotidique de ce fragment
détermine des combinaisons uniques permettant l'identification des espéces. Le
séquencage de ce fragment, a ce jour, a été réalisé pour de nombreux spécimens de
nombreuses espéces, créant une véritable base de données de référence qui sert de
systeme global d’identification moléculaire. Le fragment d’ADN choisi est un fragment
du géne codant pour la premiére sous-unité du Cytochrome Oxydase (COIl) lequel offre
divers avantages : 1) sa vitesse d'évolution permettant une accumulation suffisante de
mutations au niveau intra-spécifique voire méme populationnel pour discriminer les
especes et parfois des entités intra-spécifiques (eg. souche/races-hotes/lignées), 2) son
nombre de copies importantes dans les cellules facilitant son séquencage, 3) ses
amorces suffisamment robustes pour étre utilisables au sein d'un méme grand groupe

d’organismes.

IV.3.1. Collecte et préservation des spécimens

Des infestations ont été observées sur les trois cultures maraicheres (tomate sous
serre, pomme de terre en plein champ et aubergine sous serre) (Fig.IV.6) au niveau de
I'Institut Technique des Cultures maraicheres de Staoueli. Des feuilles infestées ainsi
gue des larves de différents stades ont été collectées et amenées au laboratoire. Les
larves ont été maintenues sur support végétal jusqu'a émergence des adultes pour

d’éventuels besoins futurs d’identification.

Les adultes capturés dans les systemes de production de la station ont été mis vivants
dans de l'alcool a 70% afin de procéder a une identification de quelques spécimens.
Seize males adultes ont été analysés a la section Entomologie du Laboratoire de la
Santé des Veégétaux de Montpellier (ANSES-LSV) pour une étude des genitalia (i.e.
structures génitales) et sur un plateau technique de Biologie Moléculaire pour
l'identification moléculaire. Ces deux structures sont hébergées au Centre de Biologie

pour La Gestion des Populations (CBGP, Montferrier sur Lez, France).
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Figure 1V.6 : Plants symptomatiques pour collecte de larves ou chrysalides.

A : Présence d’une chrysalide sur feuille de tomate ; B : Infestations des larves sur feuille de tomate

C : Infestations des larves sur feuille de pomme de terre ; D : Infestations des larves sur feuille d’aubergine.

IV.3.2. Identification morphologique

1V.3.2.1. Extraction des genitalia

L’identification de 16 spécimens males a été menée en collaboration avec Jean-Marie
Ramel (Chargé de mission de 'ANSES-LSV, Montferrier sur Lez, France).

Sous loupe binoculaire, 'abdomen de l'insecte est séparé du reste du corps a l'aide
d'une paire d'épingles entomologiques. Le fragment sectionné de 'abdomen est mis
dans une solution de potasse a 10% (KOH) puis chauffé sur une plaque chauffante
pendant 40 minutes. Du fait de sa corrosivité pour les tissus, seules les parties les plus
sclérifiées telles que les genitalia vont subsister. Ces pieces génitales sont ensuite
séparées de I'abdomen par déchirure ou par coupure de la membrane qui relie les deux
organes situés généralement a l'extrémité du huitieme segment abdominal chez les
males et du sixieme ou septieme chez les femelles. Un ringage a I'eau distillée de 20
minutes neutralise I'effet du KOH. Les genitalia des différents spécimens vérifiés sont
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déshydratés dans deux bains successifs d’éthanol, 70% puis 96% pendant 5 minutes,

puis placés dans I'essence de lavande pendant 60 minutes.

1V.3.2.2. Montage des genitalia

Le montage est réalisé entre lame et lamelle dans une goutte de baume de Canada en
prenant soin de bien étaler les valves et détacher aussi 'édéage (organe d’intromission
de linsecte male par lequel le sperme est excrété pendant la copulation avec la
femelle) du genitalia male.

Toutes les caractéristiqgues des genitalia ont été comparées avec celles décrites par
Povolny (1975) [299] dans une planche de référence (Fig.IV.7).

Figure IV.7 : Planche de référence de T. absoluta [299]

a : genitalia male ; b,d,c et d : genitalia femelle
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IV.3.3. Identification moléculaire : Approche Barcode

IV.3.3.1. Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique du thorax de 4 spécimens parmi les 16 étudiés morphologiquement
est individuellement extrait de fagon non destructrice (thorax non écrasé avec un piston)
au moyen du Kit DNeasy Bood and Tissue (Qiagen) en suivant les instructions du

fabricant.

IV.3.3.2. Amplification spécifique d’'un fragment d’ADN par Polymérase Chain Reaction
PCR

Un fragment de I'ordre de 750 pb du géne codant pour la sous-unité | du Cytochrome
Oxydase (COIl) a été amplifié et séquencé pour 4 individus au moyen des amorces
Barcode suivantes : LCOI490 [GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG] et HCOI2198
[TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA] [298 et 300]. Les amplifications PCR sont
réalisées dans un volume final de 25uL contenant 12.5 yL de mélange multiplexe PCR
Qiagen Master Mix (2X) (incluant de la Taq, 200 uM de chaque dANTP et 1.5 mM
MgCl2), 1.75 uM d’amorces, 1 uL d’ADN génomique, et de 'eau RNase-free. Toutes les
amplifications PCR ont suivi les étapes suivantes : (i) phase de dénaturation initiale a
95°C pendant 5 min ; (ii) 40 cycles successifs comportant une phase de dénaturation a
94°C pendant 1 min, une phase d’hybridation a 50°C pendant 90 s, une phase
d’élongation a 72°C pendant 1 min ; puis (iii) une élongation finale a 60°C pendant 30

min.

IV.3.3.3. Séquencage du fragment amplifié

Les fragments COIl amplifiés sont séquencés par la société de service Eurofins MWG
(France) dans les deux directions. Les séquences consensus résultantes sont alignées

avec le logiciel Muscle ([301]; http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) et vérifiées

visuellement.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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IV.3.3.4. Identification spécifique des spécimens

Les séquences obtenues sont comparées par Blast (Basic Local Alignment Search tool
sur NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) aux séquences homologues présentes
dans GenBank pour connaitre l'identité spécifique des 4 spécimens analysés et sont
ensuite déposées dans Genbank pour l'obtention d’'un numéro d’enregistrement (ie.

Accession Number).

IV.4. Incidence de T. absoluta sur les solanacées et dynamique des populations

La dynamique des populations d’insectes ravageurs qui s’intéresse a la fluctuation dans
le temps des effectifs populationnels de l'espéce ciblée dépend fortement des
conditions climatiques et des ressources disponibles dans I'environnement. Mener cette
étude pour T. absoluta est de ce fait un €lément important pour mieux connaitre les
processus et les facteurs environnementaux influencant le niveau de ses populations et
de dégats occasionnés sur ses plantes-hotes au fil du temps, les caractéristiques
biologiques et écologiques des populations présentes et ainsi conduire des actions de

contrdle des populations plus pertinentes.

Cette étude de dynamique des populations a été menée sur deux années consecutives
(2015 et 2016) et sur trois cultures de solanacées d’'importance économique en Algérie
a savoir la tomate (S. lycopersicum), la pomme de terre (S. tuberosum) et 'aubergine
(S. melongena). Nous avons suivi la dynamique d’abondance et d’installation des
différents stades (larvaires sur plantes, adultes sur piéges) de T. absoluta dans les
cultures de fagon a pouvoir 1) évaluer la gradation de l'installation primaire de I'espéce
dans les cultures et la structure d’age des stades larvaires présents sur chaque plante-
héte 2) établir 'ordre de préférence de T. absoluta pour les trois plantes-hétes étudiées,
3) mieux cerner le réle des variations thermiques sur les captures d’adultes,

'abondance des stades larvaires et les niveaux d’infestations de chaque culture.

Dans cette partie sont donc précisément présentés la démarche méthodologique suivie

et les parametres mesurés sur le terrain pour répondre a nos objectifs.
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IV.4.1. Présentation des plantes-hoétes et des installations expérimentales

Les larves de T. absoluta sont capables d’infester de nombreuses espéces de plantes
de la famille des Solanacées. Cependant, pour ce présent travail, nous avons choisi la
tomate, l'aubergine et la pomme de terre d’aprés des critéres bio-écologiques et
économiques clés (e.g. préférence et performance de T. absoluta sur les plantes,
importance économique pour le pays, etc.) décrits dans la littérature [166]. Nous nous
sommes également appuyés sur des données d’inventaire des plantes-h6tes de
T. absoluta en Algérie [6], la réalisation de plusieurs prospections préalables au niveau
de sites maraichers de la zone de Staoueli potentiellement infestés par la mineuse de la

tomate et la faisabilité d’un suivi sur une longue période.

