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INTRODUCTION



Introduction

La tomate Lycopersicon esculentum Mill., de la famille des solanacés, est une plante
herbacée annuelle, originaire des Andes et d’Amérique. C’est le deuxiéme légume le
plus populaire a coté des pommes de terre; elle est largement consommée dans le
monde entier(Abd-El Kareem, 2006).

Elle constitue une source non négligeable de minéraux, vitamines et certains
composés naturels secondaires qui ont un potentiel antioxydant important (Zidani,
2009). La production mondiale de la tomate a éte estimée a plus de 177 millions de
tonnes en 2016 (FAOSTAT, 2016).

La tomate occupe une place prépondérante dans I'économie agricole algérienne. Pres
de 33000 ha sont consacrés annuellement a la culture de la tomate (maraichére et
industrielle), donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des
rendements moyens d’environ 311 Qx/ha (M.A.D.R., 2009). Ces derniers demeurent
faibles et assez éloignés de ceux enregistrés dans d’autres pays du Bassin
méditerranéen (Tunisie, Maroc, Espagne, France, Italie) producteurs de tomate, ou les
rendements varient entre 350 Qx/ha a 1500 Qx/ha (FAO, 2008).

Lycopersicon esculentum Mill. est une espéce largement étudiée, mais seuls quelques
travaux concentrent leur attention sur ses feuilles (Taveira et al., 2012). Bien que ce
matériel végétal soit considéré comme un sous-produit de la production de tomates, il
contient plusieurs métabolites bioactifs, tels que les alcaloides stéroidiens (Friedman,
2002) et les composés phénoliques, a savoir les acides hydroxycinnamiques et les
flavonoides (Slimestad et Verheul, 2009 ; Ferreres et al., 2011). Ces composés sont
connus pour étre impliqués a la fois dans la défense allélochimique des plantes hotes
et pour avoir plusieurs fonctions pharmacol ogiques et nutritionnelles chez les humains
(Friedman., 2002).

La culture de la tomate est exposée a un complexe parasitaire trés diversifié:
ravageurs, maladies et parasites. L’ensemble des maladies entraine des chutes de
rendement considérables.

Actuellement, un tiers de la production agricole mondiale est détruit d’une année a
une autre a cause des différents ravageurs tels que les insectes et les maladies qui
causent d’énormes dégats.

Parmi ces agresseurs, un nouveau ravageur est observé ces derniéres annees, la

mineuse Tuta absoluta appartenant a la famille des Gelechiidae (Lépidopteres), elle
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est également connue comme lateigne de latomate en Amérique du Sud. L'espéce est
originaire dAmérique du Sud ; a partir de2006, elle a envahi rapidement 1’ Europe du
Sud et I’Afrique du Nord (Urbanegja et al., 2007; Desneux et al., 2010).En Algérie,
elle a été détectée pour la premiére fois en 2008 dans la région de Mostaganem
(Guenaoui, 2008).

Leravageur cause des pertes considérables aussi bien sous serre qu’en plein champ,
la lutte contre la mineuse Tuta absoluta en serre s’avere complexe, bien que la lutte
chimique soit encore le moyen de lutte le plus utilisé aujourd’hui, selon Siguiera et
al., 2000, I’insecte présente une grande résistance a certains insecticides ; les moyens
de lutte biologique envisagés jusqu’a maintenant (variétés résistantes, champignons
entomopathogeénes etc...) n’ont conduit a aucun résultat efficace.

Néanmoins, les plantes ont développé de nombreuses stratégies de défense, (y
compris des défenses chimiques et physiques) pour se protéger de leurs agresseurs
et/ou pour décourager les activités herbivores.

Parmi les produits chimiques anti-herbivores produits par les plantes, les composés
phenoliques qui ont atteint un statut principal ces dernieres années car ils sont souvent
appelés composés de résistance (Beninger et al., 2004).

Des mécanismes trés importants sont mis en place par la plante lors de phénomeénes
de résistance vis-a-vis du stress abiotique (stress thermique, hydrique,...) ou stress
biotique engendré par les pathogénes (White et Elson-Harris, 1992 ; Dietz, 2007).
Peu d’études ont ét¢ menées sur la défense moléculaire des plantes contre les
ravageurs, due a leur pouvoir allélopathique. Néanmoins, ces derniéres années
certains projets de recherches et certaines études ont été entamés pour essayer de
valoriser cette ressource que possédent les plantes.

Le phénomeéne de I’allélopathie est défini comme « toute action directe ou indirecte,
positive ou négative, d’une plante (micro-organismes inclus) sur une autre par le biais
de composés chimiques libérés dans I’environnement » (Rice, 1984 ; Gallet et
Pellissier, 2002). L’allélopathie est considérée comme une technique prometteuse
pour lalutte biologique (L ovett, 1991).

En Algérie, les travaux sur I’activité insecticide des composés phénoliques vis-a-vis
des larves de lépidoptéres semblent inexistants. Par ce modeste travail, nous espérons
vérifier si la tomate utilise également ce moyen de résistance allélopathique, de
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nature biochimique, pour lutter contre les attaques de la mineuse et les attaques
microbiennes.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’étude des activités biologiques
insecticides et antimicrobiennes des feuilles de tomates saines et infectées par la
mineuse pour savoir si elles exercent leur pouvoir allélopathique.

Cette theése est divisee en trois chapitres :

Le premier chapitre est une étude bibliographique exhaustive de la tomate en tant
gue plante-hdte de Tuta absoluta et de la microflore dont I’installation est favorisée
par les piqures de cet insecte. Les différents moyens de lutte naturelle y sont décrits,

ainsi que les composés phénoliques et leur réle dans la défense de cette plante;

-le second chapitre est consacré a la présentation de la zone d’étude avec le matériel et
les méthodes expérimentales ainsi que les analyses statistiques que nous avons
utilisé ;

-les résultats et leur discussion sont présentés dans le troisieme chapitre qui est
subdivisé en trois parties :

. Une étude entomologique : concernant les attaques de Tuta absouta et leur
répartition spatio-temporelle en considérant 1’impact de la date d’observation et de
I’arbre échantillonné sur le degré d’infestation durant trois années ; ainsi que le cycle
de développement de cet insecte holométabole selon les variations climatiques.

. Une étude microbiologique qui consiste a isoler puis identifier les

differentes souches fongiques et bactériennes des fruits récoltés.

. une étude biochimique pour identifier les différents composés phénoliques

gue comporte les feuilles de tomate et les fruits sains et infectés, leur nature et leur

concentration pour savoir s’il existe une lutte biochimique contre ses agresseurs.

. Activités biologiques : nous avons testé 1’activité insecticide des extraits sur

les larves de la mineuse Tuta absoluta ainsi que I’activité antimicrobienne de

quelques extraits contre quelques souches de références pour savoir s’il existe une

lutte naturelle des feuilles de tomate.

Enfin, une conclusion générale cl6ture ce travail avec une synthese des principaux

résultats obtenus ainsi que les perspectives que nous proposons.
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Partie 1 : la plante hote

1. Historiqueet origine

La tomate Lycopersicon esculentum Mill.est originaire des Andes et
d’Amérique du sud, elle fut domestiquée au Mexique, puis introduite en Europe au
XVleme siécle par les Espagnols, avant méme la pomme de terre et le tabac
(Shankara, 2005).

En Europe, les italiens ont été les premiers & la consommer des le 16eme siécle,

notamment en sauce, et ¢’est sous cette forme qu’elle atteint la France (Schumann,

1996 ; Degionni, 1997).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du sud de I’Espagne qui 1’ont introduite en
raison des conditions climatiques qui sont propices a sa culture (Rey et Coste, 1965).
Quant & sa consommation, elle a commencé dans la région d’Oran en 1905 puis, elle

s’étendit vers le centre, notamment au littoral algérois (L atigui, 1984).

Le genre Lycopersicon comprend neuf espéces dont une seule, Lycopersicon
esculentum sous sa forme sauvage ceraciforme, qui pourrait étre directement a
I’origine des autres variétés, a émigré vers le sud de I’Amérique du Nord (Chaux et
Foury, 1994).Ce n’est que vers les années 1920-1930 qu’elle commenga a étre

largement commercialisée.

Notre choix s’est porté sur la tomate Lycopersicon esculentum a partir de
certains critéres ; le premier critére étant I’utilisation alimentaire et médicinale de son
fruit et ses feuilles qui sont un critére important pour s’investir pour I’étude d’une
plante, le deuxieme critére est que peu de travaux ont été effectués sur les feuilles de

tomate, un fait qui nous a encouragés a les explorer.

2. Classification dela tomate

Les botanistes modifierent a plusieurs reprises les noms de genre et d’espéce
attribués a la tomate. Elle a été classée par Linné en 1753, comme Solanum
lycopersicon, d’autres botanistes lui ont attribuée différents noms. Solanum

lycopersicon, Solanum esculentum, Lycopersicon lycopersicum; c’est finalement
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Lycopersicon esculentum, attribué par Philip Miller en 1754, qui a été retenu
(Munroe et Small, 1997).

Le nom de genre « Lycopersicon» est gréco-latin, il signifie « péche de
loupe » et la partie « esculentum » complétant le nom de I’espece vient du latin et
signifie « comestible » (Benton, 1999 ; Pitrat et Foury, 2003). Cette comestibilité ne
concerne ni le feuillage ni les jeunes fruits verts, car ils contiennent des alcaloides
toxiques (tomatine, solanine) qui disparaissent des fruits au cours du murissement
(Blancard et al., 2009).

Selon Spichiger et al. (2004) et Dupont et Guignard (2012), la tomate

appartient a la classification suivante :
Régne : Plantae

Sous régne : Trachenobionta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre: Solanales

Famille: Solanaceae

Genre: Lycopersicon

Espéce : Lycopersicon esculentum

3. Description botanique dela plante
La tomate est une plante herbacée annuelle, diploide a 2n=24 chromosomes

(Judd et al., 2002). C’est une plante herbacée, vivace a 1’état naturel et annuelle en

culture, appartenant au groupe des légumes-fruits (Baba Aissa, 1999).
Les principaux organes de latomate sont :

e Lesracines: la tomate a un systeme radiculaire important. De nombreuses racines
primaires, secondaires et tertiaires prennent naissance sur un pivot puissant. La
racine principale produit une haute densité de racines latérales et adventices
(Shankara, 2005).
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e Latige: les tiges sont vertes, pourvues de poils blanchatres. Elles portent les
feuilles, les fleurs et les fruits. Deux grandes catégories de tiges sont distinguees :

v' Les tiges a croissance déterminée, leur croissance s’arréte apres avoir émi
un nombre de bouquets de fleurs et permet une récolte unique et
mécanique en plein champ.

v Les tiges a croissance indéterminée, sont des tiges dont la croissance ne
s’arréte pas tant que les conditions climatiques sont favorables. Elles
donnent des pieds atteignant 1.40 a 1.60m et parfois plus.

o Lesfeuilles: sont disposees en spirale, 15 & 50cm de long et 10 a 30cm de large.
Elles répandent une odeur caractéristique, due a la solanine. La morphologie des
feuilles varie considérablement en fonction de 1’espeéce.

e Les fleurs (photo 1): les fleurs sont actinomorphes, autogames de couleur
jaunatre, formant habituellement une grappe de 4 a 8 spécimens, mais les types a

petits fruits peuvent produire une grappe de 30a 50 fleurs.

Photo 1 : Fleur de tomate a cinq pétales soudés

e Lefruit: le fruit est une baie plus ou moins grosse, de forme variable (sphérique,
allongée) et de couleurs variées (blanche, rose, rouge, jaune, orange, verte et
noire) selon les variétés (Renaud, 2003). Lorsqu’il n’est pas encore mdr, le fruit
est vert et poilu.

e Lesgraines: les graines sont nombreuses, réniformes, poilues et de couleur beige,
de 3 a 5mm de long et de 2 a 4 mm de large. Elles sont réparties dans des loges
remplies de gel. Le poids de mille graines est en moyenne de 3g (Shankara,
2005).
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Photo 2 : Fruits de tomate

Selon les variétés et les conditions de culture, le cycle de la graine est variable ; il
est en moyenne de 3.5 a 4 mois, 7 a 8 semaines de la graine a la fleur et 7 a 9

semaines de lafleur au fruit (Gallais et Bannerot, 1992).

4. Principales exigences écologiques et climatiques de la tomate
Lycopersicon esculentum Mill. & des exigences particuliéres : sensible au froid,
craint beaucoup le gel... (Polese, 2007).

4.1. Température

La tomate demande un climat relativement frais et sec pour une récolte
abondante et de qualité. Les températures optimales pour la plupart des variétés se
situent entre 21 et 24°C (Shankar a, 2005).

4.2. Lumiére
La lumiére et un facteur écologique important qui intervient dans la qualité de
la photosynthese. Selon Cirad et Gret (2002), un faible rayonnement lumineux réduit
le nombre de fleurs par bouquet et affecte la fécondation. En outre, I’intensité de la

lumiere affecte la couleur des feuilles, la mise a fruits et la couleur des fruits.

4.3.Eau et humidité relative
La plante est tres sensible a ’hygrométrie, elle ne tolere pas les sols engorgés
ni une humidité supérieure a 80% ; une hygrométrie ambiante de 60% a 65% étant la
meilleure pour la fécondation (Schiffer, 2003 ; Leboeuf et al., 2008). Par ailleurs, le
développement des maladies cryptogamiques est fortement lié aux fortes humidités
(Laumonier, 1979). meilleure pour la fécondation (Schiffer, 2003 ; Leboeuf et al.,

2008). Par ailleurs, le développement des maladies cryptogamiques est fortement lié

7



Chapitre I Synthese Bibliographique

aux fortes humidités (Laumonier, 1979). Le stress causé par une carence en eau et de
longues périodes arides fait tomber les bourgeons et les fleurs, provoquant ainsi le
fendillement des fruits (Munro et Small, 1998).