Les suivis expérimentaux ont été menés au niveau de I'Institut Technique des Cultures

Maraichéres et Industrielles (ITCMI) de Staoueli-Alger (Fig.V.8), au niveau de :

- Plants de tomate de la variété Tavira (variété issue de semences hybrides F1)
cultivés sous serre sur une surface de 400 m2. Cette variété de forte vigueur,
présente des fruits de gros calibre, charnus trés fermes et une croissance rapide

et indéterminée,

- Plants d’aubergine de la variété Galine (variété issue de semences hybrides F1)
cultivés sous serre sur une surface de 400 m?. Cette variété est trés précoce,

tres productive et donne de tres beaux fruits pourpres-noirs brillants,

- Plants de pomme de terre de la variété Spunta cultivés sur une parcelle de plein
champ d’une superficie de 1000 m? Cette variété a maturité demi-précoce est
essentiellement destinée a la consommation. Elle produit une forte proportion de

gros tubercules allongés, réguliers a peau jaune et a la chair jaune.

Durant ces deux années d’observations, en dehors des dégats provoqués par la
mineuse de la tomate, nous n’avons pas remarqué de dégats significatifs imputables a

d’autres especes d’insectes ravageurs des cultures.
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Figure IV.8 : Présentation de la station d’étude de I'l'TCMI (Staoueli-Alger)

A : Installation de la culture de tomate ; B : La culture de tomate ; C : Installation de la culture de pomme de terre ;

D : La culture de pomme de terre ; E : Installation de la culture de I'aubergine ; F : La culture de I'aubergine
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IV.4.2. Méthodologie

IV.4.2.1. Dénombrement des adultes par piégeage

L’évolution des effectifs d’adultes méles de T. absoluta a été estimée dans chaque
installation expérimentale (serre de tomate, serre d’aubergine, champ de pomme de
terre) au moyen de pieges de type Delta trap (Fig.IV.9). Ces piéges sont composés
d’'une plaque en carton engluée contenant une capsule qui libere de la phéromone
sexuelle attirant spécifiquement les males de T. absoluta. Les males piégés restent
collés sur la plaque et sont visuellement identifiés puis comptés. Un seul piege est
suspendu au milieu de chaque structure de production de tomate, aubergine ou pomme
de terre (serre ou parcelle) mais la capsule de phéromone est changée toutes les
guatre semaines. La collecte des plaques sur lesquelles sont capturés les males est
réalisée une fois par semaine. Le dénombrement des adultes par piege se fait ensuite

de visu en laboratoire.

Le suivi hebdomadaire des effectifs d’adultes males de T. absoluta a été réalisé au
cours de la saison principale de cultures de tomate, d’aubergine et de pomme de terre

d’ou des dates différentes d’'une culture a l'autre (Tableau IV.2).

Tableau IV.2 : Les dates de suivi hebdomadaire des effectifs d’adultes de T. absoluta

Cultures

i Année 2015 Année 2016
Annee

Culture de tomate 11/01/2015 au 02/06/2015 | 10/01/2016 au 05/06/2016

Culture de pomme de terre | 29/03/2015 au 02/06/2015 | 27/03/2016 au 05/06/2016

Culture d’aubergine 03/03/2015 au 02/06/2015 | 06/03/2016 au 05/06/2016
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Figure IV.9 : Piege de type Delta sur une parcelle de tomate

IV.4.2.2. Abondance des stades larvaires en cultures par échantillonnage des plants

L’abondance de la population de T. absoluta et le niveau des dégats associés sur
plantes-hétes ont été évalués sur 2 cycles de chacune des 3 cultures de solanacées
(serre de tomate, serre d’aubergine, champ de pomme de terre), soit un cycle par an de
janvier 2015 & juin 2016.

Les observations ont été réalisées sur 'ensemble des plants de la culture de tomate
sous serre durant toute la durée de la campagne selon la méthode d’échantillonnage,
légérement modifiée, élaborée par Gomide et al., (2001) [302]. Chaque semaine, une
feuille choisie de fagcon aléatoire et en zigzag par étage foliaire (définie en fonction des
bouquets floraux de la plante de tomate) et par plant a été prélevée faisant un total de 6
feuilles sur 6 étages foliaires/plant par semaine (Fig.IV.10). Le nombre total de plantes
échantillonnées étant de 60, un total de 360 feuilles a été observé sur 'ensemble des
étages foliaires afin de pouvoir procéder a des estimations de I'abondance des stades
larvaires du déprédateur et détecter ainsi les premiers foyers de T. absoluta.
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Pour la pomme de terre et 'aubergine, la méme méthode d’échantillonnage a été suivie
a I'exception du fait qu’'une seule feuille par plant a été prélevée. Le nombre total de
plants échantillonnés étant de 60 pour chaque culture, un préléevement respectif de 60

feuilles pour la pomme de terre et 60 feuilles pour 'aubergine a éte réalisé (Fig.V.10).

Apres prélévement, le matériel végétal frais est mis dans des sachets en papier
étiquetés (date et niveau d’étage foliaire) ensuite conservés au réfrigérateur a 4°C, pour
étre examiné sous loupe binoculaire afin de 1) s’assurer de l'identification spécifique
des spécimens collectés, 2) déterminer le stade de développement des larves et 3)

dénombrer chacun des stades (adultes, larves).
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SSIn d'un pl 0 e e
Figure 1V.10. Schéma du dispositif expérimental relatif aux échantillonnages
des plants selon une méthode en Zi}Zag

D : Distance entre les ligne ; d : Distance entre les plants ; : Piege delta
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IV.5. Métabolites secondaires émis par les plantes suite a l'infestation de T. absoluta

Dans cette partie de notre travail, nous visons a identifier 1) les molécules émises par
les feuilles de tomate, de pomme de terre et d’aubergine suite a 'activité des larves de
T. absoluta (consommation du mésophylle, formation des mines, etc.) et 2) celles
potentiellement bioactives contre la mineuse pour une utilisation en lieu et place des

molécules synthétiques chimiques.

Une des hypotheses communément admise en écologie des interactions plante-
phytophage est que la diversité des métabolites secondaires émis suite a une/aux
attaque(s) d’'un phytophage reflete une partie de I'investissement de la plante dans sa

défense contre son agresseur.

Les molécules présentes avant et aprés infestation vont de ce fait différer
guantitativement et/ou qualitativement permettant de cibler les éventuelles molécules
bioactives de I'espéce végétale contre I'espece de phytophage. La présence de certains
composeés peut étre le résultat d’'une interaction passée avec un déprédateur ou bien ne

pas étre utile dans des conditions normales.

Nous nous proposons d’examiner certains aspects de la variabilité de la composition en
molécules bioactives émises par les feuilles des Solanacées avec cing méthodes
d’extraction.

Cette partie porte sur 1) l'identification des composés propres a chaque espeéece de
Solanacée étudiée, 2) Iidentification des métabolites secondaires émis par différents
étages foliaires des plants de tomate du fait d’attaques par T. absoluta, 3) l'influence de

la méthode d’extraction sur la diversité des composés obtenus.

IV.5.1. La récolte des plantes

La partie foliaire des plantes étudiées a été récoltée avant et apres les infestations du
végeétal par les chenilles de la mineuse de la tomate au niveau de I'Institut Technique

des Cultures Maraichéres et Industrielles ITCMI de Staoueli (Tableau IV.3).



Tableau IV.3. Présentation des plantes-h6tes étudiées

La plante hote Variété Les étages foliaires Codage de I'échantillon
Partie non infestée F-N-INF
Tomate Tavira | Partie infesté F-INF
) ) Partie non infestée F-N-INF
Aubergine Galine _
Partie infestée F-INF
Partie non infestée F-N-INF
Pomme de terre | Spunta _
Partie infestée F-INF

IV.5.2. Préparation des échantillons
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Aprés la récolte du matériel végétal, le délai entre la collecte et la conservation ne doit

pas excéder une heure sachant que les métabolites étudiés sont sensibles aux hautes

températures. Nous avons préparé des échantillons de végétaux a partir d’'au minimum

500 grammes de feuilles fraiches (Fig.IV.11) lesquels ont été lavées a I'eau du robinet

pour supprimer tout élément externe au végétal (terre, poussieres, etc.). Les feuilles ont

été ensuite séchées sur du papier absorbant. Seuls les limbes des feuilles ont été

conservés a une température de - 24C° pour la suite des expériences.

Figure IV.11. Préparation des échantillons
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1V.5.3. Lyophilisation

Les feuilles des Solanacées contiennent une quantité élevée d’eau ; la lyophilisation est
un procédé connu pour conserver les propriétés d'un produit et les molécules
relativement intactes notamment au sein des végétaux ce qui est crucial pour des

analyses bio/chimiques ultérieures [303].

Cette lyophilisation a été menée au niveau du Centre de Recherche Physico-Chimique
de Bousmail (CRAPC). La lyophilisation a été faite dans un lyophilisateur (marque
Martin Christ) sur les échantillons de feuilles de tomate, d’aubergine et de la pomme de
terre précédemment obtenus durant un cycle de 50 h, sous une pression de 0.630

mbars et une température du condenseur entre & -90°C a -100°C (Fig.IV.12).

Figure 1V.12. Lyophilisation des échantillons

Apres lyophilisation, les biomasses seches (Fig.IV.13) ont été pesées et les échantillons
transformés en poudre a l'aide d’un broyeur de type TT-HM1000 sont tamisés a l'aide

d’un tamis de 2 mm de diametre pour enlever les impureteés.

Figure 1V.13. Récupération de la biomasse seche
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En attendant les différentes analyses, les échantillons de poudres végétales (i.e.
broyats) ont été conservés dans des fioles PYREX de 25 ml (Fig.IV.14) a l'abri de la
lumiére et de 'humidité et gardées a une température de -20°C jusqu’a utilisation

ultérieure.

Figure 1V.14. Conservation de la poudre végétale

IV.5.4. Extraction des échantillons

L'extraction est une étape importante de la préparation d'un échantillon avant une
analyse par chromatographie. Elle implique d'isoler des composants cibles au sein d'un
échantillon complexe ou d'un volume d'échantillon beaucoup plus grand. Le procédé
élimine les composants de I'échantillon qui interférent et sont susceptibles de colmater
les colonnes de la chromatographie gazeuse (GC). Il augmente également la sensibilité
de la détection et contribue a obtenir une analyse chromatographique plus fiable.

Le broyat constitue la matiére séche qui va servir a I'extraction. Les molécules ont donc
été extraites a partir des broyats de feuilles de tomate (F-N-INF et F-INF), aubergine (F-
N-INF et F-INF) et pomme de terre (F-N-INF et F-INF) (cf. codage Tableau IV.3) par
cing méthodes d’extraction différentes, a savoir par solvant, fluide supercritique,

enzyme, dérivatisation et hexane diethyl-ether.

1V.5.4.1. Extraction classiqgue par solvant organique

L'extraction a été realisée avec une quantité de 3 g de poudre végétale (i.e. F-N-INF et
F-INF) pesés avec une balance de précision, de type OHAUS PIONNER, PA 4102. Ces

3 g ont été introduits dans des tubes de 15ml dans lesquels on a ajouté 10ml de solvant
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hexane-diéthyl éther (v/v). Les tubes de mélange ont été agités dans un agitateur de
type vortex Génie 2 pendant 24 h ; les phases organiques obtenues ont été récupérées
dans des nouveaux tubes de 15 ml, ensuite centrifugés a 3500 tours/min pendant 20
minutes. Apres centrifugation 1 ml de la phase organique obtenue est prélevé dans les

différents tubes a des fins d’analyse (Fig.lV.15)

3gde .’_).' -._ P
poudre 4 i
végétale "”.,3’ ’ 10m - ) R
. d’hexane-diéthyl éther \‘\
5 Elimination du culot

Balance £ 0,01g

Mesure des différents Ajout d'un solvant Agitation pendant
échantillons (v/v) 24h

¥

-
-
. 1ml de la phase

organique c
/ ulot
— e 5mageant

Analyse Prélévement pour Centrifugation
GC_MC analyse pendant 20 m

Figure IV.15. Schéma d’extraction avec solvant organique (hexane-diethyl ether).
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IV.5.4.2. Extraction par fluide supercritique

3 g de poudre fine des échantillons de feuilles infestées ou saines de tomate (F-N-INF
et F-INF), aubergine (F-N-INF et F-INF) et pomme de terre (F-N-INF et F-INF) ont été
placés dans une cellule d'extraction de 11 ml de fluide supercritique (Speed SFE,
Applied separations), sous une pression de 30 MPa et température de 40°C pendant 20
min. Le débit de CO2 a été maintenu entre 3 et 4 L/min. Les extraits des huit
échantillons ont été récupérés immédiatement dans un flacon en verre de 15 ml aprés

la décompression (Fig. 1V.16).

3g de
poudre
végétal

Mesure des différents

échantillons

d’échantillon

Figure IV.16 : Schéma d’extraction avec le fluide supercritique (SFE)
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IV.5.4.3. Extraction par méthode enzymatique

L'extraction enzymatique a été réalisée a partir d'un mélange réactionnel de 1.5 g de
poudre fine de chaque échantillon de feuilles de tomate saines et infestées de tomate
(F-N-INF et F-INF), aubergine (F-N-INF et F-INF) et pomme de terre (F-N-INF et F-INF)
auguel on a ajouté 150 mg de solution enzymatique commerciale Biocon, Biocelulasa
Wy W-P dans 60 ml de tampon (acide citrique 0.1M et NaOH 1M) a pH 4,8. Le mélange
réactionnel a été continuellement agité (stirred orbital) & 50°C pendant 24 h. Par la
suite, le contenu a été équitablement séparé dans 2 flacons de 50 ml dans lesquels on
a ajouté 10 ml de solvant hexane-diéthyl éther. Les 2 flacons de mélanges réalisés ont
été agités a l'aide d’'un vortex pendant 1 h. Les phases organiques obtenues de ces
deux flacons ont été récupérées dans un flacon de 15 ml auquel on a ajouté du sulfate
de sodium (Na2S04) utilisé comme un agent de séchage pour les solutions organiques.
De suite, ce flacon contenant les phases organiques-NaSO4 est mis sous agitation
pendant 5 minutes. Aprés agitation, la phase organique obtenue est analysée (Fig.
IV.17).



15gde 150 mg de

poudie >~ ‘ soluticin
— P . : enzymatique

Balance £ 0.01g
' Mesure des différents : ' Préparation buffer i
échantillons (Citric acid 0.1M et NaOH 1M) apH 4,8
10ml
d'hexane-diethyl éther
Ajout d'un solvant

(viv) a
Agitation pendant  *
24h
\

X

Anslyse
GC_MC

Agitation pendant Ajout de la

Figure IV.17 : Schéma d’extraction enzymatique
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IV.5.4.4. Extraction par ultrasons

Nous avons pris 1 g de poudre végétale de tomate (F-N-INF et F-INF), aubergine (F-N-
INF et F-INF) et pomme de terre (F-N-INF et F-INF) lequel a été mélangé a 10 ml
d’hexane-diéthyl éther dans des tubes en verre. Les tubes ont été immergés dans un
bain a ultrasons de type Branson, & une température de 60°C, et irradiés a une
puissance de 40KHz pendant 6 heures. Aprés extraction, chaque tube en verre
contenait une phase liquide au-dessus et une phase solide en dessous. Ensuite, la
phase liquide de chaque tube en verre est prélevée puis introduite dans de nouveaux
tubes en verre de 15 ml. Ces derniers sont centrifugés dans une centrifugeuse a 3000
rmp pendant 10 min. Le surnageant obtenu est recueilli et stocké a 4 °C jusqu’a son

utilisation ultérieure pour analyse (Fig. 1V.18).
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Figure IV.18 : Schéma d’extraction par ultrasons
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IV.5.4.5. Dérivatisation

L’extraction par la méthode de dérivatisation passe par deux phases :

Phase 1

20 mg de chaque poudre végétale sont pesés et introduits dans des flacons a dérivés
de 1.5 ml, dans lesquels 800 ul de chloroforme (CHCL3) sont ajoutés ; ces flacons sont
ensuite placés dans un thermomixer & 40°C pendant 12 h avec une rotation de 1000
tours/min. Ensuite 200 pl de solution saturée de NaCl sont rajoutés dans chaque flacon
a dérivés agités manuellement pendant quelques secondes. A l'aide d’une pipette de
500 ul, la phase organique est prélevée pour étre transférée dans de nouveaux flacons
a dérivés lesquels sont placés pendant 40 minutes dans un SpeedVac Vacuum
concentrators modele SPD 131 DDA-230. La solution centrifugée de chaque flacon a
dérivé, située au-dessus, a été prélevée a l'aide d’une seringue 1 ml et transférée dans
de nouveaux flacons a dérivés. Cette solution a subi les mémes étapes décrites ci-
dessus a I'exception du rajout de 20 mg de poudre pour pouvoir entamer la 2™ phase.
Phase 2

A l'aide d'une seringue, 1 ml de I'extrait a été prélevé et incorporé dans un nouveau
flacon a dérivé dans lequel 200 pl de pyridine pure a 99% et 200 pl de BSTFA (N, O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) ont été ajoutés. Ce flacon est ensuite placé pour
agitation dans un thermomixer a 99°C pendant 15 min. A 'aide d’'une seringue de 1ml,

la solution obtenue est prélevée pour analyse (Fig.IV.19).
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Figure 1V.19 : Schéma d’extraction par dérivatisation
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IV.5.5. Analyses chromatographigues

IV.5.5.1. Analyse en Chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie
de masse (GC-MS)

La GC-MS est la technique analytique choisie pour séparer les constituants des
extraits.