4.4. Sol
La tomate préféere les terres limoneuses profondes et bien drainées (Shankara,

2005).

4.5. pH
La tomate pousse mieux dans les sols ou la valeur du pH varie entre 5.5 et 6.8

(Shankara, 2005) et avec un stock en éléments nutritifs suffisant (Lacroix, 1998 ;
Naika et al., 2005).

5. Variétés de la tomate
Les variétées de tomate sont tres nombreuses, ces derniéres peuvent étre
classees selon leur croissance qui peut étre de type indéterminé ou de type déterminé
(Polese, 2007).

« Les variétés a croissance indéterminée : elles sont utilisees pour la
consommation et sont plus nombreuses ; elles présentent un nombre indéfini

d’inflorescences sur la tige principale et sur les tiges latérales.
Elles sont plus productives, parmi ce type de croissanceil existe :

v’ Les variétés fixées : il existe plus de 500 variétés dont les caractéristiques
génotypiques et phénotypiques se transmettent aux générations
descendantes. Les variétés les plus utilisées en Algérie sont la Marmande
et laSaint Pierre (Snoussi, 2010).

v Les variétés hybrides : elles présentent la faculté de réunir plusieurs
caracteres d’intérét (bonne précocité, bonne qualité de résistance aux
maladies et aux attaques parasitaires et donc un bon rendement). Ces
hybrides ne peuvent étre multipliés vu qu’ils perdent leurs caractéristiques
dans les descendances (Polese, 2007). Les plus utilisés en Algérie sont
Actana, Agora, Bond, Nedjma, Tafna, Tavira, Toufan, Tyerno et Zahra
(Snoussi, 2010).

«» Les variétés a croissance déterminée : sont des variétés destinées a 1’industrie,
elles sont cultivées en plein champ. Pour ce type de croissance, on trouve des
variétés fixées et des hybrides (Polese, 2007). Les hybrides les plus utilisés en
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Algérie sont les suivants ;Farouna, Joker, Luxor, Super Red, Tomaland, Top
48, Suzana, Zigana Zeralda. Tandis que les variétés fixées : la variété Aicha
(Snoussi, 2010).

6. Intéréts économique de la tomate
La tomate est produite pratiguement dans le monde entier, y compris en

Algérie et a n’importe quelle saison, ses fruits se retrouvent aujourd’hui consommés

toute I’année.
6.1.Situation économique de la tomate dans le monde

La production mondiae de tomate a battu des records en 2016. La Chine se
place en téte de classement tandis que les Pays-Bas ont le meilleur rendement.
Selon les données de la FAO, la production mondiale de tomate a battu des records au
cours de I’année 2016 avec 177 042 000 T. Ce volume montre une progression de
29,08% en 10 ans. La superficie consacrée était de 4 782 754 hectares, ce qui
représente un rendement moyen par metre carré de 3’7 kilos de tomate.
En téte de classement nous retrouvons la Chine avec un volume de tomate produit de
56308910 T soit 31,8% du total mondiale. Vient ensuite I’Inde avec 18 399 000 T
mais un rendement trés bas de 2,42 kg/m2. Puis les Etats-Unis avec 13038410 T et
un rendement de 9,03 kg/m?, la Turquie avec 12 600 000 T et en 5e position, I’Egypte
avec 7943000 T.
Le tableaul montre la production mondiale de la tomate pour les différents pays du

monde.

Tableau 01 : Production mondiale de latomate (FAOSTAT, 2016)

Pays Position | Production(en tonnes)
Chine 1 56308910 T

Inde 2 18399000 T

Etats unies | 3 13038410 T
Turquie 4 12600000 T

Egypte 5 7943000 T

Espagne 9 4671810 T

Maroc 16 1231250 T

Paysbas | 24 9000 T
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6.2.Situation économique de la tomate en Algérie

La culture de la tomate occupe une place prépondérante dans I'économie
agricole algérienne. Prés de33 000 ha sont consacrés annuellement a la culture de
tomate (maraichére et industrielle), donnant une production moyenne de 11 millions
de quintaux et des rendements moyens d’environ 311 Qx/ha (MADR, 2009).Ces
derniers demeurent faibles et assez ¢loignés de ceux enregistrés dans d’autres pays du
Bassin méditerranéen (Tunisie, Maroc, Espagne, France, Italie) producteurs de
tomate, ou les rendements varient entre 350 Qx/ha a 1500 Qx/ha (FAO, 2008).

6.3.Situation économique de la tomate dans la wilaya de Tlemcen

Selon les données de la direction des services agricoles de la wilaya de
Tlemcen, la production de la tomate en sous serre est de I’ordre de 261530 Qx.
La région de Remchi est la principale zone de production a Tlemcen, avec une
superficie de 30Ha et une production de 1’ordre de 11750Qx, composéeS
essentiellement de tomate en sous serre.

La production totale de la tomate dans la wilaya de Tlemcen est de I’ordre
483530 Qx sur une superficiede 877 Ha (DSA, 2016).
Ains, la production de la tomate en plein champ est de 222000 (Qx) sur une
superficie de 840 ha.

7. Importance delatomate

De nombreuses vertus nutritionnelles sont attribuées a la tomate ; de par sa

forte teneur en divers micro constituants, elle protégerait de nombreuses pathologies.
7.1.valeur nutritionnelle desfruits detomate

L’intérét nutritionnel de la tomate réside dans le fait que ce fruit contient de
nombreux métabolites secondaires et des antioxydants. Ce fruit contient 93% a 95%
d’eau, trés pauvre en calories, il est riche en provitamine A (3-carotene), vitamine C
et surtout en lycopene, antioxydant le plus actif des caroténoides alimentaires
(Agarwal et al., 2000 et Sesso et al., 2003). Le fruit de tomate est abondant en
minéraux (notamment en potassium, magnésium et phosphore) (Tableau 3).

Il faut noter que la composition des tomates fraiches de différentes variétés
peut varier significativement, en particulier en fonction des cultivars (Lenucci et al.,
2006). De

10
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méme les conditions de culture et de conservation peuvent entrainer des variabilités
de composition au sein d’un méme cultivar (Slimestad et Verheul, 2005 ; Luthria et
al., 2006), par exemple une exposition a une importante radiation lumineuse lors de la

croissance du fruit permettrait d’augmenter les teneurs en caroténoides et en vitamine

C (Marsicet al., 2010).

7.2.VValeur médicinale de la tomate

La tomate occupe une place importante dans 1’alimentation humaine, elle est
consommeée soit crue, soit cuite ou comme un produit transformé tels que jus de fruits,
sauce ou Ketchup ; leur consommation a été associée a une diminution du risque de
cancer du sein (Zhang et al., 2009). Dans les derniéres décennies, la consommation
de la tomate a été affiliée a la prévention de plusieurs maladies neurodégénératives,
I’ostéoporose, le vieillissement et la stérilité¢ masculine causée par le stress oxydatif
(Ferguson, 1999 ;Visioli et al.,2003 ; Wilcox et al., 2003 ; Sharoni et Levi, 2006;
Van Breemen et Pajkovic., 2008 ;Terry, 2011).

Le lycopene empéche la prolifération de cellules épithéliales non cancéreuses
de la prostate (Obermuller-Jevic et al., 2003 ; Jian et al., 2007). Les recherches
récentes sur le lycopéne sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés
préventives ou thérapeutiques vis-a-vis du cancer de la prostate, mais 1’ensemble des

résultats ne

permet pas de tirer des conclusions définitives (Frei, 1994 ;Kucuk et al.,
2002 ; Omoni et Aluko, 2005 ; Van Breemen et Pajkovic, 2008).

Les composés phenoliqgues de la tomate presentent des propriétés
physiologiques antialergiques, anti inflammatoires, antimicrobiennes, anti-
thrombotiques, anti-athérogenes et des effets cardio protecteurs et vasodilateurs
(Balasundram et al., 2006).

Les ecorces de la tomate présentent une forte activité anti-oxydante en raison
de leur teneur élevée en composés phénoliques (Toor et Savage, 2005 ; Santana-
Méridas et al.,2012).

11
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frais) (USDA, 2007).

Eau (%)94,50

Energie (Kcal)18

Tableau 2: Teneurs des constituants majoritaires de la tomate (pour 100g de produit

Protéines (g)0.88

Lipides (g)0.20

Centres (g)0.50

Carbohydrates (g)3.92

Fibres (g)1.20

Sucres (g)2.63

Glucose (g)1.25

Fructose (g) 1.37

Minéraux

Calcium (mg) 10
Fer (mg) 0.27
Magnésium (mg) 11
Phosphore (mg) 24
Potassium (mg) 237
Sodium (mg) 5
Zinc (mg) 0.17
Cuivre (mg) 0.059
Manganese (mg) 0.114
Lipides

Acides gras saturés (g) 0.045

Acides gras monoinsaturés (g) 0.050

Acides gras polyinsaturés(g)  0.135

Phytosterols (mg) 7
Caroténoides

a-Carotene (ug) 101
B-Caroteéne (ug) 449
Lycopene (ug) 2573

Lutéine + Zéaxanthine (ng) 123

Acides aminés

Tryptophane (g) 0,006
Thréonine (g) 0,021
Isoleucine (g) 0,020
Leucine () 0,031
Lysine (g) 0,031
Méthionine (g) 0,007
Cystine (g) 0,011
Phenylalanine (g) 0,022
Tyrosine (g) 0,015
Valine (g) 0,022
Arginine (g) 0.021
Histidine (g) 0,013
Alanine (g) 0.024
Acide aspartique (Q) 0,118
Acide glutamique (g) 0,313
Glycine () 0,021
Proline () 0,016
Sérine (9) 0,023
Vitamines

Vitamine C (mg) 12,7
Thiamine (ug) 37
Riboflavine (ug) 19
Niacine (mg) 0,594
Acide pantothénique (ng) 89
Vitamine B6 (ug) 80
Folates (ug) 15
Vitamine A (ug) 42
a-tocophérol (mg) 0,54
v-tocophérol (mg) 0,12
Vitamine K (ug) 7,9

12
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8. Pathologies et ravageursde la tomate

De la levée et pratiquement jusqu’a la récolte, les cultures de la tomate sont
sujettes a de nombreuses maladies causées par divers agents pathogenes tels que: les
virus, les bactéries, les champignons, les nématodes et les insectes (Causse et al.,
2000).

8.1. désordres physiologiques

Ils sont généralement provoqués par des carences au niveau des éléments
nutritifs et par des conditions climatiques défavorables (Shankara, 2005) ; les plus

répandus sont :

e La pourriture apicale provoquée par une carence en calcium ;

e [L’asphyxie racinaire causée par des irrigations abondantes ou des pluies
EXCessiVes;;

e [L’altération des fruits suite aux coups de soleil ou a des fentes de croissance ;

e Latige est ampoulée suite & une alimentation azotée excessive ;

e Eclatement des fruits de la tomate causée par 1’arrosage excessif pendant les

périodes seches.

8.2.principales maladies dela tomate
8.2.1. maladiescryptogamiques

Le tableau 3 suivant présente les principales maladies cryptogamiques qui

attaquent latomate.
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Tableau 3 : Maladies cryptogamiques de latomate

Maladies

Symptémes

Causeées par

Anthracnose

Petites lésions brunes claires, qui évoluent en taches
circulaires, Iégerement déprimées et humides dans la

peau des fruits mars (Blancard, 2010).

Colletotrichum coccodes

Mildiou

Des taches nécrotiques, irréguliéres, d’extension rapide,
entourées d’une marge livide. Les fruits mildiousés
bruns marbrés, irrégulierement bosselés en surface

(Blancard, 2010).

Phytophtora infestans

Verticilliose

Flétrissement des feuilles accompagné d’un
jaunissement. Unilatéral suivide desséchement des
feuilles de la base Avec un léger brunissement des

vaisseaux apres une coupe (Ruocco et al., 2010).

Verticillium albatrum

Verticillium dahliae

Alternariose

Les feuilles ontdes taches vert sombre, puis deviennent
rapidementbrunes a noires. Les fruits ont des taches
concaves, peuvent se couvrir d’une moisissure noire,
veloutée. Les lésions sur fruits peuvent engendrer leur
chute (Blancard, 2009).

Alternaria tomatophila

Fusariose

Jaunissement des feuilles et un flétrissement se
propageant a partir de la base de la tige (Messiaen et al.,
1993).

Fusarium oxysporum f.sp.

lycopersici

Moisissure grise

Pourrissement des tissus infectés des fleurs, fruits,
tigeset feuilles (Williamson et al., 2007).

Botrytis cinerea

Cladosporiose

Des taches vert clair a jaune pale.Les tissus situés au
centre des taches brunissent, se nécrosent et se
desséchent tandis que les feuilles s’enroulent. La tige

peut aussi étreaffectée (Blancard, 2009).

Pasalora fulva

8.2.2. maladies bactériennes

La tomate a souvent fait 1’objet d’attaques de plusieurs bactéries qui

développent des symptomes multiples, le tableau suivant montre les attaques les plus

graves et les plusimportantes des bactéries.
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Tableau 4 : Maladies bactériennes de la tomate

Maladies Symptbmes Causées par
Le chancre | Maladievasculaire qui se traduit par un flétrissement et une | Clavibacter michiganensis
bactérien chlorose des organes aériens.

Les plantes fortement affectées produisent desfruits plus petits,

mal colorés ou chutant prématurément (Blancard, 2009).
Moucheture Petites taches graisseuses, sombres, prenant rapidement une | Pseudomonas syringae pv.

bactérienne

teinte brune a noire. Des taches brunes nécrotiques sur fruit
(Blancard, 2009).

Tomato

La

bactérienne

tache

Des petites lésions graisseuses et translucides apparaissant au
hasard sur les folioles ou en bordure du limbe, donnant lieu a
des taches brunes a noires qui finissent par se nécroser et se
dessécher (Blancard, 2009).