Les analyses chimiques des composés ont été réalisées par injection d’'un microlitre de
chaque extrait d’échantillon sur un chromatographe en phase gazeuse (Agilent
Technology 6890N) couplé a un détecteur sélectif de masse (Agilent Technology 5973).
Les données sont analysées avec le logiciel Agilent Chemstation version D.03.00.611
associé (Fig. IV.20). La séparation des molécules a été réalisée sur une colonne
capillaire de silice fondue de type HP-5MS (30 m x 0.250 mm, 0.25um) via un mode

splitless.

Les composés sont élués vers la colonne par I'hélium, gaz vecteur avec une pureté de
99.999%. La programmation des températures a été initialement réglée a 60°C pendant
1 min, puis progressivement augmentée a 150°C a une vitesse de 5°C / min, pour finir
jusqu'a atteindre 250°C température limite. Les spectrométres de masse ont été

enregistrés a 70 eV.

Figure IV.20 : Appareil de GC-MS
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IV.5.5.2. Identification des molécules

Les données brutes de la GC-MS ont été obtenues sous forme de chromatogramme,
grace au logiciel d’aide a l'identification. A chaque détection d’'une molécule, des
identifications possibles sont proposées avec les informations relatives au temps de

rétention, au CAS (numéro d'enregistrement unique) et d’'un coefficient de certitude.

Nous avons calculé I'indice de Kovats au moyen des temps de rétention des différents
constituants (repérés sur les chromatogrammes) et d’'une série d’alcanes linéaires n-
alcanes (C8-C11-C12-...-C24) analysés  dans les mémes conditions

chromatographiques, selon les formules suivantes :

RI (kovats) =100 x z + 100(log trx - log trz) / (log trz+1 - log trz)

RI : indice de rétention, z : nombre de carbone d’alcane, trx : temps de rétention du
composé x étudié, trz : temps de rétention de I'alcane qui précede le trx, trz+1 : temps
de rétention de I'alcane qui suit le trx.

L’identification définitive des molécules est réalisée en comparant les temps de
rétention, les spectres de masse et les indices de rétention de Kovats et Van den Dool
& Kratz avec ceux référencés dans la base de données de NIST (National Institute of
Standards and Technology, disponible a 'URL https://webbook.nist.gov/chemistry/).
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IV.6. Exploitation des résultats

IV.6.1. Parameétres mesurés

IV.6.1.1. Evaluation de 'abondance des formes biologiques de T. absoluta

Cette abondance représente le nombre d’individus des différentes formes biologiques
de T. absoluta de Janvier a Juin. Elle renseigne donc sur l'importance de chaque forme

biologique.

IV.6.1.2. Evaluation de I'activité des formes biologiques de T. absoluta

L’activité temporelle des formes biologiques et des adultes de Tuta absoluta a été
étudiée car leur disponibilité présente une grande divergence dans nos relevés sur les
trois plantes hotes et ils sont tres représentés sous serre et en plein champ. Les
pourcentages d’activité mensuelle de l'activité globale et des vols des adultes ont été
calculés de Janvier a Juin selon la formule suivante (adaptée de Magro et Hemptinne,
1999) : A % = Mv (ij) / T Mv(i) *100, Avec : Mv (ij) : moyenne de captures de I'espéce i
durant le mois j., T Mv(i) : somme des captures moyennes totales de I'espéce i durant

toute 'année.

IV.6.1.3. Proportion relative des molécules

Les pourcentages relatifs des molécules ont été calculés sur la base des surfaces des
pics générés lors de I'analyse chromatographique avec I'utilisation d’un étalon interne
(Tridecane) lequel joue le role de facteur de correction. Les valeurs rapportées sont la

moyenne de trois valeurs obtenues a partir de trois injections de chaque échantillon

IV.6.2. Analyse statistigue des données

I\VV.6.2.1. Analyse de la variance (XLSTAT ver. 2020.3)

Les analyses de variance ont été réalisées sur des moyennes homogéenes adoptées sur
la base d’'un coefficient de variance (C.V. < 15%). Nous avons appliqué le modele
géneral linéaire (G.L.M.) aux formes larvaires de T. absoluta selon les étages foliaires
sur la culture de tomate ainsi que sur les deux autres solanacées, en tenant compte
aussi d’'une comparaison des abondances des larves entre les deux années sur la

méme plante hote.
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Le test de comparaisons multiples, le test Post Hoc de Tukey (HSD), a été
utilisé/adopté pour comparer les diverses moyennes relatives aux taux d’infestations et
d’abondances globales des individus. Le seuil statistique de significativité des
différences est de 5% (ie. p <0.05). Les analyses sont réalisées a l'aide du logiciel
XLSTAT.

IV.6.2.2. Analyse des courbes de régression polynomiale (Past ver 3.2.)

Pour estimer l'influence des conditions thermiques sur les effectifs de males capturés et
les abondances des stades larvaires, un ajustement de maniére non-linéaire de la
variable explicative (taux d’adultes capturés par piege a phéromones ou taux des
effectifs des stades larvaires) a la variable dépendante (variations thermiques
maximales durant la période expérimentale) a été réalisé pour permettre I'obtention de
courbes de régression polynomiale. Les profils ont été réalisés par le logiciel Past ver
3.2. [304]

Le degré de corrélation entre des variables analysées (Abondance des stades larvaires
et capture des adultes males et les variations thermiques) a été estimé au moyen du
coefficient de régression R? et du test d’Akaike IC (Akaike Information Criterion, AIC)
lequel permet de tester 'adéquation de divers modeles au jeu de données (TMax/
Capture des adultes, TMax/ Abondance des stades larvaires). Le meilleur modele est
celui possédant la valeur d’A IC la plus faible et/ou de R? la plus élevée (0<R2<1). Les

valeurs AIC et de R2 sont estimées par le logiciel Past ver 3.2. [304].

IV.6.2.3. Test Crosscorrelation (Past ver 3.2.)

Les barycentres ou abondances maximales des variations temporelles de captures (eg.
déclenchement, pic, déclin) d’adultes et les stades larvaires de T. absoluta ont été
calculés conformément a la formule de Djazouli et al. (2009) [305]. Le barycentre
temporel se déduit de la formule suivante : B = 3 (RGixABi)/2 Abi, avec RGi = rang du
mois de janvier a juin (culture tomate), de mars a juin (cultures de pomme de terre et

d’aubergine), ABi = abondance au mois I.

L’ordre d’arrivée/d’apparition écologique des adultes et/ou des formes larvaires dans les

serres ou le champ a été évalué par le test de Cross-correlation et le paramétre (Lag)
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en se basant sur les valeurs de barycentres calculées. La procédure a été réalisée par
le logiciel Past ver 3.2. [304].

IV.6.2.4. Test Wilcoxon (Past ver 3.2.)

La comparaison des abondances des formes larvaires et des effectifs des captures des
adultes males de T. absoluta sur les plantes hotes est réalisée dans le but d’apprécier
la variation d’abondance des formes biologique de Tuta absoluta dans chaque point
d’échantillonnage (mois) sur les plantes hétes par les tests de Wilcoxon et Monte Carlo

a 0,05. Le test est réalisé par le logiciel Past ver 3.2. [304].
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CHAPITRE V
RESULTATS

Les résultats sont présentés en 3 parties :

i) L’identification du ravageur. Nous avons utilisé deux approches
d’identification spécifique complémentaires, 1) une approche basée sur
des criteres morphologiques diagnostics chez les Iépidoptéres de la
famille des Gelechiidae, a savoir des piéces de I'appareil reproducteur
(genitalia) des adultes males et 2) 'approche Barcode basée sur un
marqueur moléculaire, a savoir un fragment d’ADN mitochondrial

informatif au niveau interspécifique.

i) L’influence des variations de température et de la plante-héte sur la
dynamique 1) des différentes formes biologiques de T. absoluta, a
savoir stades larvaires et adulte male, et 2) des dégats associés sur

trois cultures de solanacées.

i) L'analyse des composés produits/émis par les feuilles de ces trois
Solanacées lorsqu’elles sont attaquées par des chenilles de T. absoluta
pour une caractérisation des molécules chimiques possiblement bio-

actives contre le phytophage T. absoluta.

V.1.Validation de l'identification de 'espéce étudiée, T. absoluta

V.1.1. Identification morphologique

La mineuse de la tomate peut se distinguer des autres Gelechiidae via
'observation des organes génitaux des males, qui constituent une véritable carte
d’identité chez les papillons. Les genitalia males sont constitués de plusieurs
pieces dont les valves, le gnathos, le vinculum et I'édéage sont utilisées dans

I'identification de I'espéce T. absoluta.
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La dissection des genitalia de 16 males adultes collectés a Staoueli [ie. 5 issus de
cultures de tomates (T1), 5 de pommes de terre (T2), 6 de cultures d’aubergine
(T3)] a permis d’observer et de décrire les 4 pieces génitales diagnostiques

(gnathos, valves, vinculum et édéage).

V.1.1.1. Le gnathos

Le gnathos (Fig.V.1) se place exactement a la méme hauteur que les valves.

V.1.1.2. Les valves

Les deux valves sont symétriques, aplaties, Iégérement courbées et les parties

centrales présentent une forte expansion en forme de dent (Fig.V.1).

V.1.1.3. Le vinculum

La partie basale des genitalia males est composée du vinculum (Fig.V.1). Cette

partie génitale est large et bien développée.

V.1.1.4. Le pénis ou I'édéage

Le pénis est le seul organe détachable des genitalia (Fig.V.1). Au repos, il traverse
le vinculum et arrive jusqu’au gnathos. L'édéage des spécimens est épais et muni

d’'un organe crochu a son extrémité.
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Figure V.1 : Genitalia males typique de T. absoluta (Zaid & Ramel, Original)

(T1) Sur tomate (T2) Sur pomme de terre (T3) Sur aubergine
1: gnathos, 2 : valves, 3 : vinculum et 4 : édéage.
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» Les caractéristiques des 4 structures génitales observées ne different pas avec
la plante-héte (Fig.V.1) et sont en accord avec celles assignées a l'espéce

T. absoluta dans I'ouvrage de référence [299].

V.1.2. Identification moléculaire

Les quatre extraits d’ADN issus des 4 spécimens respectivement collectés a
Staoueli ont donné lieu a 4 séquences de 583pb (Genbank Acession number : en

attente numéro d’enregistrement).

Ces séquences sont identiques entre elles et présentent une identité nucléotidique
de quasiment 100% avec les séquences assignées a T. absoluta dans les bases
de données Genbank et Bold (BIN : AAJ8033 de Bold) regroupant des spécimens
du monde entier. Elles présentent notamment une identité nucléotidique totale
avec des séquences homologues dérivant d’ADN de deux spécimens collectés
ailleurs en Algérie [Genbank Accession numbers: MK848296 pour un
T. absoluta de la région de Ain Defla; MK848297 pour celui de la région de
Guelmal].

» L’identification moléculaire basée sur le marqueur mitochondrial choisi, soit un
fragment du géne COIl, est cohérente avec celle basée sur les criteres
morphologiques a savoir les 4 pieces des genitalia des adultes males et conforte
celle réalisée de visu (Appendice E). Les spécimens collectés et analysés sont

bien de I'espece T. absoluta.

V.2. Dynamique des populations et des infestations de T. absoluta sur les trois

cultures de solanacées

Les données relatives a l'abondance des stades adultes et larvaires de
T. absoluta obtenues durant les deux années d’étude (2015 et 2016) nous
permettrons de voir les variations quantitatives de tous les formes biologiques
larvaires confondues et les effectifs d’adultes en fonction des plantes hétes au

niveau dynamique des populations et d’infestation du ravageur.
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V.2.1. Dynamique d’abondance des stades larvaires et adultes de T. absoluta

selon la plante-hbéte

R

«» Tous stades larvaires confondus

L’abondance globale de T. absoluta, c’est-a-dire des différents stades larvaires,
sur les plantes hotes présente un patron similaire en 2015 et 2016 avec des
valeurs d’abondance trés significativement supérieures sur tomate en
comparaison avec celles sur pomme de terre et aubergine. En effet, avec une
moyenne de 1170,5 puis 1132,4, les effectifs moyens de T. absoluta sur tomate
sont 10 a 20 fois supérieurs a ceux observés sur les deux autres Solanacées qui
présentent des valeurs moyennes d’abondance similaires entre elles tant en 2015
qu’en 2016 (Tableau V.1).

Les tests de Wilcoxon (W) et de Monte Carlo (MC) utilisés pour comparer
'abondance larvaire globale de T. absoluta selon les plantes-hGtes montrent tous
deux la présence de différences significatives en chaque point d’échantillonnage
entre la tomate et la pomme de terre ceci lors de la campagne de 2015
(p w=0,0108, p mc =0,0139, p<0,05) et celle de 2016 et (p w =0,0231, p mc
=0,0321, p<0,05). Il en est de méme entre la tomate et l'aubergine pour la
campagne de 2015 (p w =0,0221, p mc =0,0179, p<0,05) et de 2016 (p w =0,0118,
p mc =0,0292, p<0,05) (Tableau V.1). Dans les deux situations comparées et pour
chaque campagne, les valeurs moyennes d’abondance sur tomate sont
statistiquement supérieures a celle sur pomme de terre ou aubergine avec des
facteurs de différence moyenne de 10-14 en 2015 atteignant 20-25 en 2016. Par
contre, I'abondance globale des diverses formes larvaires de T. absoluta sur
pomme de terre est statistiquement comparable a celle sur aubergine lors des

deux campagnes (p > 0.05).



Tableau V.1 : Abondance globale des formes larvaires de Tuta absoluta sur les

trois cultures
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Campagne 2015 Tomate | Aubergine | Tomate Portwgr:wr(; de Aubergine | Pomme de terre
Nombre 6 6 6
Moyenne 1170,5 81,5 1170,5 109,81 81,5 109,81
Médiane 1126,5 60 1126,5 59 60 59
Test Wilcoxon (p) 0,0108* 0,0221* 0,2493Ns
Test Monte Carlo (p) 0,0139* 0,0179* 0,3672 NS
Campagne 2016 Tomate | Aubergine | Tomate Portr;r;wrg de Aubergine | Pomme de terre
Nombre 6 6 6
Moyenne 1132,4 | 44,667 | 11324 55 44,667 55
Médiane 1102,8 31 1102,8 33,5 31 33,5
Test Wilcoxon (p) 0,0231* 0,0118* 0,4645Ns
Test Monte Carlo (p) 0,0321* 0,0292* 0,6288Ns

* différence significatives au seuil de 5% (p < 0.05)
NS différences non significatives au seuil de 5% (p < 0.05)

% Les adultes
Les tests de Wilcoxon et de Monte Carlo montrent que les effectifs moyens de
males adultes capturés sont significativement plus élevés en culture de tomate
gue pour les deux autres Solanacées, tant en 2015 qu’en 2016 (p < 0.05). Avec
des valeurs moyennes respectivement de 405.17 et 475.33 spécimens capturés,
ces effectifs sont 6-11 fois supérieurs a ceux observés en cultures de pomme de
terre et aubergine en 2015 et 14-22 fois supérieurs en 2016 (Tableau V.2). Les
abondances moyennes de males capturés sont comparables en cultures de

pomme de terre et aubergine (p > 0.05) (Tableau V.2).

Tableau V.2 : Capture des adultes méales de Tuta absoluta dans les trois cultures

Campagne 2015 Tomate]Aubergine Tomate \ Pomme de terre Aubergine\ Pomme de terre
Nombre 6 6 6
Moyenne 405,17 38 405,17 62 38 62
Méediane 397,5 33,5 397,5 30,5 33,5 30,5
Test Wilcoxon (p) 0,0277* 0,0208* 0,1974Ns
Test Monte Carlo (p) 0,0319* 0,0306* 0,3755NS
Campagne 2016 | Tomate | Aubergine | Tomate | Pomme de terre | Aubergine | Pomme de terre
Nombre 6 6 6
Moyenne 475,33 21,5 475,33 34,33 21,5 34,33
Médiane 376,5 15,5 376,5 18 15,5 18
Test Wilcoxon (p) 0,0170* 0,0228* 0,1412NS
Test Monte Carlo (p) 0,0245* 0,0210* 0,2442Ns

* différence significatives au seuil de 5% (p < 0.05)
NS : différences non significatives au seuil de 5% (p < 0.05)
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> Les deux paramétres mesurés, soit 'abondance moyenne des stades
larvaires et le niveau de captures des adultes males, en fonction des cultures
hétes lors des campagnes 2015 et 2016 suivent le méme schéma : des valeurs
statistiquement supérieures sur tomate par rapport a celles relatives a la pomme
de terre et des valeurs statistiguement comparables pour I'aubergine et la pomme
de terre (Tableau V.2).

V.2.2. Evaluation de l'activité des stades larvaires et adulte de Tuta absoluta en
fonction de ses plantes hotes

La disponibilité de chaque forme biologique (stades larvaires et adulte) de
T. absoluta présentant de grandes variations dans le temps et selon les cultures
(sous serres et en champ). Ainsi, de facon a déterminer la dynamique
d’installation des stades larvaires et adultes de T. absoluta dans chaque culture,
nous avons évalué la distribution de leur abondance de Janvier a Juin 2015 et en
2016.

X En 2015 et 2016, les larves de I'espéce T. absoluta sont présentes durant
toute la campagne de la culture de tomate, avec des pourcentages d’activité

mensuelle les plus élevés (20-39.9%/mois) observés de Mars a Mai. Cette

« abondance » maximale se situe toujours a la méme période.