Xanthomonas campestris

pV vesicatoria

8.2.3. maladiesvirales

La tomate est trés sensible aux maladies virales, le tableau 5 en présente les

principales.
Tableau 5 : Principales maladies virales
Maladies Symptémes Causées par
CMV Une stérilité des plantes ou une malformation des fruits. Cucumber Mosaic Virus
TICV Un jaunissement internervaire sur les feuilles basales puis | Tomato Infectious Chlorosis
médianes, un jaunissement généralisé a Iensemble des | Virus
folioles d’une feuille et un retard du développement de la
plante. Apparition de nécroses.
T™MV Les fruits verts présentent une surface légérement bosselée | Tobacco Mosaic Virus
avec des plages nécrotiques brunes.Les fruits murs sont
parsemés de plages vertes.
ToCV Un jaunissement généralisé a I’ensemble des folioles d’une | Tomato Chorosis Virus
feuille et un retard du développement de la plante.
TSWV Des mouchetures en mosaique avec une décoloration des | Tomato Spotted Wilt Virus
feuilles. Sur les tiges et pétioles, il y a apparition des taches
nécrotiques.la maladie peut entrainer un rabougrissement du
plant.
TYLCV Les feuilles sont de tailles réduites et présentent un | Tomato Yellow Leaf Curl

jaunissement et/ ou un enroulement en forme de cuillere. En
cas d’infection précoce, les plantes sont naines et ne

produisent plus de fruits.

Virus
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8.2.4. principaux parasitesdelatomate

¢ les nématodes :

Les nématodes des racines noueuses présentent un probléeme important. Ils
provoquent des galles (des tumeurs cancéreuses) sur les racines des plantes ; on peut
citer Meloidogyne icognita, Meloidogyne arenaria et Meloidogyne javanica.
Lesplantes atteintes restent de petitetaille et sont sensibles aux maladies fongiques et
bactériennes transmises par le sol (Shankara, 2005).

+ Lesinsectes:

Tous les insectes qui piquent et qui sucent tels que les thrips, les pucerons et
les mouches blanches, ne provoquent des dommages mécaniques que lorsqu’ils
surviennent en grand nombre (Shankar a, 2005).

Il existe aussi la présence de Iépidoptéres qui provoquent des pertes plus ou moins
importantes.

En Algérie, un grand nombre de ravageurs (arthropodes) sont recenses, parmi
lesquels les insectes comme les pucerons, les aleurodes, les thrips et les mineuses qui
sont les especes les plus répandus (Guenaoui, 2010).

Depuis 2008, la mineuse de la tomate Tuta absoluta cause des pertes importantes
aussi bien sous serre qu’en plein champ, €elle est devenue le probléme majeur des

agriculteurs, c’est pourquoi nous y sommes intéressés.
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Partie 2 . leravageur delatomate

Tuta absoluta M eyrick

1. Geénéralités

La mineuse de latomate Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) est
un insecte ravageur, décrit pour la premiere fois en 1917 par Meyrick, infestant les
cultures de tomate dans les pays du Bassin méditerranéen (Germain et al., 2009 ;
Desneux et al., 2010 ; Desneux et al., 2011 ; Balzan et Moonen, 2012 ;Tropea
Garzia et al., 2012) et dans sa région d’origine I’Amérique du Sud (Miranda et al.,
1998 ;L ietti et al., 2005).

Ce ravageur est capable de provoquer des pertes économiques importantes
dans les cultures de tomate (EPPO 2005,Germain et al., 2009 ; Hassan et Alzaidi,
2009 ;Silva et al., 2011). Les attaques se produisent sur toute la partie aérienne
(feuilles, fleurs, tiges et fruits) (Filho et al., 2000 ; Marchiori, 2004 ;Guenaoui et
Ghelamallah, 2008).

2. Origine et distribution géographique de Tuta absoluta
2.1. Dansle monde

La mineuse de la tomate Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelichiidage)
est un important ravageur des cultures de tomate (EPPO, 2005). L’espéce est
originaire d’Amérique du Sud (Pratissoli et Parra, 2000 ; Magalhaes et al., 2001 ;
Torres et al., 2002 ; Leite et al., 2003) ; elle a été mentionnée en premier lieu en
Argentine en 1964 aprés une importation de tomate depuis le Chili (Urbaneja et al.,
2007).

L’espéce s’est propagée a I’Amérique centrale sur les différentes cultures de
solanacées apres avoir développé une résistance aux produits phytopharmaceutiques
(Siqueira et al., 2000 ; Lietti et al., 2005).

En Europe, la premiere détection de I’espece est enregistrée a la fin de I’année
2006 dans la province de Castellon (communauté de Valencia) en Espagne (Fera,
2009 ; Urbangja et al., 2007) ;plusieurs foyers sont repérés 1’année suivante, le long
de la c6te dans la province de Valence et aux Baléares. Au printemps 2008, Tuta
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absoluta a été repérée en lItalie dans la province de Cosenza sur la tomate cultivée
sous serre (Viggiani et al., 2009).

Puis I’espece s’est propagée vers le sud de la France en septembre de la méme
année, dans la région de Provence Alpes-Cote d’azur, Bouches du Rhone et en Corse
(Decoin, 2010 ; Lacordaire et Feuvrier, 2010)

En aolt 2009, les premieres larves de T. absoluta sont trouvées dans la
province d'lzmir en Turquie (Kihi¢, 2010) ; par la suite, elles se sont répandus dans de
nombreux pays européens y compris les régions des Balkans et de la Méditerranée
(EPPO, 2009a; 2009b; Desneux et al., 2010).

Au Royaume-Uni, aux Pays-Bas, au Danemark et en Russie, le ravageur a éeté
trouvé dans les sites ou les tomates étaient importées d'Espagne (Harizanova et al.,
2009).

Danslarégion du Maghreb, T. absoluta a été observée pour la premiére fois en
avril 2008 dans la région d’Agadir (Maroc) (OEPP, 2008c) puis sa présence est notée
en mars 2009 en Tunisie (OEPP, 2009a) et en juillet 2009 en Lybie (OEPP, 2009b).
En Algérie, la mineuse de la tomate est signalée au printemps 2008 pres de
M ostaganem (Guenaoui, 2008 ; OEPP, 2008b ; Doumandji-Mitichv et al.,2010).

2.2. En Algérie

Tuta absoluta a été signalée pour la premiére fois au printemps 2008 dansle
voisinage de Mostaganem, dans la commune d’Achacha (EPPO, 2008 ; Guenaoui,
2008). L’identification de I’espéce a été confirmée en avril 2008 en collaboration
avec 1’équipe de recherche a I’Université Polytechnique de Valence en Espagne
(Guenaoui : Com. Pers.).

En debut juillet, les chercheurs de I'INPV de Montpellier diffusent la
premiére photo des genitalia de I’insecte trouvé en Algérie dans la galerie OEPP sur le

site www.tutaabsolutafr et une vingtaine de photos des différents stades de la

mineuse (Guenaoui et Ghelamallah, 2008). Un an plus tard, I’insecte a envahi
plusieurs endroits dans les wilayas les plus productrices de tomate telles que:
Mostaganem, Chlef, EI Taref, Oran, Ain Defla, Boumerdés, Alger, Bouira, Tizi-
Ouzou, Béjaia, Jijel, Skikda, Mila, Tlemcen, M’Sila et Biskra ; actuellement ce
ravageur est présent dans toutes les wilayas productrices de tomate (Snoussi, 2010).
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2.3.position systématique
Embranchement : Arthropoda
Classe: Insecta
Ordre : Lepidoptera
Sous-ordre: Glossata
Super famille : Gelechioidea
Famille : Gelechiidae
Sous-famille : Gelechiinae
Tribu : Gnorimoschemini
Genre : Tuta
Espéece : Tuta absoluta (Meyrick,1917)
2.4.plantes hotes

L'héte principal de Tuta absoluta est 1a tomate lycopersicon esculentum, ses
larves peuvent aussi se développer et se reproduire sur d'autres plantes cultivées telles
gue la pomme de terre Solanum tuberosum L (Galarza, 1984; Notz, 1992 ; Pereyra
et Sanchez, 2006) et I’aubergine Solanum melongena L, (poivron doux)
PepinoAiton, le tabac Nicotiana tabacum L.(Vargas,1970; Campos,1976 ; Desneux
et al., 2010). Les larves de Tuta absoluta peuvent également étre trouvées sur des
hotes sauvages tels que Datura stramonium L., Datura feroxL., Lycium chilense
(Cordlillo), Lycopersicum hirsutumL., Nicotiana glauca (Graham), Solanum lyratum
Thunberg, Solanum puberulum et Solanum nigrumL. (EPPO, 2007).

En Italie, les larves de Tuta absoluta ont éte trouvees sur les haricots, Phaseolus

vulgaris (EPPO,2009) et Lyciumsp. ainsi que Malva sp. (Caponero, 2009).

3. Description de Tuta absoluta

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera, Gelechiidae), ravageur de la tomate et
autres solanacées, est un micro-lépidoptere, dont les caractéristiques sont les
suivantes :

3.1. Eufs
Les ceufs sont de forme ovale, ceux nouvellement pondus sont blanc-creme et

deviennent jaunes puis jaune-orange au cours du développement (Estay, 2000 ;
Guenaoui et Ghellamallah, 2008). Les ceufs sont en moyenne de 0,36 mm de long
et 0,22 mm de large (Marcano, 2007 ; Korycinska et Moran, 2009). A maturité,
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les ceufs deviennent sombres et le contour de la capsule de la téte des larves peut étre
vu a travers le chorion; ce qu'on appelle le stade comédon (Vargas, 1970).

Ils sont déposés de facon isolée sur la face supérieure ou inférieure des
feuilles, sur le tiers supérieur des plantes (pousses et jeunes feuilles déployées). Les
femelles pondent en moyenne 100-200 ceufs sur la partie supérieure de la plante,
mais ce nombre est affecté par les conditions de I’environnement (Pereira, 2005 ;
Molla et al.,2008).

3.2.Larves

Aprés 4 a 5 jours, les ceufs éclosent, le développement des chenilles
commence et passe par quatre stades larvaires (Estay, 2000). Le diametre de la
capsule de la téte est le meilleur caractere pour différencier les stades larvaires.

Le premier stade larvaire est de 0,9 mm de long, il est de couleur créme avec une téte
noire.

Le deuxieme stade larvaire ressemble au premier en taille, mais il change de
couleur (Vargas, 1970). il est de couleur verte et mesure a la fin du stade 2.88mm
(Molla et al.,2008 ; Silva, 2008).

Les larves de troisieme stade sont de couleur vert profond et mesure en
moyenne 4. 7mm.

Le dernier stade prend une coloration rosatre et mesure 7,5 mm de long.
Lorsque les larves sont prétes a muer, elles arrétent de manger et purgent le contenu

de leur estomac, provoquant leur coloration pour revenir au blanc creme.

3.3.chrysalides
C’est le stade nymphal ou les larves cessent de s’alimenter. Les chrysalides
sont de forme cylindrique et verdatre au début du stade ; une fois les chrysalides
matures, elles changent de couleur et deviennent brun foncé (Estay, 2000). Les
chrysalides males sont plus légeéres (3,04 + 0,49 mg) et plus petites (longueur 4,27 +
0,24 mm et une largeur de 1,23 £ 0,08 mm) que les chrysalides femelles (4,67 £ 0,23
mg; 4,67 £ 0,23 mm et 1,37 £ 0,07 mm) (Fernandez et Montagne, 1990a).
3.4.adultes
Les papillons adultes sont assez petits, mesurent 6-7 mm de long et environ 10

mm d'envergure. lls sont gris a écailles brunes avec des taches noires sur les ailes

20



Chapitre I Synthese Bibliographique

antérieures (Estay, 2000). Les écailles abdominales sont grises chez les males et de
couleur creme chez les femelles (Vargas, 1970).Les antennes sont longues et
filiformes (Vargas, 1970 et Silva, 2008). L’abdomen des papillons maéles est plus
étroit et souligné en arriere, tandis que celui des femelles est plus large et plus
volumineux (Estay et Bruna, 2002). Chez les adultes il n'y a pas de dimorphisme

sexuel évident.

4. Biologie de Tuta absoluta

Tuta absoluta est un insecte holométabole multivoltine, avec un taux de
reproduction élevé (Pereyra et Sanchez, 2006). La durée du cycle de développement
dépend fortement des conditions environnementales (Ramel et Udard, 2008);
lorsque les conditions sont favorables, 1’insecte peut terminer 12 générations par an
(OEPP, 2005). Dans la vallée d’Aricaau Chili, Tuta absoluta peut compléter sept a
huit générations par année (Vargas, 1970) et il peut y avoir de 10 a 12générations par
année Amérique du Sud.

Les femelles s’accouplent une seule fois par jour et sont capables de
s'accoupler jusqu'a six fois au cours de leur vie, I’accouplement peut durer 4-5h. Les
femelles pondent 76% de leurs ceufs, une femelle peut pondre en maximum 260 ceufs.
Les ceufs se transforment ensuite en chenilles qui creusent des galeries dans les tiges,
feuilles et fruits.

Les chenilles passent par 4 stades larvaires, ensuite il y a apparition des
chrysalides puis des adultes. Pendant l'hiver, I’espece peut survivre sous forme
d'ceuf, pupe ou stade adulte (OEPP, 2005).

Selon Barrientos et al.,1998, le temps de développement moyen de Tuta absoluta est
de 76,3 jours a 14 °C ; 39,8 jours a 19.7°C et 23,8 jours a 27.1°C.

D’apres 1’étude de Desneux et al., 2010, les seuils de températures pour les
ceufs, les larves et les pupes ont été estimés a 6,9 £ 0,5; 7,6 £0,1et92+ 10 ° C,
respectivement ; et dans I'ensemble, le seuil d'ceuf-larve-adulte est de 8,1 £ 0,2 ° C.

5. Nature des dégats

Les dégats de la mineuse représentent de 80 a 100 % de la production sur les
plants de tomate (Franca, 1993; Torres et al., 2002).