En cultures d’aubergine et de pomme de terre, l'activité des formes larvaires est
perceptible dés Mars et augmente jusqu’en Mai ou elle présente un pic. Le méme
schéma temporel d’activité larvaire est observé lors des deux campagnes, pour
chaque plante, avec un profil assez proche entre 'aubergine et la pomme de terre
(Tableau V.3).
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Tableau V.3 : Activité globale des stades larvaires (%) de Tuta absoluta sur les
plantes-hotes entre Janvier a Juin lors des deux campagnes agricoles.

0 5-9,9|10-19,9 20-39,9F
Campagne 2015 Janv.| Fév. |Mars| Auvril Mai Juin

Tomate
Aubergine
Pomme de terre

0
Campagne 2016 Janv.| Fév.
Tomate
Aubergine

Pomme de terre

X Les captures de méles de T. absoluta commencent des Janvier en cultures
de tomates alors qu’elles n'apparaissent qu’en Mars pour les autres cultures avec
un maximum stable durant la période Mars a Mai (20-39.9% /mois). En cultures de
pomme de terre et d’aubergine, les captures sont significatives en Avril et Mai
avec un pic généralement en Mai (40-100%), excepté en 2015 pour l'aubergine,
témoignant de variations d’abondance (ou d’efficacité de captures) d’'une année

sur 'autre (Tableau V.4).

Tableau V.4 : Activité globale du stade adulte male (%) de Tuta absoluta sur les
plantes hétes entre Janvier a Juin lors des deux campagnes agricoles.

0 5-9,9]10-19,9] 20-39,9 [E0NIG0I

Janv.| Fév. |Mars| Auvril Mai Juin

Campagne 2015

Tomate
Aubergine

Pomme de terre [

0 5-9.9(/10-19,9 20-39,9F
Campagne 2016 Janv.| Fév. |Mars| Auvril Mai Juin

Tomate
Aubergine
Pomme de terre
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> L’examen de la distribution temporelle des abondances globales des
formes larvaires sur le végétal et des piégeages d’adultes males voiliers fait
ressortir différents rythmes d’activité globalement reproductibles d’'une année sur
lautre pour chaque plante héte. Il met également en évidence I'existence d’un
décalage temporel et quantitatif entre les trois plantes-hdtes et de ce fait
'existence d’'une gradation dans linstallation primaire de T. absoluta dans les

cultures étudiées sur la station de Staouéli.

V.2.3. Décalage temporel des populations de T. absoluta dans les cultures de
plantes-hétes

Les valeurs du barycentre montrent que les infestations sont précocement
signalées sur tomate dés le mois d’Avril et n’apparaissent que vers la fin du mois

de Mai sur aubergine et pomme de terre (Tableau V.5).

Les divers stades de T. absoluta sont signalés 26-33 jours plus tét sur tomate que
sur les cultures d’aubergine et de pomme de terre, ceci sur les deux campagnes
agricoles avec quelques differences d’'une année sur l'autre (Lagzois max entre
Tomate/Aubergine ; Lagzois max entre Tomate/Pomme de terre). Le décalage
temporel relatif observé entre I'aubergine et la pomme de terre est de 'ordre de 3-
5 jours. Quant aux adultes voiliers, le méme schéma est observé a savoir un
décalage temporel statistiguement significatif entre les plantes-hbtes et un
décalage maximal entre la tomate et les deux autres solanacées (18-22 jours) et

entre 'aubergine et la pomme de terre (2 jours) (Tableau V.5).

Le test Cross Corrélation indique clairement que les installations primaires, des
stades larvaires ainsi que les abondances des adultes présentent des différences

temporelles statistiquement significatives (p < 0.0001) (Tableau V.5).
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Tableau V.5 : Décalage temporel d’installation des populations de Tuta absoluta
(stades larvaires et adultes males) sur ses plantes hotes.

Test Cross corrélation

Campagne A Barycentre (mois) —
agricole Plante-note | pic ginfestation maximale) (D&éi%l(an;g?:]rﬂ;gsrél) p
LOIGIES S 0,94 (~28 jours) | 7,51x10
o Aubergine 4,78
T
S 2015 Tomate 3,84 0,85 (x26 jours) | 5,82x10%
S Pomme de terre 4,69
(&)
= Pommg de terre 4,69 0,09 (=3 jours) 6.19x10°
b Aubergine 4,78
K|
@ Tomate 3,86 0,93 (=28 jours) | 8,19x10
% Aubergine 4,79
e]
£ 2016 Tomate 3,86 1,09 (x33 jours) | 1,64x10
'<?: Pomme de terre 4,95
Aubergine 4,79 0,16 (<5 jours) | 7,02x1010
Pomme de terre 4,95
LIS 4,00 0,58 (~18 jours) | 6,72x10%
Aubergine 4,58
[%0]
e 2015 Tomate 4,00 0,64 (=19 jours) | 2,65x10
3 Pomme de terre 4,64
< .
0 Aubergine 4,58 0,06 (=2 jours) | 1,89x107
S Pomme de terre 4,64
[}
2 Tomate 4,04 0,65 (=20 jours) | 6,57x10°
s Aubergine 4,69
5 Tomate 4,04 .
S 2016 : 0,72 (x22 jours) | 1,70x10-5
2 Pomme de terre 4,76 12 (x22 jours)
Aubergine 4,69 0,06 (=2 jours) | 7,93x10%
Pomme de terre 4,76

V.2.4. Influence des variations thermiques sur les dynamiqgues d’abondance des

divers stades de T. absoluta et d’infestation de chaque culture.

V.2.4.1. Caractéristiques climatiques des périodes d’échantillonnage de Tuta

absoluta

Les relevés climatiques réalisés pour les années 2015 et 2016, montrent que

pendant nos deux périodes d’étude (Janvier a Juin) les températures et les

précipitations ont présenté des variations significatives tant entre les années qu’au

sein d’'une méme période. Ainsi, les températures ont varié de 8-12 °C a 28-30°C

et les précipitations de 5-10mm a 20-50mm avec des précipitations moindres et

tardives en 2016.
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Ainsi, nos mesures relatives aux cultures de pomme de terre de plein champ et
d’aubergine sous serre se sont déroulées durant une période plutét séche et sous
des températures variant de 15 a 30°C en extérieur alors que celles relatives a la
tomate cultivée sous serre doivent tenir compte de températures et niveau de
précipitations tres variables. Par conséquent, I'effet des variations climatiques et
en particulier thermiques, du fait de leur incidence bien connue sur l'activité
générale des insectes, doit étre considéré en parallele des paramétres de

dynamique des populations de T. absoluta étudiés.
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Figures V. 2 : Plages temporelles identifiées des infestations des plantes hotes
par les stades larvaires et adulte de Tuta absoluta en fonction des conditions

climatiques
P. moy = précipitations, T. moy = températures, P.H. = Période humide, P.S. : Période séche
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V.2.4.2. Influence des variations thermigues sur I'abondance des larves et les
captures des adultes en fonction des plantes- hbtes

Tout d’abord, les valeurs maximales observées sous serre et en plein champ
présentent quelques degrés d’écart, ttmoignant de I'importance des structures de
cultures sur les conditions thermiques auxquelles est soumis l'insecte. Ensuite, la
complexité des courbes obtenues par la régression polynomiale deuxieme degré
(Fig.V. 3a, 3b, 3c et 3d) sur la culture de tomate provient du fait que les variables
étudiées a savoir 'activité globale des formes larvaires et le nombre de captures
durant les deux campagnes agricoles sont tres sensibles aux variations

thermiques maximales [306].

Les valeurs du coefficient de régression R2 (0.6372 - 0.9759) sont globalement
élevées témoignant de [I'existence d'une relation entre les valeurs des
températures maximales et les abondances des stades et les captures des
adultes (Fig.V.3). Les diverses courbes de régression polynomiales montrent que
l'activité globale de T. absoluta et le nombre de captures des adultes sont d’autant

plus importants que la température augmente (Fig.V. 3a, 3b, 3c et 3d).