Lalarve et e stade nuisible de la mineuse de latomate le plus grave, elle attaque les
parties apicales de la plante et aussi les feuilles. Les larves pénétrent dans les feuilles,
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les tiges et/ou les fruits ou elles creusent des galeries dans lesquelles elles se
développent.

Sur les feuilles: les attaques se caractérisent par la présence des galeries
décolorées nettement visibles, avec la présence des excréments bruns (Photo 3).
Les larves dévorent seulement le parenchyme a 1’aide de leurs crochets mandibulaires
en laissant 1’épiderme de la feuille. Par la suite, les folioles attaquées se nécrosent
entierement (Suinaga et al., 2004 ; Collavino et Gimenez, 2008 ; Silva, 2008).

Les attaques affectent aussi la capacité photosynthétique de la plante et

diminuent le rendement (Desneux et al.,2010).

Photo 3: Dégats de la mineuse sur les feuilles

Sur les tiges, les bourgeons et en téte de plante (apex, boutons floraux)(Photo4), les
dégats causés par les larves perturbent le développement des plantes (Mallia, 2009).
Les dommages se traduisent par une baisse des boutons floraux et chute des fruits

(Collavino et Gimenez, 2008).

Photo 4: Dégéts de la mineuse sur la tige

Sur lesfruits : Les chenilles s’attaquent aux fruits verts comme aux fruits mirs (Photo
5). Les tomates présentent des nécroses sur le calice ou des trous de sortie a leur
surface. Les fruits sont alors invendables et impropres a la consommation (Pereira,
2005 ; Collavino et Gimenez, 2008).
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-4

Photo 5 : Dégats de la mineuse sur les fruits de la tomate

6. Moyensdelutte

La gestion de T. absoluta est largement fondée sur les mesures
prophylactiques ; la détection précoce par les pieges a phéromone sexuelle et
I’utilisation d’insecticides sont des techniques souvent utilisées. Un apercu sur ces
techniques permet de constater qu’il n’y a pas de méthode miracle, car chacune
présente des avantages et des inconvénients sans pour autant permettre 1’éradication
compléte du ravageur (Pereira, 2008 ; Silva, 2008). Les différentes approches sont
souvent complémentaires.

6.1.Lutte chimique

Elle constitue la principale technique de contréle contre ce ravageur (Marcela
et al.,2005). Elle est basée sur I’application de molécules détruisant ou limitant les
populations de bioagresseurs (Dore et al., 2006). Mais, I’emploi excessif des
pesticides est a I’origine de 1’élimination d’ennemis naturels de la mineuse (Shakir,
2009). En outre, l'utilisation intensive de produits chimiques de synthése comme seule
stratégie de lutte contre les insectes a favorise la sélection d'insectes résistants aux
differentes molécules actives, en particulier les pyréthroides, les avermectines, le
cartap et lesdiamides (Lietti et al., 2005; Silva et al., 2011; Roditakis et al., 2015).

En Algérie, la lutte chimique est la plus utilisée contre tous les ennemis des
cultures. Les producteurs de la tomate ont eu recours en priorité a 1’'usage de produits
chimiques car I’invasion de la mineuse a été trés rapide, ce qui n’a pas permis de
mettre en ceuvre d’autres moyens de lutte moins polluants. Malheureusement, la lutte
chimique n’a pas permis d’éradiquer I’insecte (INPV, 2011).

6.2.L utte biotechnologique
Le premier moyen dans le contréle de T. absoluta est l'utilisation de piéges a

phéromone pour la détection précoce. Plusieurs types de piéges sont appliqués
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(trappes Delta et pieges a eau), a raison d’un piége Delta ou a eau par serre et 20 a 25
pieges a eau en plein champ. L’entretien des piéges doit étre assuré régulicrement
par :

-le changement des plaques engluées dés leur saturation dans le cas des pieges Delta ;

-le remplissage du bac a eau jusqu’a sa limite supérieure sans que 1’eau n’atteigne la
capsule a phéromone car il faut rajouter des gouttes d’huile alimentaire ou de
détergent domestique, aprés chaque renouvellement d’eau ; la phéromone doit étre
renouvelée chaque 4 a 6 semaines.

L’utilisation de I’insecte-proof donne de bons résultats dans la lutte contre
Tuta absoluta. Des filets insect-proof peuvent étre installés sur toutes les ouvertures.
Pour les entrees, il faut un systeme de double porte ou au moins deux filets qui se
superposent (Taboneet al., 2012).

6.3.Lutte biologique

Le contrdle biologique est un outil important pour le secteur agronomique,
mais cette technique reste encore peu développée commercialement pour la plupart
des ravageurs. Pour Tuta absoluta, plus de 50 espéces d’ennemis naturels sont
mentionnées dans sa région d'origine, y compris les prédateurs, les parasitoides et les
pathogenes (Vargas, 1970; Garcia Roa, 1989; Consoli et al., 1998; Miranda et al.,
1998; Faria et al., 2000;Colomo et al., 2002; Torres et al., 2002; Desneux et al.,
2010; Lunaet al., 2011; Scor setti et Lopez Lastra, 2011).

Ses ennemis naturels sont inventoriés dans le Bassin mediterranéen, les
parasitoides hyménoptéres : Eulophidae Necremnusartynes (Walker) (Molla’et al.,
2008;Gabarra et Arno,2010), Hemiptarsenus zlahisebess Erdos (Gabarra et
Arno,2010), Braconidae (espéce non déterminée) (Gabarra et Arno,2010 ; Molla et
al., 2010), Trichogrammatidae Trichogramma achaeae Nagargja et Nagarkatti
(Cabello et al.,2009), Trichogramma sp. (Gabarra et Arno,2010 ; Molla et al.,
2010) et les prédateurs hémipteres Miridae Nesidiocoristenuis Reuter, Macrolophus
pygmaeus (Rambur) (Arno et al.,2009 ; Molla et al., 2009; Urbanga et al.,2009),
Dicyphys marrocannus Wagner (Molla et al., 2010), Nabidae Nabis (Nabis),
Pseudoferus ibericus Remane.

Trois familles d’hémipteres ont été détectées comme prédateurs de T. absoluta,
Macrolophus pygmaeus (Herrich-Schéffer) et Nesidiocoris tenuis (Reuter) ont été
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testés en laboratoire et en serre comme agents de lutte biologique de T. absoluta au
cours des trois derniéres années (Foiset al., 2011a,b; Nannini et al., 2011).

Sannino et Espinosa, 2010b ont détecté en Campanie I'espéce Nabis, prédominant
les larves et les pupes de T. absoluta, et Macrolopus, N. tenuis et Orius se nourrissent
d'ceufs et des stades larvaires précoces du parasite. Trichogramma acheae a été
identifié comme un parasitoide des ceufs de T. absoluta et est actuellement utilisé
comme un agent de lutte biologique potentiel dans les cultures de tomates
commerciales sous serre (Arno et Gabarra, 2011).

A Tlemcen, Bouayad et al. (2014) et Bouayad (2015) ont montré 1’efficacité
insecticide des huiles essentielles et hydrolats detrois plantes aromatiques
locales Thymus capitatus, Daucus crinituset  Tetraclinis articulata contre la
mineuse T. absoluta; ces produits naturels peuvent constituer une excellente
alternative aux insecticides jusque la utilisés, sachant leur nocivité pour

I’environnement et la santé.
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Partie 3 : Pouvoir allélopathique de la tomate

1. Généralités

Dans les écosystemes naturels, les plantes et les insectes sont des organismes
vivants qui interagissent continuellement d’une maniére complexe. Les herbivores, en
particulier les larves d’insectes, représentent un défi majeur pour les plantes dans leur
environnement naturel. Cependant, les plantes ne sont pas capables d’éviter des
visites hostiles par des insectes herbivores, en fonction de I'intensité de 1’attaque, les
herbivores pourraient étre extrémement nocifs pour les plantes (Taveira et al., 2012).

La réduction des attaques d’insectes peut étre due a la présence de composés
allelochimiques permettant une excrétion rapide des toxines (Schoonhoven et al.,
2005 ;Taveiraet al., 2012).

Le terme allélopathie, inventé & la fin des années 1930 par HansMolisch, un
physiologiste des végétaux ; est composé de deux mots grecs: alelon et pathos
(Chon et Nelson, 2012).

L’allélopathie est définie comme I’effet d’une plante sur une autre plante
(ainsi que sur les microorganismes) par la libération de composés chimiques dans
I’environnement (Ehrlich et Raven, 1964 ; Taveira et al., 2012). Les plantes
produisent des milliers de produits chimiques pour se défendre contre les herbivores,
les ravageurs et les plantes avoisinantes; ceux-ci sont libérés par les plantes dans
I’environnement par volatilisation, lixiviation, ou par exsudation et décomposition
des résidus végétaux.

L’allélopathiejoue un réle important dans les écosystémes agricoles et affecte
la croissance, la qualité et la quantité des produits (Yu et Matsui, 1994 ;Kohli et al.,
1998 ; Ridenour et Callaway, 2001 ; Singh et al., 2001 ; Inderjit et Duke, 2003 ).

Les composés allélochimiques sont présents presque dans toutes les plantes et
leurs organes tels que les feuilles, les tiges, les racines, les fleurs, les bourgeons et
I’écorce (Weston et Duke, 2003).

2. Composés allelopathiques

La plante, source de nourriture pour les insectes, a évolué en limitant sa

destruction par les phytophages. Son moyen de défense le plus significatif est la

présence de composés chimiques. La synthése de molécules de défense pouvant
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entrainer des modifications morphologiques vise essentiellement a empécher la
colonisation du parasite.

Plusieurs mécanismes de défense sont mis en place au moment de I’infection, on note
ans :

1. Une réaction hypersensible qui se traduit par 1’apparition de nécroses des
tissus végétaux autour du site d’infection. Cette nécrose due a la mort de
quelques cellules végétales entourant les cellules infectées, induit une
résistance locale ;

2. Un renforcement de la paroi qui constitue une des premiéres étapes de lutte
contre les agressions. Une modification de cette paroi limite la progression de
I’agresseur et favorise la résistance d’une plante a un agent pathogéne ;
L’accumulation de protéines PR ;

La synthése de certains peptides antimicrobiens tels que les thionines et les

défensines ;

5. L’induction des voies de synthése des métabolites secondaires.

Les composés allélochimiques sont libérés sous forme de metabolites
secondaires et sont classes dans 14 grandes catégories (Rice, 1974). Parmi ces
composés on note les acides organiques hydrosolubles, les alcools linéaires a longue
chaine, les aldéhydes aliphatiques, les cétones, la benzoquinone, I'anthraquinone et les
quinones complexes; 1’acide benzoique et ses dérivés; l'acide cinnamique et ses
dérivés; les flavonoides ; les tanins; les terpénoides et les stéroides (Singh et al.,
2003a; Zeng et al., 2008). Kurse et al. (2000) ;Jabran et Farooq (2012) ont
identifié certains composés des métabolites secondaires basiques comme les
composés phénoliques, les alcaloides, les flavonoides, les terpenoides, les acides
hydroxamiques, les brassinosteroides, les jasmonates, les sdicylates, les
glucosinolates, les glucides et les acides aminés comme produits chimiques alléliques.

D’aprés I’étude d’Inderjit (1996), les composés phénoliques des plantes
jouent un role majeur dans 1’allélopathie.

Il ya trois classes de meétabolites secondaires, en fonction de leur origine on

trouve : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques.
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2.1. composés phénoliques
2.1.1.Généralites

Les composés phenoliques ou polyphénols sont des molécules qui
appartiennent au métabolisme secondaire. Les composés phénoliques sont des
molécules spécifiques du régne végétal ; on les rencontre dans les racines, les feuilles,
les fruits et ’écorce. La couleur et I’arome des plantes dépendent de la concentration
et des transformations des phénols.

Les polyphénols constituent un groupe important de métabolites secondaires,
environ 10000 composés ont été caractérisés jusqu'a aujourd’hui ; selon Mompon et
al.(1998) plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées.

Les composés phénoliques sont divises en plusieurs catégories :anthocyanes,
coumarines, lignanes, flavonoides, tanins, quinones, acides phénols, xanthones et
autres phloroglucinols ou les flavonoides représentent le groupe le plus commun et

largement distribué.

2.1.2.R0le des composés phénoliques dans les plantes

Le réle des composés phenoliques est maintenant connu dans différents
aspects de la vie de la plante et aussi dans ["utilisation thérapeutique.

Les plantes utilisent les composes phénoliques pour la pigmentation, la
croissance, la reproduction et la résistance aux agent pathogénes (Lattanzio et al.,
2006), ils peuvent agir comme des antioxydants puissants, ce qui réduit le stress des
plantes.

Ils interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques chez la
plante et dans les interactions avec leur environnement ; leur structure leur conférant
des fonctions tres specifiques comme la synthése des protéines, la régulation de
I’activité enzymatique et la reproduction (Desjardin, 2008 et Taveira et al., 2012).
IIs interviennent aussi dans le métabolisme et le transport de 1’auxine (M acheix et al.,
2005; Treutter, 2006).

Du fait de leur action sur la physiologie des plantes, les composés phénoliques
semblent donc avoir un role particulierement important dans les processus de defense,
permettant ainsi aux végétaux de minimiser d’une manicre générale les dégats

occasionnes par leurs ennemis naturels tels que les insectes phytophages.
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Les composés phénoliques possédent des propriétés antimicrobiennes contre
les bactéries, les champignons et les virus (Nicholson and Hammer shmidt, 1992;
Dakora, 1996; Macheix et al., 2005;Martini et al., 2009). En revanche, les
composés phénoliques antifongiques préformés appartiennent a différentes classes
comme les phénols simples, les acides phénoliques, les flavonols et les
dihydrochalcones. Lors d’une attaque microbienne, les cellules végétales répondent
habituellement en augmentant le niveau des composes phénoliques antifongiques ou
en synthétisant des composés de défense spécifique (phytoalexines) (Harborne,
1985; Kuc, 1995;Strack, 1997 ; Harborne, 1999), parmi les phytoaexines
phenoliques, on trouve les coumarines, les pterocarpanes qui dérivent des
isoflavonoides et les stilbénes.

Les composés phénoliques ont la capacité de protéger les plantes contre les
facteurs défavorables comme la sécheresse, les rayons UV, les infections ou les
dommages physiques. Selon Lattanzio et al.(2008), la présence des metabolites
phenoliques dans les plantes est fortement influencee par les conditions
environnementales et est controlée génétiquement.

Les flavonoides ont un role de filtre contre les rayons UV et solaires
(Swanson, 2002; Caldwell et al., 1983) ; les dérivées des hydroxycinnamiques
jouent un réle important dans la résistance des plantes aux stress environnementaux
(Walton et Brown, 1999).

Selon I’é¢tude de Slatnar et al.,, 2012, certains acides comme les
hydroxycinnamiques, les flavanols (épicatéchine, procyanidine B1, catéchine) et les
dihydrochalcones peuvent étre impliques dans le mécanisme de défense des feuilles
de pomme de terre contre le champignon Venturia inaequalis(Cooke).

L’impact positif des composés phénoliques sur la santé humaine a été
largement rapporté. L’une des propriétés les plus importantes est leur capacité
antioxydante contre les especes réactives qui sont impliquées dans le vieillissement,
les maladies chroniques dégénératives, inflammatoires et coronaires (Bravo, 1998 ;
Youdimet al., 2002). Les composés phénoliques sont connus comme agents
antiviraux, antibactériens, antimutagénes et fongicides (Stevenson et Hurst,
2007 ;Weng et Yen, 2012). Ces composés ont également des effets neuro protecteurs,
puisqu’ils interférent dans la régulation des facteurs de transcription et de la

signalisation cellulaire qui conduit a une neuro dégénérescence (Dajas et al., 2013).
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En outre, ces composés, en particulier les flavonoides, ont démontré un
potentiel thérapeutique dans les troubles métaboliques, comme le diabéte, I’obésité,
et la dyslipidémie, en régulant 1’activité des récepteurs nucléaires et en augmentant la
tolérance a I’'insuline (Avior et al., 2013), ils ont aussi un rdle dans I’activité
anticancéreuse et I’inhibition de la progression des métastase (Yang et al., 2012
Tsai et al., 2013).

En plus des effets potentiels sur la santé humaine, les composés phenoliques
présentent d’excellentes propriétés en tant que conservateurs alimentaires, ilS peuvent
étre aussi utilisés comme colorants naturels dans la production de peinture, de papier
et les produits cosmétiques (Peschel et al., 2006).

2.2. Les alcaloides

La plupart des plantes produisent des toxines contre les insectes, les agents
pathogenes et les animaux. Les alcaloides sont I’'une des plus grandes classes de ces
toxines. Dans les plantes, ils sont le plus souvent synthétisés dans des sites
spécifiques, a savoir les laitieres (cellules spécialisées) ou les chloroplastes.

Les alcaloides sont produits généralement sous forme de sels d’acides
organiques ou inorganiques, ils existent parfois comme complexe de tanins et souvent
avec des complexes non alcaloidaux dans la plante (Shitan et Yazaki, 2007 ;
Cordell, 2010).

Trois cents familles de plantes différentes produisent plus de 10.000 alcaloides
differents. Environ 2600 especes, de la famille de solanacées produisent également
des acaloides (Jensen et al., 2007). Parmi les solanacées, il y a les aubergines
(Solanum melongena L.), le piment (Capsicum sp. L.), les tomates (Lycopersicon
esculentumMill.) et la pomme de terre (Solanum tuberosum L.) (Zulak et al., 2007).

Les alcaloides peuvent étre classes comme alcaloides de benzylisoquinoléine,
alcaloides de tropane, alcaloides terpénoides indoliques, alcaloides de purine,
alcaloides de pyrrolizidine, alcaloides de quinolizidine et alcaloides stéroidiens
(Ziegler et Facchini, 2008).

Les alcaloides stéroidiens, largement présents dans les plantes alimentaires, a
savoir dans certaines espéces de solanacées, peuvent étre mis en évidence
(Friedman., 2002 et Milner et al., 2011).

L’alcaloide stéroidien majeur chez la tomate, a-tomatine présent dans toutes

les parties du plant de tomate avec dehydrotomatine (Kozukue et al., 2004 ; Itkin et
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al., 2011), on note que plusieurs autres alcaloides stéroidiens ont été trouvés dans
differents tissus de la plante de tomate en particulier dans le fruit (Moco et al., 2006 ;
lijima et al., 2008 ;Mintz-Oron et al.,2008; Yamanaka et al., 2008), certains
d’entre eux ont été associés au processus de maturation des fruits.

Les alcaloides jouent un role trés important, comme des agents antibactériens,
antifongiques et antiviraux. Ils peuvent également étre impliqués dans plusieurs
mécanismes biologiques, a savoir la défense chimique contre les herbivores, les
prédateurs ou d’autre pathogénes (Fattorusso et al., 2008 ; Irwin et Adler, 2008).

3. Principaux composés phénoliques chez la tomate

Les travaux effectués sur d’autres plantes ont montré que les végétaux
agressés par des insectes sécretent des composés phénoliques qui jouent un rdle
prépondérant dans la défense contre les agressions phytopathogenes (Macheix et al.,
2005).De ce fait, les composés phénoliques ont une grande importance en
écophysiologie et en relations plantes-environnement ; la résistance a certains
parasites peut étre associée a la présence de composes phénoliques (phytoalexines)
(Dietz, 2007).

Une grande diversité de composés phénoliques a été identifiée dans les feuilles
et lesfruits de latomate.

3.1. Principaux composes phénoliques des feuilles de tomate

Les feuilles de tomate (Lycopersicon esculentum) sont considérées comme le
sous-produit de latomate le moins étudié, en raison de leur toxicité éventuelle qui est
associée a la présence importante d’alcaloides stéroidiens (Friedman, 2002).

Cependant les feuilles de tomate présentent plusieurs autres composés
bioactifs tels que les acides organiques, les sucres, les acides aminés (Roessner-
Tunali, 2003 ; Schauer et al., 2005), les acides phénoliques (Van der Rest et al.,
2006), les terpenes et les acides gras (Wang et al., 2001 ;Taylor et Fraser,2011) et
aussi les phytostérols (Tso et al., 1974).

Les feuilles de tomate sont des organes sources, qui vont accumuler le
saccharose pour la photosynthese, ils possedent des pigments photosynthétiques: de
la chlorophylle a et b et des caroténoides dont le béta-carotene et la luteine (Khavari-
Negad et Mostofi, 1998 ;Mortain-Bertrand et al., 2008). Parmi les sucres trouvés au

niveau des feuilles de tomate, le saccharide présent avec une teneur importante,
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I’amidon et le saccharose et aussi les hexoses sont également présents (Khélil et al.,
2007 ; Mortain- Bertrand et al., 2008).

Les feuilles de tomate sont riches en composés phenoliques, la quantité de ces
composés peut varier entre les tissus de la plante (Moco et al., 2007 ; Peng €t al.,
2008). Parmi ces composés il y a les acides trans p-coumaric, cis p-coumaric,
cafeique, ferulique, sinapique, p-hydroxybenzoique, protocatechuique et vanillique
(Revilla et al., 1985 ; Van der Rest et al., 2006) ; la rutine et 1’acide chlorogénique
sont impliqués dans la résistance des plantes contre les maladies et contre les
herbivores (Jonhson, 2005 ;Mittelstrap et al., 2006).

Les feuilles de tomate sont riches en alcaloides et saponines, parmi ces
saponines la tomatine et a-tomatine sont des glycoalcaloides stéroidiens majeurs,
présents dans toutes les parties de la plante de tomate avec dehydrotomatine
(Kozukue et al., 2004 ; Itkin et al., 2011). Ces molecules jouent un réle important
dans la défense contre les insectes pathogenes et les microbes, la tomatine présente
une action antimicrobienne et antibactérienne, contre les levures et divers microbes
(Osbourn, 1996 ;Sandrock et Vanetten, 1998 ;Hui et al., 2001 ;Bednarek et
Osbourn, 2009 ;Friedman, 2009) et plusieurs autres activités biologiques telles que
antiviraux et anti-inflammatoires ainsi que I’immunopotentialisation (Friedman,
2002 ; Simonset al., 2006 ;Chiu et Lin, 2008 ;Milner et al., 2011). Selon I’étude de
Leeet al.(2013) et Friedman et al. (2009) la tomatine a des effets protecteurs contre
les tumeurs du foie et de I’estomac, et également montré des effets anti-prolifératifs et
apoptotiques contre plusieurs cellules cancéreuses (colon, du foie, du sein, de
I’estomac, leucémie, poumon et prostate) in vivo et in vitro.

3.2. Principaux composés phénoliques du fruit de tomate

La tomate (Lycopersicon esculentum) est une source alimentaire importante
pour I’homme, accumulant une variété importante de métabolites secondaires y
compris les composés phénoliques, les phytoalexines, les flavonoides, les
caroténoides, les lycopenes et les glycoalcaloides (Friedman, 2002). En effet, la
composition phénolique des fruits de tomate évolue avec la maturation du fruit
(Fleuriet et Macheix, 1981; Gautier et al., 2008) et varie également
quantitativement et qualitativement suivant les cultivars étudiés, les conditions de
culture et les conditions de stockage (Dorais et al., 2008; Slimestad et al.,
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2008 ;Slimestad et al., 2009). La composition phenolique peut varier entre les
differents tissus de la plante (M oco et al., 2007 ; Peng et al., 2008)

Les tomates cerises sont genéralement les plus riches en composés phénoliques
(Raffo et al., 2002).

Une grande diversité de composés phénoliques a été identifiée dans la tomate,

plus de 100 composes phénoliques ont déja été décrits dans les tomates, les principaux
flavonoides, acides phénoliques identifiés sont présentés dans le tableau?.
En 2006, I’équipe de Moco a mis en place une base de données qui a permis d’en
répertorier plus de 70 différents, nommé MoTo DB, la base de données comprend de
nombreuses informations (temps de rétention, masse....) (Moco et al., 2006), par la
suite ils ont complété leur étude en apportant des donnees de répartition des composés
dans le fruit en tenant compte du stade de maturation du fruit (Moco et al., 2007), le
tableau 7 résume tous les composés polyphénoliques et alcaloides présents dans les
extraits de fruit de la tomate, y compris les composés qui ont été identifiés seulement
dans les fruits des plantes transgéniques.

Parmi les acides phénoliques identifiés il y a les dérivés de I’acide
hydroxycinnamique qui ont été identifiés et sont en plus grande quantité, les
glycosides des acides p-coumarique, caféique et feruliqgue, des acides
caféoylquiniques (chlorogéniques), pcoumaroylquiniques et féruloylquiniques et un
conjugué entre I'acide coumarique et larutine. Les esters de |'acide quinique étant plus
communs, a savoir les acides 3, 4 ou 5-O-cafeoilquiniques (Gomez-Romero €t al.,
2010). Selon le stade de maturation du fruit, on trouve différents composés, les fruits
de tomate immatures présentent principalement de 1’acide sinapique, tandis que les
acides vaniliques et salicylique sont abondants dans la tomate mure (Slimestad et
Verheul., 2009). Ces composés se trouvent a des concentrations plus élevees dans la
pate que dans les tissus du péricarpe (Winter et Herrmann, 1986).

Les flavonoides de la tomate sont peu diversifiés, la concentration la plus
élevée se trouve dans les tissus épidermiques et placentaires, suivie des graines et de
la pulpe. Certains flavonoides ont été identifiés avec précision, notamment les dérives
du kaempferol, de la querceétine et de la naringénine, ainsi que la forme aglycone de la
naringénine (Torres et al., 2005; Slimestad et al., 2008), ces flavonoides sont
principalement présents dans 1’épiderme (Moco et al., 2007).
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Les flavonols présents dans ce fruit sont des dérivés du kaempferol, de la
quercétine ou encore de la myricétine et les flavanones identifiés sont les la
naringénine aglycone, la naringénine chalcone et des dérivés glycosylés de la
naringénine, ces deux types de flavonoides se trouvant a la fois dans 1’épiderme et
dans la région d’attachement vasculaire (M oco et al., 2007).

Il y a aussi la présence d’acide aspartique, citrique, malique, succinique,
ascorbique, aconitique, oxalique acétique et glycérique chez la tomate (Friedman,
2002 ;Bénard et al., 2009).

Le fruit de tomate contient des alcaloides dont le plus connu est la tomatine
(figure 8), y compris les fruits immatures, la tomatine posséde une variété d’activités
biologiques, des activités anticancéreuses, antifongiques, antibactériennes et anti-
inflammatoires (Norton, 1998 ; Friedman et al., 2009). En outre, il a été signalé que
la tomatine réduit les taux plasmatiques de cholestérol LDL et de triglycérides chez
les hamsters (Friedman et al., 2000).

En 2003, Nohara et ses collegues (Nohara et al., 2003 ;Fujiwara et al.,
2004), ont isolé une saponine de tomate appelée esculéoside A pour la premiere fois a
partir des fruits murs de la tomate; en 2007 Fujiwara et al., ont révélé que
I'esculéogénine A, le sapogenol de I'esculéoside A, inhibait significativement
I’activité de la protéine ACAT et entrainait une réduction de 1’atherogénese.

Fujiwara et al. (2011) ont récemment isolé I'esculéoside A 4, un nouveau
glycoside alcaloide stéroidien, a partir du fruit mdr des tomates et identifie un
nouveau compose appelé esculéogeénine A 4, qui est un glycon de I’esculéoside A,

obtenu par hydrplyse de I’esculéoside A.
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Figure 1: Structure chimique de la Tomatine, Tomatidine, Esculeoside A et

Esculeogenin A.
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Tableau 6: Métabolites secondaires identifiés dans les extraits de fruit de tomate (M oco et al.,2006).