La courbe polynomiale de 2016 présente une valeur de I'Akaike IC (Fig.V.3d)
significativement plus faible que celle de I'année 2015 (Fig.V.3b) nous indiquant
un pourcentage de captures de males significativement supérieurs pour 2016
dans les cultures de tomate. Par contre, aucune différence significative n’est mise

en évidence entre les abondances larvaires relevées en 2015 et 2016.
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Figures V.3 : Abondance des stades larvaires-et capture des adultes méales de T.

aboluta sur la culture de tomate rapportées aux variations thermiques
aetb:campagne 2015 ; c et d : campagne 2016

Les courbes polynomiales relatives au dénombrement des larves et adultes de
T. absoluta dans les cultures d’aubergine a des températures élevées présentent
des valeurs de coefficient de régression fortes (R? > 0.92) indiquant I'existence
d’'une relation entre les variables températures maximales et les pourcentages de
larves ou adultes dénombrés (Fig V. 4a, 4b, 4c et 4d). Les courbes polynomiales
concernant l'aubergine montrent que les activités sous serres des formes
biologiques (larvaires et adultes) de T. absoluta de cette plante-hote est fortement

dépendante des températures maximales.
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Figures V.4 : Abondance des stades larvaires-et capture des adultes males de T.

aboluta sur la culture d’aubergine rapportées aux variations thermiques

aetb:campagne 2015; cetd : campagne 2016

Par contre, sur la culture pomme de terre de plein champ, la situation est

différente (Fig. V. 5a, 5b, 5c et 5d). Les coefficients de régression ont tous des

valeurs trés faibles (R2 < 0.59) et de valeurs de I'Akaike IC élevées, nous indiquant

gue les niveaux d’abondance larvaire et de captures des adultes ne sont pas

corrélés aux variations thermiques maximales mais potentiellement a d’autres

facteurs.
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Figures V.5 : Abondance des stades larvaires-et capture des adultes males de T.

aboluta sur la culture de pomme de terre rapportées aux variations thermiques
aetb:campagne 2015 ; cet d : campagne 2016

> Ainsi, au début de la saison humide, de Janvier a Février (2015 et 2016)
(Fig. V.2) lincidence de T. absoluta sur les cultures est moins importante que
pendant la période seche de Mars a Juin (2015 et 2016), ou s’observent les pics
d’abondance des stades larvaires et des adultes dans toutes les cultures. Ces
abondances sont corrélées aux variations thermiques, en particulier des

températures maximales sauf pour la culture de pomme de terre.
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V.2.5. Abondance et distribution des populations larvaires de T. absoluta sur ses
plantes-hétes

V.2.5.1. Abondance de la population larvaire globale de T. absoluta intra- et inter-

plantes hotes

Les stades larvaires de T. absoluta, sources des dégats sur feuilles, sont présents
pendant une bonne partie voire pendant toute la période de culture de tomates,
d’aubergines et de pommes de terre. A chaque campagne d’observation, les
abondances ont été non seulement estimées a I'échelle temporelle et entre les
plantes-hétes (tomate vs. aubergine vs pomme de terre) mais aussi au sein de la

plante a savoir a chaque étage foliaire pour la tomate.

Sur les plants de tomate, le nombre de larves dénombrées sur les trois premiers
etages foliaires (ETALl, ETA2, ETA3) et tout particulierement les plus basaux
(ETAL, ETA2) est significativement tres supérieur a celui dénombré au niveau des
étages apicaux (ETA4, ETA5, ETAG). Les rapports d’abondance entre les étages
ETA1, ETA2 et ces étages apicaux peuvent varier d'un facteur 4 a 10. Malgré des
valeurs d’abondance significativement plus faibles en 2016 qu’en 2015 (Test post
Hoc de Tukey, p <0,01%), le méme schéma de distribution inter-étage foliaire est

observé lors des deux campagnes (Test post Hoc, p<0.01%) (Fig.V.6).

Sur les plants de pomme de terre et d’aubergine, les abondances larvaires
relevées en 2015 sont supérieures a celles de 2016 (Fig.V.6) mais seules les
différences observées sur aubergine sont statistiguement significatives (Test post
Hoc, p=0.002, p<0.01%) entre les deux années. (Fig.V.6).
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Les taux d’infestations sont significativement supérieurs sur les étages foliaires
basaux (ETA1l, ETA2, ETA3) des plants de tomate. Les rapports des taux
d’infestation entre ces étages et les étages apicaux peuvent varier d’'un facteur 2 a
15. Malgré des valeurs significativement différentes entre 2015 et 2016 (Test post
Hoc de Tukey, p <0,01%), le méme schéma d’infestation inter-étage foliaire est
observé lors des deux campagnes (Test post Hoc, p<0.01%) (Fig.V.7) témoignant
d’'une distribution des larves significativement plus agrégée sur les étages basaux

de la plante.

Les taux d’infestations des plants aubergine et de pomme de terre estimés en
2015 sont statistiquement supérieurs a ceux observés en 2016 avec des rapports
entre 2016 et 2015 de 2-3 pour l'aubergine et la pomme de terre, respectivement
(Tests post Hoc, p <0.01%) (Fig.V.7).
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V.2.5.2. Structure d’age des formes larvaires infestant les plantes-hotes

La structure d’age des formes larvaires (L), c’est-a-dire 'abondance moyenne des
divers stades L1 a L4 de T. absoluta présents sur tomate, pomme de terre et
aubergine, a été calculée pour toute la période expérimentale 2015 et 2016.
L’abondance moyenne des stades larvaires est nettement supérieure sur tomate
guel que soit le stade larvaire considéré et 'année : un rapport approximatif de
l'ordre de 3 en 2015 et de 5 en 2016 existe entre les plantes-hotes par stade
larvaire sauf dans la situation L1 entre tomate et pomme de terre en 2015. Les
différences observées entre pomme de terre et aubergine ne sont significatives

gue pour ce cas des larves L1 en 2015 (Figure V.8a). (Figure V.8b).
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Figure V.8 : Infestations des plantes-hétes rapportées aux formes biologiques

(stades larvaires) de T. absoluta
a: année 2015 ; b : année 2016

V.3. Incidence de l'installation primaire de T. absoluta sur la composition chimique
des feuilles des plantes

V.3.1. Diversité/Description des composés chimiques selon le statut d’infestation

des plantes hotes de T. absoluta

Dans le cadre de la caractérisation des composées chimiques, nous avons utilisé
plusieurs méthodes d’extraction pour mettre en évidence un panel de composés
chimiques qui peuvent différer d'une méthode a I'autre avec certains composés
révélés. Il est a noter que les résultats au sein d'une méthode sont cohérents
puisqu’'un composé révelé par une méthode dans un végétal sain l'est
généralement aussi dans le végétal attaqué mais avec des taux pouvant étre
différents (Tableaux V.6 a V.11).
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<+ Echantillons de feuilles de tomate

Les composés chimiques identifiés a partir d’échantillons de feuilles infestées ou
saines de tomate extraits par les 4 méthodes d’extraction (HDE, SFE, ENZ, ULT)
sont au nombre de 76 des 4 méthodes d’extraction dont : 21 composés par la
méthode par hexane-diethyl ether, 61 composés par ultrason, 25 par SFE et 51
par la méthode enzymatique (Tableau V.6). Ces méthodes conjointes ont permis
d’isoler 13 composés de la classe des terpénes dont 10 présents dans les feuilles
avant infestation (a-Pinene, Camphene, a-Phellandrene, 0-Cymene D-Limonene,
Terpinolene, caryophyllene, etc.), et 3 autres composés apres les infestations de
T. absoluta (Eugenol, Farnesol (E), methyl ether, trans-Geranylgeraniol); 11
composés de la classe des acides gras (Propanoic acid, Hexanoic acid, 3-
Hexenoic acid, (E)-, 2-Hexenoic acid, Sorbic Acid, Benzoic acid, Octanoic acid, n-
Hexadecanoic acid,9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- , Octadecanoic acid, 9-
Octadecenamide, (Z)-) ; 25 composés de la classe des alcanes ; 12 composeés de
la classe des cétones dont 11 composés avant infestation (3-Hexanone,2-
Hexanone,3,5-Octadien-2-one,5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-, etc.), et 1
autre composeé apres les infestations par T. absoluta (2-tridecanone) ; 3 composés
de la classe des alcénes (2,4-Dimethyl-1-heptene,2-Tetradecene, (E)- ,1,13-
Tetradecadiene) ; 4 composés de la classe des aldéhydes (2-Hexenal, (E)-,
Benzaldehyde ,Vanillin Tridecanal) ; 4 composés de la famille des alcools (3-
Hexanol,3-Hexen-1-ol, (E)-, Benzyl alcohol, Phenylethyl Alcohol) et 4 composés
divers dont le (E)-Stilbene révélés uniquement dans les feuilles infestées
(Tableau V.6).