Les composés formule masse
moléculaire | moléculaire
p-Hydroxybenzoicacid | C7H6O3 138.0317 Les composés Formule moléculaire M asse
Salicylic acid C7H603 138.0317 o
Cinnamic acid COHB02 | 148.0524 moléculaire
Protocatechuic acid C7H604 154.0266 p-Coumaric acid-rutin C36H36018 756.1902
m-Coumaric acid C9H803 164.0474 conjugate
p-Coumaric acid C9H803 164.0473 _
Vanillic acid C8H804 | 168.0423 Kaempferol-3-  O-rutinoside- | C33H40020 756.2113
Caffeic acid C9H804 180.0423 7-O-glucoside
Ferulic acid C10H1004 | 194.0579 _ _
Sinapic acid C11R1205 | 224.0685 Delphinidin-3- O-rutinoside- 5- | C33H410211 773.2135
Naringenin C15H1205 | 272.0685 O-glucoside
Naringenin chalcone C15H1205 | 272.0685 — —
Kaempferol C15H1006 | 286.0477 Petunidin-3- O-rutinoside-5- | C34H430211 787.2291
Quercetin C15H1007 | 302.0427 Oglucoside
Myricetin C15H1008 | 318.0376 — ——
p-Coumaric acid-O-b-D | CISHIBO8 | 326.1002 Malvidi n-3- O-rutinoside-5- | C35H450211 801.2448
. Oglucoside
glucoside _
p-Coumaroylquinic acid | C16H1808 | 338.1002 Delphinidin-3- O-(p-coumaroyl) | C42H470231 919.2503
Caffei c ad d-4-O-b-D- | C15H1809 | 342.0951 rutinoside-5-O-glucoside
glucoside _
Chlorogenic acid C16H1809 | 354.0951 Delphinidin- 3-O-(caffeoyl)- | C42H470241 935.2452
4-O-Caffeoyl qu? n? C ac? d | C16H1809 | 354.0951 rutinoside-5-O-glucoside
5-O-Caffeoylquinic acid | C16H1809 | 354.0951 __
Ferulic acid-O-b-D- | C16H2009 | 356.1107 Malvidin-3-  O-(p-coumaroyl)- | C44H510231 947.2816
glucosde rutinoside-5-O-glucoside
Feruloylquinic acid C17H2009 | 368.1107
Tomatidine C27H45NO | 415.3450 Petunidin-3 -(caffeoyl)- | C43H490241 949.2608
2 rutinoside-5-O-glucoside
Tomatidenol C27H43NO | 413.3294
— 2 Malvidin-3 ~(caffeoyl)- | C44H510241 963.2765
Naringenin-7-O- C21H2201 | 434.1213
glucoside 0 rutinoside-5-O-glucoside
Naringenin  chalcone- | C21H2201 | 434.1213 -
glucoside 0 d-Tomatine C33H55N07 577.3979
Astragalin C21H2001 | 448.1006 Y-Tomatine C39H65N012 739.4507
1
Dihydrokaempferol-7- C21H2201 | 450.1162 p-Tomatine C45H75NO17 901.5035
O-hexoside and | 1 Dehydrotomatine C50H8INO2L 1,031.5301
Dihydrokaempferol- ?-
O-hexoside o-Tomatine C50H83N021 1,033.5458
Isoquercitrin (2321H2001 464.0955 Lycoperoside H C50H83NO22 10495407
Myricitrin C21H2001 | 464.0955 Lycoperoside A C52H85N023 1,091.5512
2
Naringin C27H3201 | 580.1792 Lycoperoside B C52H85N023 1,091.5512
4 -
Lycoperosid C52H85N023 1,091.5512
Kaempferol-3-O- C27H3001 | 594.1585 ycoperoside C
rutinoside 5 Esculeoside B C56H93N0O28 1,227.5884
Kaempferol-3-7-  di-O- | C27H3001 | 6101534 Esculeoside A C58HI5N029 1,269.5990
glucoside 6
Rutin 527'43001 610.1534 Lycoperoside F C58HI5N029 1,269.5990
Quercetin-3-O- C32H3802 | 742.1956 Lycoperoside G C58HO5N029 1,269.5990
trisaccharide 0
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Chapitre II Matériel et Méthodes

OBJECTIFSDE LA THESE

Outre I’utilisation des pesticides, diverses stratégies de phytoprotection sont a 1’étude,
elles visent toutes a conferer une meilleure résistance aux plantes, sans nuire a
I’environnement.

Les métabolites secondaires sont des composés synthétisés par la plante pour inhiber ou
bloquer la propagation des pathogénes. Différentes voies de biosynthése de ces métabolites sont
impliquées dans la mise en place des processus de défense contre les agents pathogénes chez les
plantes supérieures par leur pouvoir allélochimique. Parmi les composés phénoliques qui sont
induits chez les plantes apres élicitation ou aprés inoculation d’un pathogéne, on trouve les
composés phéenoliques autofluorescents (Bennett et al., 1996).

En effet, les phytoal exines (isoflavonoides et sesquiterpénoides) sont fortement induits
en réponse a des agressions ou a des éliciteurs chez de nombreuses plantes (Rusterucci et al.,
1996). Ces composés organiques, de faible poids moléculaire, possédent des propriétés
antimicrobiennes et sont synthétisés en grande quantité lors de la réaction hypersensible
(Meier etal., 1993 ; Kuc, 1995; Rogerset al., 1996) .

L’objectif principal de cette thése est donc d’exploiter les ressources biologiques et
biochimiques développées par la tomate Lycopersicon esculentum, pour identifier les
composants des mécanismes de résistance de cette plante, vis-a-vis d’un parasite majeur des
plantes maraichéres cultivées : la mineuse Tuta absoluta, ainsi que les microorganismes
pathogénes qui 1’accompagnent. En particulier, nous souhaitons vérifier 1’hypothése que la
nature biochimique de la plante pouvait inhiber la propagation des agresseurs par son pouvoir
allélopathique.

Dans cette partie expérimentale, trois axes ont été explorés:

La premicre partie concerne I’¢tude entomologique de I’insecte et son cycle de
développement a différentes dates, donc selon différentes températures et hygrométries ;
sachant que ces deux paramétres sont déterminants pour le développement des Arthropodes
Lamy (1997).

Dans la deuxieme partie, nous avons isolé puis identifie les différents champignons qui
infestent les tomates prélevées du verger étudié, parmi lesquels nous avons choisi d’en tester
les plus pathogenes.

La troisieme partie concerne 1’étude biochimique qui a consisté en I’identification et la
purification de lamolécule qui pourrait signaler la défense de la plante contre ses agresseurs.

Les métabolites secondaires obtenus nous ont servi a tester leur activité biologique contre les
bioagresseurs de la tomate pour vérifier son pouvoir allélopathique.
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Partiel : présentation de la zone d’étude.

1. Situation géographique
L’étude a été réalisée dans la commune de Remchi, wilaya de Tlemcen (Fig. 3), Elle
est limitée parla wilaya de Ain Témouchent au nord ; Sebaa Chioukh et El Fehoul vers I’est ;
Hennaya et Zenata au sud et Beni Ouarsous a 1’ouest. Sa superficie est de 13600 ha avec un

total de groupement de 20.598 ha.

Merddlberan *
MerMedierrande hir 4 DOL|ar Madlay”
! Témaouchent s £ MDStafd
B Sidi Ben :Idg n__
achgen BOISOE i sa g T
Douar Sigilarad), 7
Sici akoua, | : — An Tolba
Douzr Sidi Hosse'n, o Zl 104na
OuL@__c'-'Cher'rF | 1 .'L'a"Plétrié’e
Guad Amas, Oula _,.‘\?.'ln Kinal
Culad Bel Kasselm.' olad M:quaf-! ! i ¥
Oulad Salgh, Tirbane  p Bierre fin'e Bridj,
P EI krelaﬁaa . u Chat
Pleg 'S Agmlal EI <elssaing | hin Tel-:baf'et.

Sldna Yatcha < atar Na:lene.; .Oula:l Arelr :

N P Grzzapuek?® Sidi Amar  Qulad Ralem, — Azaita il e 1 i
o Mehidi G jeniglB i (R Bar<oussa | JErRabua I el e
Douar‘ C"(ai’hﬂﬁssc s 4R ag‘dad Ll Remchl : 3ense<rane Abdelli,

5 l5.CJercud, culed Mghaﬂmed DLled \h‘med Olfﬂt'l:j“gle'——-j o
Sl‘dl Salah B va'kaub 1- ~—elike mr\roucef Douar A yer
h Dar Chabane ."-i’f"' | 3 ) '.
ELled Ben DoLar el Karma _|._ ) |
- Tabig LaIIa <reiha BDU Ed uNedroma ; _\:_ %DULJI:E i El }—alglha e 350
i DouarBourlche ATLAS J Saed. ;', B .: i
Khe-aka, C ,ua; b | R zene ata \
; i i g G
AT 7 Jeba Douar.Bat Couarouled Ellenl ‘r}fkcub HennaQa s
- Harrarca . s_s;ad. y Tahar! Bg‘r amou, [ =\ - Duzidane
f et sid GhLi_i-:b Maazz  Ouled el Houad A | i Ch\etcuanao}' Oum ¢l alau
JTahats  Zaoaia Sici Slliman% ! " Boaghrara V Wilia” g Safs ) |
— A | Cuchka

Deuar Giilad Beni e : Yy
Hammou, -~ Festep " Tiemben ’\%\’aﬁf}f
i 3 Choly

Tarhgrrabet
Jfataga Ou% eI : ]
e o ~Tfdotz Mansgura

Mel nen Qula_d lohzrrme d,1<‘1 S_Qhﬁl,e

Tlnlssene
T e i ey
Dulad BUUJemaa I:ar Een I\hhe = bfa‘,__"fgif'ib\-'{ ] ; Jaticariat  vebdar,
,Tehata: i i ' " Benivakoub /
" I
R = ic0z0 't @ z0ft Corporation Tous ¢ ,

Figure 2 : Carte de la zone d’é¢tude Remchi (Encarta, 2008)

2. Climatologie

L’étude climatique régionale permet de sSituer notre région dans un bioclimat
déterminé.

Les données climatiques sont fournies par 1’association INFOCLIMAT, le numéro
053372184, site déclaré a la CNIL (875366)/ SIRET/4586074400037, association loi 1901 a
but non lucratif de la station Zenata, qui est la plus proche et la plus représentative de notre
aire d’étude, située au sud-ouest de la Daira de Remchi dont les coordonnées sont 35° 01’

nord et 01°27° ouest, avec une altitude de 284m.
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Tableau 7 : Coordonnées géographiques de la station météorologique de Zenata

Station météorologique Longitude Latitude Altitude (m)
Zenata 01°27'W 35°01" N 249

2.1. Précipitations

La pluviométrie est I’élément climatique le plus important pour le fonctionnement et
la répartition des ecosystemes terrestres. Elle représente la quantité d’eau apportée par les
pluies, elle est exprimée en millimétres (mm).
Selon Chaébane (1993), le facteur hydrique est un facteur discriminant majeur, ses variations
ont un caractére d’autant plus imprévisible que 1’on se place dans les zones de plus grande
aridité.

Dans le Tableau 1 (ANNEXES), nous avons rapporté les valeurs des précipitations
mensuelles de I’ancienne période 1913-1938, et la nouvelle période 2000-2016.
A partir des précipitations de la station météorologique, on a estimé que les mois les plus secs
sont juillet et aoQt, les précipitations estivales sont trés faibles, que ce soit a I’ancienne
période ou a lanouvelle période (11mm au maximum).

Les moyennes mensuelles et annuelles des précipitations sont rapportées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Précipitations moyennes mensuelles et annuelles (mm) de la station de Zenata.
AP (1913-1938) et NP (2000-2016)

Station J F M A Ma |J Ju A |S |O N D Précipitations
annuelles (mm)

Zenata
Ap | 65 62 49 44 38 11 {1 4 23| 42 68 67 474

Np |40,7|327|26,6|292|202|42|035|44|17|321|478| 40,6 | 295,85

L’analyse des données météorologiques des précipitations de la station de Zenata
montre clairement que les mois les plus pluvieux sont novembre et décembre, aors que le
mois le plus sec est celui de Juillet (Tableau 8).

D’apres la figure 4, on remarque que la periode pluvieuse pour la station de Zenata s’étale
d’octobre a avril pour la nouvelle période avec un maximum situé en novembre.
La période seche coincide avec la saison la plus chaude, elle s’étale de juin a aolt, et le mois

le plus sec est juillet avec 0.35mm pour la nouvelle période.
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Figure 3 : Précipitations moyennes mensuelles de la station Zenata durant les deux périodes
AP (1913-1938) et NP (2000-2016)

2.2. Températures
La température est importante pour les étres vivants. Ses variations agissent sur le
comportement des différentes especes.
Le tableau 2 (ANNEXES) présente les valeurs des températures mensuelles de la station de
Zenata de I’ancienne période (1913-1938) et de la nouvelle période allant de janvier 2006 a
décembre 2016.

Les moyennes mensuelles des températures sont rapportées dans le tableau 9.

Tableau 9: Températures moyennes mensuelles et annuelles de la station de Zenata

Station J F M A Ma |J Ju A |S O N D TC°
moyennes

Zenata
AP {99 (10 |105| 13 15 21 24 26 | 215| 17 13 10 15.91

NP 113112 [141]16,2]195|234|265|27 | 239|20,7]|154| 1241853

D’apres les données climatiques de la station, le mois de janvier est le plus froid et le
mois d’aout est le plus chaud pour les deux périodes.
Selon le tableau 9, les températures sont élevées pour les mois de juin, juillet, aolt et
septembre.

Selon 1I’Unesco (1963), un mois chaud est défini comme un mois ou la température
moyenne est supérieure a 20°C, la période chaude est la suite successive des mois chauds.
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Un mois froid est un mois ou la température moyenne est égale ou inférieure a 20°C, la
période froide est la suite successive des mois froids.

D’apres le tableau 9 des tempeératures moyennes mensuelles et annuelles et la figure 5
ci-dessous: les mois de juillet et ao(t sont indiqués comme les mois les plus chauds, la

température varie de 26°C a 27°C entre 1’ancienne et la nouvelle période.

30 -+
—o—AP

25 1 —m-NP

20 ~
15 4

10 -

Températures (C°)

J  F M A MA J JU A S O N D

Mois

Figure4 : Moyennes mensuelles des températures de la station Zenata des deux périodes
AP (1913-1938)-NP (2006-2016)

2.3.Diagramme ombr other mique de Bagnouls et Gaussen (1953)

Le principe est basé sur une représentation graphique ou 1’ordonnée doit étre graduée
de telle sorte que P=2T. Cela permet de présenter le déroulement annuel des précipitations,
des températures et de laisser apprécier le rapport entre précipitations et températures, puisque
la sécheresse apparait quand la courbe de température passe au dessus de la courbe des
précipitations.

Avec « P » précipitations en millimetres et « T» températures en degrés Celsius.

Nous avons établi les diagrammes ombrothermiques de la station Zenata pour
I’ancienne période (1913-1938) en figure 6, et la nouvelle période (2000-2016) en figure 7.

D’apres le diagramme ombrothermique de 1’ancienne période (1913-1938), la période
séche est présente entre cinq a six mois de I’année. Par contre, dans la nouvelle période
(2000-2016) la durée de la période seche dure entre six a sept mois.

La comparaison entre les deux diagrammes ombrothermiques (ancien et récent)

montre en général une accentuation de lasécheresse pour la période 2000-2016.
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Pour la station Zenata, on remarque que la période de sécheresse a évolué, donc on peut dire

que le climat subit une évolution pendant les périodes étudiées.
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Figur e 5: Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) pour la station de
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Figure 6 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953) pour la station de

Zenata (nouvelle période 2000-2016)

2.4.Climagramme d’Emberger

Le quotient pluviothermique Q permet de déterminer 1’étage bioclimatique d’une

région donnée et de la situer dans le climagramme d’Ember ger (1955).

Ce quotient reflete « I’aridité du climat » ; en effet, une région est d’autant plus séche que (M-
m) est plus élevé (Boudy, 1951)
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C’est un quotient qui est fonction de la température moyenne maximale (M) du mois
le plus chaud, de la moyenne minimale (m) du mois le plus froid et de la pluviosité moyenne
annuelle (P).

Le quotion d’Emberger est spécifique du climat méditerranéen, il est le plus souvent
utilisé en Afrique du Nord. Le quotient (Q2) a été formulé de la fagon suivante :

Q2=2000P/M*~ m?

P : moyenne des précipitations en millimetres
M : moyennes des températures maximales du mois le plus chaud en °K.
m : moyennes des températures minimales du mois le plus froid en °K.
M et m exprimes en degrés absolus :( T°K= T°C+273.2)
En fonction de lavaleur de cet indice, on distingue les ambiances bioclimatiques suivantes :

*  Humide pour Q2>100

= Sub-humide ou tempérée pour 25>Q2>50.

= Aride pour 10>Q2>25.

= Désertique ou saharien pour Q2<10.
Chaque étage comprend une stratification verticale exemple : 1’étage bioclimatique aride est
subdivise en aride supérieur, moyen et inférieur en fonction des précipitations.
Nous avons calculé le Q2 de la station de Zenata pour I’ancienne et la nouvelle période,
ensuite nous avons placé la station sur le climagramme pluviothermique d’Emberger.
L’observation du climagramme pluviothermique montre un déplacement significatif de la
station vers la droite faisant apparaitre une légére élévation des valeurs des températures

moyennes minimales (m).

Tableau 10: Valeurs du Q2 d’Emberger et les etages bioclimatiques

Station P(mm) | M(°C) | m(°C) Q2 Etage bioclimatique
AP | 474 32,04 3 56,14 Semi- aride supérieur a hiver tempéré
Zenata NP|29585 [3364 |385 34,01 | Semi- aride inférieur a hiver tempéré

La station de Zenata se trouvait dans 1’étage semi-aride supérieur a hiver frais pour I’ancienne

période (1913-1938), par contre durant la nouvelle période (2000-2016) elle est dans 1’étage

semi-aride inférieur a hiver tempéré malgré la chute de lavaeur de Q2 (Fig. 8).
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Figure 7 : Climagramme pluviothermique d’Emberger de la station de Zenata
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Partiell : Etude entomologique.

1. Localisation de la station d’étude

Notre station d’étude située dans la commune de Hadjret e Gat (12 Km de Remchi)
est une zone agricole consacrée a plusieurs types des cultures maraicheres dont la tomate,
pomme de terre, poivrons, aubergines...etc.

Nous avons effectué nos prélévements et observations sur terrain du mois de
septembre 2011 au mois de juillet 2013. La serre dans laquelle nous avons travaillé, dédiée a
la culture de la tomate Lycopersicon esculentum, mesure environ 50m de long et 9m de large
(photo 2). La tomate de la variété Tafna y est cultivée depuis le début de septembre 2011,
I’épandage des engrais azotés a été fait le 30 septembre 2011 et le traitement contre le mildiou
par un fongicide [Euparen m (50WG)] est appliqué pour éviter I’installation de la maladie ;
ainsi que d’autres types de traitement (Pro-Act 50Ec et Hexar 50EC) qui ont été appliqués
contre latache blanche, mal adie cryptogamique transmise par les thrips.

Le palissage des plants et I’entretien se sont poursuivis durant toute la période de la
culture ; les piégeages du ravageur Tuta absoluta avec des piéges a eau ou piégeage par les
phéromones sexuelles ont été effectués a partir du 28 mars 2011.

La lutte chimique est pratiquée une fois toutes les deux semaines par le Spinosad qui
agit sur le systeme nerveux des insectes, ce qui induit des contractions musculaires

involontaires et des tremblements suivis par une paralysie (Salgado, 1998).

Photo 6 : Site d’étude (serre de culture de tomates)
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2. Acquisition des donneées

Devant I’absence d’informations sur la biologie de ce déprédateur en Algeérie et plus
particulierement dans la région de Tlemcen, et face au danger reel que constitue la
propagation de cet insecte nuisible vers d’autres cultures importantes de la famille des
Solanacées, il est impératif de procéder a une étude de sa bioécologie, de nature a permettre
une meilleure connaissance de I’insecte. Les données telles que le cycle de développement, la
longévité des adultes et la fécondité en fonction de certains facteurs abiotiques tels que la
température et la répartition spatiale doivent étre impérativement connus pour pouvoir mener

une lutte efficace.

3. Méthodes de prélevement
Durant tous les mois d’étude, cent feuilles sont prélevées chaque semaine dans la
serre. Notre échantillonnage est de type aléatoire.
Apreés 1’échantillonnage, les folioles sont gardées dans des sacs en plastique étiquetés, puis
mises au frais pour éviter leur desséchement.
L’observation des feuilles échantillonnées sous une loupe binoculaire permet de denombrer et
de déterminer les différents stades de I’insecte (différents stades larvaires et chrysalides).

L’échantillonnage a débuté dés I’apparition des premieéres mines.

4. Cycle de développement de Tuta absoluta a différentes températures

Le cycle de développement de la mineuse a été etudié dans le cadre des températures
constantes suivantes: 10°C, 18°C, 25°C, 30°C et 35°C. L’humidité relative de tous les essais
est de 65% en moyenne.

Les ceufs pondus sont placés chacun sur une feuille de tomate. La feuille est ensuite

placée dans une boite en plastique, doublée avec un tissu humide, et recouverte d’un
couvercle en tulle pour permettre la circulation de I'air et son maintien dans un environnement
contr6lé. Une éponge humidifiée quotidiennement assure une bonne hygrométrie.
Une fois les ceufs éclos et les larves entrées dans les feuilles, chacune d’elle est placée dans
une boite de Pétri (15 cm de diametre) avec des feuilles fraiches ajoutées selon les besoins. Ce
dispositif nous permet de compter les papillons adultes émergeants. Ces papillons ne
disposent pas d’un approvisionnement alimentaire.

Les données suivantes sont enregistrées pour chaque température: durées d’incubation

des ceufs, pourcentages des ceufs éclos, durées de développement des différents stades
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larvaires, des chrysalides et pourcentages d’émergence des adultes, la longévité des adultes

sans nourriture ainsi que leur sex-ratio.

5. Longévité des adultes en présence d’une source alimentaire
La longévité des papillons adultes aux différentes températures indiquées ci-dessus est
déterminée en prenant un adulte nouvellement émergé et en le placant dans un récipient en
plastique de 0,5 litre, contenant une solution de miel/eau comme source de nourriture
facilement accessible. L'expérience est répétée trois fois pour chaque température testée. La
mortalité des papillons est évaluée quotidiennement.

6. Analyse des données
Les résultats obtenus ont été testés par les analyses de variance et les corrélations
linéaires.
» Analysedevariance
Les donnees obtenues sont analysées par une analyse de variancea un facteur
(ANOVA), pour tester 1’effet de latempérature sur les différents stades de développement de
cet insecte.
» Coefficient de corrélation linéaire
Nous avons calculé le coefficient de corrélation linéaire entre les larves et les pupes,
les pupes et les adultes et les larves et les adultes pour savoir s’il y une relation entre les trois
stades biologiques.
Le principe repose sur une relation d’indépendance entre deux variables X et Y. Si Fobs>Fth,
la corrélation entre les deux variables est jugée significative, donc il existe une dépendance
statistique entre elles.
» Droite de régression
On peut établir une droite de régression s’il y une corrélation entre X et Y.

Nous avons traité nos données avec le logiciel Microsoft Excel 2007 et Minitab 2015.
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Partielll : Etude microbiologique

1. Isolement des moisissures pathogéenes

Les différentes souches cryptogamiques sont isolées a partir des feuilles et fruits des
tomates du verger étudié, nous avons utilisé la méthode directe (Ulster) qui met en évidence
les moisissures de surface.

La méthode d’Ulster (Larpent, 1990) consiste a prendre au hasard des feuilles et fruits
de tomates saines et infectées, a y découper 06 a 08 morceaux (1cm /1cm) et de les faire
ensemencer sur les milieux PDAa = (Potatoes Dextrose Agar acidifiée).

L’incubation se fait a 25°C+ 1°C pendant 5 a 7 jours. Pour éviter la contamination
bactérienne, le milieu PDA est acidifié jusqu’a pH de 4,5 a 5 en ajoutant 1 ml d’acide lactique
a 25 % par flacon.

Aprés I’incubation, il y a un développement des champignons de différentes couleurs. Afin
d’isoler les souches de chacun de ces champignons, nous avons repiqué les conidies sur une

autre boite de Pétri. L’incubation se fait a 25°C pendant 5 a 7 jours.

2. ldentification des espéces fongiques
L’identification des espéces est basée sur deux critéres :
» les caractéres macroscopiques : basés sur la vitesse de croissance et la couleur des
thalles
» les caracteres microscopiques : réalisés par deux méthodes: la méthode de
microcultures ou la méthode du scotch (Harris, 1989),
Outre ces deux critéres pour I’identification des moisissures, Mr Belyagoubi et Mme
Kholkhal, enseignants au niveau de 1’Université de Tlemcen, ont contribué dans cette
opération, nous les en remercions.
Apres I’identification des souches fongiques, une conservation est nécessaire, elle S’est faite
dans des tubes contenant du PDA de conservation qui ont été placés dans le réfrigérateur a

6°C. Les repiquages ont eté realises tous les 15 jours.
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PartielV : Etude biochimique

La partie expérimentale a été réalisée dans deux laboratoires de recherche :

-Laboratoire d’Ecologie et Gestion des Ecosystemes Naturels (LECGEN) ;

- Laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA).

Dans cette partie expérimentale, deux axes ont été envisagés :

Le premier axe concerne I’extraction des composés phénoliques par le méthanol, suivi par la

quantification des teneurs de ces composés. Les dosages obtenus exprimés en mg/g ont été

détermines en utilisant les réactifs suivants. Folin-Ciocalteu pour les polyphénols, trichlorure
d’alumine pour les flavonoides et la vanilline pour les tanins condensés.

Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés au pouvoir antioxydant des extraits
étudiés. Deux méthodes ont été choisies :

v' Meéthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) (Sanchez-
Moreno et al., 1998), la plus simple a réaliser in vitro. Le DPPH est largement employé
pour évaluer le balayage de divers produits naturels et considéré comme un composé
modele pour les radicaux libres produits dans la peroxydation lipidique.

v" Méthode de réduction du fer (Oyaizu, 1986), une technique indicatrice de |a présence des
effets réductifs de I’anion hexacyanoferate (I1II) [Fe(CN)6]s- en anion hexacyanoferate (1)
[Fe(CN)6]4-.

1. Reécolte du matériel vegétal

Les feuilles et fruits de tomates saines et attaquées ont été collectés dans la serre ou
les tomates sont cultivées, durant le mois de mars. Le matériel végétal a été séché a I’ombre, a
I’abri de I’humidité et a température ambiante ; le séchage était de 7 jours en moyenne; puis

il a été conservé dans des sacs en papier.