La méthode par dérivatisation a permis, a partir des échantillons de feuilles de
tomate, d’extraire 35 composés chimiques, pour la grande majorité non cités
préecédemment, dont 1 composé terpéne (Phytol, TMS derivative) ; 8 acides gras
(a-Linolenic acid, TMS derivative, Benzoic Acid, TMS derivative, Stearic acid, TMS
derivative, Oléamide ,Palmitic Acid, TMS derivative, Oleanitrile ,Glyceric acid,
3TMS derivative, Hexanoic acid, TMS derivative) ; 1 composé alcool (Benzyl
alcohol, TMS derivative) ; 10 composés de la famille des acides organiques (Boric
acid, 3TMS derivative, Pyruvic acid, TMS,2-Furoic acid, TMS derivative,

Phosphoric acid, triTMS, etc.) et 7 composés divers (Tableau V.7). Les composés
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chimiques issus des échantillons infestés et non infestés sont non seulement
identiques dans les deux situations mais aussi globalement trés proches en
termes de taux. Quelques exceptions sont néanmoins a noter : par exemple avec
le Phytol dont I'importance relative décroit dans les feuilles infestées (1.55 % a
0.51%) ou l'acide hexanoique dont I'importance relative augmente dans les
feuilles infestées (2.35% a 7.42%)

% Echantillons de feuilles de pomme de terre

Les composés chimiques identifiés a partir d’échantillons de feuilles infestées ou
saines de pomme de terre extraits par les 4 méthodes d’extraction (HDE, SFE,
ENZ, ULT) sont au nombre de 57 : 14 composés par la méthode par hexane-
diethyl ether, 47 par ultrason, 19 par SFE, et 42 par la méthode enzymatique. Ces
méthodes ont conjointement permis d’isoler 9 composés de la famille des
terpénes (a-Pinene, Camphene, alpha. -Phellandrene, o-Cymene D-Limonene,
Terpinolene, caryophyllene, etc.), 8 composés de la famille des acides gras
(Hexanoic acid, 2-Hexenoic acid, Benzoic acid, Octanoic acid, n-Hexadecanoic
acid,9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- , Octadecanoic acid, 9-Octadecenamide,
(2)-), 22 composes des alcanes ; 8 composés de la famille des cétones (3-
Hexanone,2-Hexanone,3,5-Octadien-2-one,5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-
,.etc.), 3 composés de la famille des alcenes (2,4-Dimethyl-1-heptene,2-
Tetradecene, (E)- ,1,13-Tetradecadiene) ; 2 composés de la famille des aldéhydes
(2-Hexenal, (E)- ,Benzaldehyde ); 2 composés de la famille des alcools (3-
Hexanol,3-Hexen-1-ol, (E)-) et 3 composés divers (Mesitylene , Methyl salicylate,
Vitamin E). Par contre, aucune nouvelle molécule n’est détectée dans les
composeés extraits des échantillons de feuilles suite a une attaque par les larves
de T. absoluta. Seules apparaissent des différences en termes de taux moyens de

chacun de ces composeés (Tableau V.8).

La méthode par dérivatisation a permis, a partir des échantillons de feuilles de
pomme de terre, d’extraire 22 composés chimiques, pour la majorité non décrits
dans les 4 autres méthodes (HDE, SFE, ENZ, ULT) pour la pomme de terre mais
déja trouvés avec cette méme méthode pour la tomate (Tableau.V.7 cas par
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exemple des dérivés d’acide stéarique, glycérique, hexanoique). Parmi les 22
composeés identifiés se trouvent 1 composé de la famille des terpénes (Phytol,
TMS derivative) ; 5 acides gras (, Benzoic Acid, TMS derivative, Stearic acid, TMS
derivative, Palmitic Acid, TMS derivative, Glyceric acid, 3TMS derivative, Hexanoic
acid, TMS derivative) ; 7 composés de la famille des acides organiques (2-Furoic
acid, TMS derivative, Phosphoric acid, triTMS, Malic acid, 3TMS derivative, L-
Aspartic acid, 3TMS derivative, etc.), et 9 composés divers (Tableau V.9). La
encore, aucune nouvelle molécule n’est détectée dans les composés extraits des
échantillons de feuilles infestées. Seules apparaissent des différences de
pourcentages relatifs de chacun de ces composés dans I'ensemble (Tableau V.9).
Par exemple, I'importance relative du dérivé de I'acide palmitique décroit dans les
feuilles infestées (12.08 % a 4.43%) et inversement celle des dérivés d’acide
stéarigue et hexanoique augmente significativement dans les feuilles infestées
(1.26% a 8.55%, 1.88% a 9.57%)

< Echantillons de feuilles d’aubergine

Les composés chimiques identifiés a partir d’échantillons de feuilles infestées ou
saines d’aubergine extraits par les 4 méthodes d’extraction (HDE, SFE, ENZ,
ULT) sont au nombre de 60 : 14 composés par la méthode par hexane-diethyl
ether, 47 par ultrason, 21 par SFE, et 42 par la méthode enzymatique. Ces
méthodes ont conjointement permis d’isoler 9 composés des terpénes (a-Pinene,
Camphene, a. -Phellandrene, o-Cymene D-Limonene, Terpinolene, caryophyllene,
Caryophyllene oxide, Phytol); 8 composés de la famille des acides gras
(Hexanoic acid, 2-Hexenoic acid, Benzoic acid, Octanoic acid, n-Hexadecanoic
acid,9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- , Octadecanoic acid, 9-Octadecenamide,
(2)-) ; 22 composés de la famille des alcanes ; 8 composés des cétones(3-
Hexanone,2-Hexanone,3,5-Octadien-2-one,5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-
,.etc.); 4 composés de la famille des alcenes (2,4-Dimethyl-1-heptene,2-
Tetradecene, (E)- ,1,13-Tetradecadiene, 2,4-Dimethyl-1-heptene) ; 2 composés de
la famille des aldéhydes (2-Hexenal, (E)- ,Benzaldehyde ) ; 4 molécules d’ alcools
( 3-Hexanol,3-Hexen-1-ol, (E)-, Benzyl alcohol, Phenylethyl Alcohol) et 3
composés divers (Mesitylene , Methyl salicylate, Vitamin E) (Tableau V.10).



144

Aucune nouvelle molécule n’est détectée dans les composés extraits des
échantillons de feuilles infestées. Seules apparaissent des différences de
pourcentages relatifs de chacun de ces composés dans [I'ensemble
(Tableau V.10).

La méthode par dérivatisation a permis, a partir des échantillons de feuilles
d’aubergine, d’extraire 22 composés chimiques dont 1 composé de la famille
chimique des terpenes (Phytol, TMS derivative) déja identifié via les 4 autres
méthodes et chez les autres Solanacées ; 5 acides gras (Benzoic Acid, TMS
derivative, Stearic acid, TMS derivative, Palmitic Acid, TMS derivative, ,Glyceric
acid, 3TMS derivative, Hexanoic acid, TMS derivative) dont certains déja cités
chez les autres Solanacées mais seulement via cette méme méthode par
dérivatisation ; 7 composés de la famille des acides organiques (2-Furoic acid,
TMS derivative, Phosphoric acid, triTMS, Malic acid, 3TMS derivative, L-Aspartic
acid, 3TMS derivative, etc.) et 9 composés divers (TableauV.11). Aucune
différence de composé chimique n’est identifiée entre les échantillons de végétal
sain et attaqué mais des différences d’'importance relative sont a noter. Ainsi,
limportance relative des dérivés de [l'acide stéariqgue ou hexanoique est
supérieure dans les feuilles d’aubergine attaquées (3.26% a 10.50%, 1.65% a
7.30%, respectivement) ; celle des dérivés de I'acide palmitique diminue dans les
végeétaux attaqués (12.08% a 5%) (Tableau V.11).
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Tableau V.6: Taux moyen des composés identifiés a partir des échantillons de feuilles infestées et non infestées de la tomate
apres utilisation de diverses méthodes d’extraction (HDE. : Hexane_Diethyl ether, SFE. : Fluide supercritique, ENZ : Enzymatique,

ULT : Ultrason)

Feuilles non infestées

Feuilles infestées

Kovats Indices

9-Octadecenamide, (Z
Alcanes

Heptane, 4-methyl-

0,00

0,00

8,65

0,00

7,35

3,92

Composés HDE | SFE | ENZ | ULT | HDE | SFE | ENZ | ULT Experimental | Reference
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

Terpénes | | |
o-Pinene 1,49 | 0,03 | 0,14 | 0,12 | 0,14 | 1,22 | 0,53 | 0,76 934 934
Camphene 0,03 | 0,02 | 0,10 | 0,15 | 0,03 | 0,04 | 0,13 | 0,13 951 951
a-Phellandrene 1,81 | 1,03 | 1,29 | 1,25 | 3,38 | 3,72 | 3,63 |3,35 1004 1004
o0-Cymene 0,00 | 0,06 | 0,65 | 0,80 | 0,00 | 0,45 | 0,32 | 0,45 1027 1027
D-Limonene 0,00 | 0,00 | 0,09 | 0,06 | 0,00 | 0,00 | 6,91 |8,51 1029 1030
Terpinolene 0,00 | 0,12 | 1,34 | 1,40 | 0,00 | 0,12 | 1,34 | 1,40 1079 1072
Eugenol 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,13 | 0,00 | 0,00 1358 1358
Caryophyllene 0,24 | 045|193 | 1,55 | 0,42 | 0,43 | 1,80 | 1,86 1428 1428
Caryophyllene oxide 0,00 | 1,36 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,05 | 0,00 | 0,00 15