2. Tests phytochimiques
L’examen phytochimique a été utilisé essentiellement afin de détecter les différentes
classes de composés chimiques existant dansla plante. Ceci a constitué la premiere étape dans

larecherche des molécules bioactives.
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Les tests phytochimiques ont été effectués afin de mettre en évidence la présence ou
I’absence de certains constituants chimiques principalement, tanins, flavonoides,
anthocyanosides, saponosides, terpenoides et alcaloides (Karumi et al., 2004).

e Lestanins

A 2mL de chaque extrait (feuille et fruit), on a ajouté 2 a 3 gouttes de la solution de
FeCl3 a 1%. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue noiratre (tanins
galiques) ou vert foncé (tanins catéchiques) apres quelques minutes d’incubation (Karumi et
al., 2004).

e Les flavonoides

A SmL d’extrait, on a ajouté 4 a 5 mL d’acide chlorhydrique concentré (HCI), puis
guelquescopeaux de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est détecté par
I’apparition d’une couleur rose ou rouge (N’Guessan et al., 2009).

e Les terpenoides : réaction de Libermann-Burchard

A SmL d’extrait, on a ajouté 5SmL d’anhydre acétique et 20 gouttes d’acide sulfurique
concentré (H,SO,). Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au
vert (Edeoga et al., 2005).

e Lessaponosides

A SmL d’extrait, on a ajouté 3 a SmL d’eau distillée (H20), aprés une forte agitation
les tubes qui présentaient une écume persistante pendant 20min sont les tubes qui contiennent
les saponosides (N’Guessan et al., 2009).

e Lesalcaloides

A 0.2mL d’extrait, on a ajouté SmL d’acide chlorhydrique a 1%. Aprés une incubation
au bain marie, on a divisé le mélange en deux volumes, on a ajouté au premier le réactif de
Mayer et au deuxieme le réactif de Wagner (Annexe 1), I’apparition d’un précipité blanc ou
brun révéle la présence des alcaloides (Mojab et al., 2003).

e Lesanthraquinones

A 10mL d’extrait, on a ajouté 5mL de NH4OH a 10%, aprés agitation 1’apparition

d’une couleur violetteindique un test positif (Trease et Evans, 1996).

e Lescoumarines

Dans un tube, 2mg d’extrait ont été dissous dans 2 mL d’cau chaude. La solution
obtenuea été divisée en deux volumes :

v' Lepremier représente le témoin ;

v Le deuxieme est traité avec 0.5mLde NH4OH a 10%.
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Les tubes ont été examinés sous la lumicre ultraviolette, I’apparition d’une fluorescence
intense indique la présence des coumarines (Rizk, 1982).
e Lescomposés réducteurs
On a ajouté SmL d’extrait a ImL de solution de Fehling. Un test positif est indiqué par

I’apparition d’un précipité de couleur rouge brique.

3. Extraction des composés phénoliques
3.1. Préparation des composés bruts (composes phenoliques)

Une quantite de 1 g du matériel végeétal broyé a macéré dans 20 ml d’un mélange
méthanol/eau & 80/20 (v/v) pendant 24 heures. Apres filtration, les solutions méthanoliques
des parties concernées (feuilles et fruits) ont été évaporées a sec, sous pression réduite, dans
un évaporateur rotatif type Buchi R-200 a 60-C. Les résidus secs pesés ont eté repris par 3 ml
de méthanol (Benhammou et al., 2008).

3.2. Extraction des flavonoides par I’acétate d’éthyle et du n-butanol

Pour D’extraction des flavonoides, nous avons opté pour un fractionnement par
utilisation de solvant approprié (selon sa polarité) pour séparer la classe souhaitée, les
flavonoides les moins polaires (exemple : isoflavones, flavanones, methylated flavones, et
flavonols) ont été extraits par : chloroforme, dichlorométhane, éther diéthylique ou acétate
d’éthyle.

Les flavonoides glycosylés et les aglycones, plus polaires, ont été extraits avec |’al cool
ou un mélange alcool-eau. Tandis que la solubilisation de certains flavanones dépend du pH,
et I’acidification permet I’élimination des anthocyanes (Andersen et Markham, 2006).

La technique d’extraction est résumé dans la figure 14 (Bekkara et al.,1998), elle comprend
deux grandes étapes: la premi¢re méthode d’extraction a été faite avec le méthanol/eau
(70/30 ;V/V) pour solubiliser les composés phénoliques, et la deuxiéme étape a consisté en un
affrontement  liquide-liquide avec des solvants de  polarit¢  croissante,
comme :dichlorométhane, acétate d’éthyle ( pour I’extraction des mono-glycosides) et n-
butanol (pour solubiliser les di et tri-glycosides).

Les deux extraits ont eté évaporés, pesés et enfin dissous dans 3 ml de méthanol (Fig. 8).
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1g de la matiere végétale

Extraction méthanolique 20ml (24h) ;
! Filtration
Evaporation a sec (60°c) ;
Addition de I’eau distillée bouillante ;

Extraction par acétate d’éthyle (10ml)

| !

Phase acétate d’éthyle Phase aqueuse

Extraction par le n-butanol (10ml) l

v v

Phase butanolique Phase aqueuse

Figure 8: Protocole d’extraction des flavonoides (Bekkara et al., 1998)

3.3. Extraction destanins

Le protocole d’extraction des tanins est celui de Zhang et al. (2008). Le broyat du
matériel végétal (2.5g) a été macéré dans 50 ml du mélange acétone/ eau distillée (35/15;
V/V) pendant 3 jours a la température ambiante. Apres filtration de la solution, une
évaporation de la solution a 40°C a été effectuée par un rotavapeur de type Buchi R-200 pour
éliminer I’acétone. Puis la phase aqueuse a été lavée par 15 ml de dichlorométhane afin
d’éliminer les lipides et les pigments.

Apres la séparation de la phase organique, la phase aqueuse a été extraite avec 15 ml
d’acétate d’éthyle, la phase organique ainsi obtenue a été évaporée a sec par le rotavapeur de

type type Buchi R-200 a 40°C, puis pesée et reprise par 3 ml de méthanol (figure 9).

3.4. Calcul desrendements en extraits secs
Nous avons déterminé le rendement des plantes en extrait sec en calculant le rapport

suivant :

ml1
Rdt (%) =
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2.5 g de la matiere végétale séche et broyé

Extraction acétone/eau (35/15) 3jours

Filtration acétone /eau

Evaporation de I'acétone

Evaporation a 40°C

Phase aqueuse

l Lavage avec du dichlorométhane

' |

Phase organique Phase aqueuse

Extraction par acétate d’éthyle

Phase acétate

Figure 9: Protocole d’extraction des tanins (Zhang et al., 2008)

4. Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)
4.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques
Les analyses quantitatives des phénols totaux, des flavonoides, des tanins condensés et
flavonols des différents extraits et fractions ont été effectuées a partir des équations de la
régression linaire des courbes d’étalonnage et exprimées en mg équivalent en g de la matiére

seche.
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4.1.1. Détermination de la teneur en phénols totaux

La teneur en phenolstotaux des extraits bruts et leurs fractions a été déterminée au
moyen du réactif Folin-Ciocalteu qui est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). Il a été réduit lors de I’oxydation
des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene.

La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 700 et 750nm,
est proportionnelle a la quantité des polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la technique décrite par Singleton et Ross
(1965).

Une quantité de 200 pl pour chaque extrait a été introduite dans des tubes a essai, puis
1ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5% ont
été additionnés. Les tubes sont agités et conservés durant 30min & température ambiante.
L’absorbance a été mesurée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme contrdle positif.
Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme de

la matiere végétale seche (mg EAG/g MS).

4.1.2. Détermination de la teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits bruts et leurs fractions a été déterminée selon la
méthode de trichlorure d’aluminium décrite par Zhishen et al. (1999) dans Ardestani et
Yazdanparast (2007). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a
510nm.

Une quantité de 500l des extraits, convenablement diluée, a été mélangee avec 1500
ul d’eau distillée, suivie par 150pl de nitrite de sodium (NaNO,) a 5%. Aprés 5 min, 150 ml
de trichlorure d’aluminium (AICl3 a 10% ont été ajoutés au mélange. Aprés 6 min
d’incubation a température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium ((NaOH) (1M)ont éte
additionnés immédiatement, le mélange est fortement agité afin d’homogénéiser le contenu,
I’absorbance est déterminée a 510nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage a ¢té réalisée en paralléle dans les mémes conditions, en

utilisant la catéchine comme contrdle positif.
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La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine

par gramme de la matiere végétale seche (mg EC/g MS).

4.1.3. Détermination de lateneur en flavonols totaux

Lateneur en flavonols totaux a été déterminée par la méthode décrite par Kumaran et
al.(2007).

Des tubes a essai ont été utilisés : 0,25 ml d’extrait ont été mélangés avec 0,25 ml
d'AlICl3 (2 mg/ ml) et 1,5 d’acétate de sodium (50mg/ml), I’absorbance est mesurée a 440nm
apres 150 min d’incubation a température ambiante.

La teneur en flavonols est exprimée en mg de quercétine par gramme du poids de la
matiere végétale seche (mg EQ/ g MS).

4.1.4. Détermination de la teneur en tanins condensés

Les quantités de tanins condensés ont été estimées en utilisant la méthode de vanilline
en milieu acide (Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50ul des différents extraits a éte ajouté a 1500 ul de la solution vanilline/
méthanol (4%, m/v) puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul d’acide chlorhydrique
concentré (HCI) ont été additionnés. Le mélange obtenu est laissé a réagir a la température
ambiante pendant 20min. I’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée, les résultats sont exprimés en milligramme (mg)

équivalents de la catéchine en par gramme de la matiere seche (mg EC/g MS).

4.2. Détermination de la teneur en pigmentsliposolubles

Les colorants naturels, dont la plupart sont d’origine végétale, forment une gamme trés
étendue de nuances (du jaune au bleu, en passant par le vert et le noir). La chlorophylle, le
lycopene et le bétacarotene sont parmi les colorants les plus rencontrés (Benmansour et
L atrach, 2009) et sont largement distribués dans le regne végétal. On estime que plus de 100
millions de tonnes de ces pigments sont produits chaque année dans la nature, dans laquelle
les pigments servent comme auxiliaire dans la photosynthése (Fraser et al., 2007).

Dans notre étude, les chlorophylles (a et b) ont été calculées par spectrophotométrie
apres extraction de 1g de feuilles de tomate saines et infectées avec 20mL du mélange
acétone/eau (80/20, V/V). Le mélange a été filtré et centrifugé a 5000rpm/10min, apres

récupération du surnageant ; cette opération est répétée jusqu'a I’obtention d’un mélange
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surnageant clair. Le surnageant a été transféré dans une fiole graduée et le mélange
acetone/eau (80/20, V/V) a été ajouté a un volume final a 100mL.

L’absorbance du filtrat a été mesurée par la suite a différentes longueurs d’onde (A= 645nm ;
663nm et 480nm pour les caroténoides) (Fuster et Prestamo, 1979).

5. Activité antioxydante

Les antioxydants représentent 1’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de
I’oxygene(ROS) (Sies, 1997). Ces antioxydants peuvent agir en réduisant ces especes, en les
piégeant pour former un composé stable.

Les especes réactives de I"oxygéne (ROS) sont générées naturellement au cours du
processus de développement normal des plantes, par la chaine de transport d’électrons dans
les mitochondries et les chloroplastes et par les oxydases membranaires. Cependant, une
augmentation rapide et localisée de leur production est également détectée suite a I’attaque
d’agents pathogeénes.

Dans cette optique, on a étudié activité antioxydante de nos extraits pour voir s’il
existe une relation entre les composés phénoliques de défense et les molécules antioxydantes.
L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro de nos extraits de métabolites secondaires a été
réalisée par trois techniques chimiques que sont : la réduction du fer, le piégeage du radical
libre (DPPH) et le test du blanchissement de B-caroténe.

5.1. Réduction du fer (FRAP).

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986), basee sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique (Fes) présente dans
le complexe K3Fe(CN)s en fer ferreux (Fe 2+). L’absorbance est déterminée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 700nm, en mesurant la densité de la couleur bleue du complexe ferreux.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés (Hubert, 2006 ; Ozturk et al.,2007).

A 1ml de I’échantillon (extraits bruts, fraction acétate d’éthyle et n-butanol) a
differentes concentrations (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2,4mg/ml), on a ajouté 2.5mL d’une solution
tampon phosphate (0,2M ; pH6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)g & 1%. Le mélange a incubé a 50°C pendant 20min, puis refroidi a température
ambiante. Puis on a ajouté 2,5ml d’acide trichloracétique a 10% pour stopper la réaction, puis

les tubes ont été centrifugés a 3000rpm pendant 10min.
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Ensuite 2.5 ml du surnageant ont été mélangés avec 2.5 ml d’eau distillée et 500uL
d’une solution de trichlorure du fer (FeCls, 6H20) a 0,1% (Karagozler et al.,2008). Lalecture
des absorbances se fait contre un blanc a 700nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

La valeur d’EC50est aussi appelé (Efficient concentration 50) (mg / ml), qui est la
concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale des
ions ferriques, elle est utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices

des substances bioactifs.
5.2. Piégeage du radical libre DPPH’

Le 2,2- diphényle-1-picrylhdrazyl (DPPH.) est un radical stable qui absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520nm (Bandoniene et al., 2002 ; Pavlov et al., 2002 ;
Gazi et al., 2004).

Cette technique est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-
diphényle-1-picrylhdrazyl (DPPHs). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical)
en acceptant un atome d’hydrogéne. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré suivant
la procédure de Sanchez-Moreno et al., (1998).
Le mode opératoire réalisé est le suivant :
50ul de chaque solution méthanolique des différentes échantillons (extraits bruts, fraction
acétate d’éthyle, fraction n-butanol) a différentes concentrations (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml)
ont été ajoutés a 1.950mlde la solution méthanolique du DPPH" (0.025g/l) fraichement
prépareée.
Pour chague concentration, un blanc a été préparé contenant 50plde chaque extrait et 1.950ml
de méthanol.
Le contrble negatif a été préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1.950mld’une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés une incubation pendant
30min a l’obscurité, la lecture des absorbances se fait a 515nm a [’aide d’un
spectrophotometre (Atoui et al.,2005).

% Calcul des pourcentages d’inhibition

Nous avons calculé les pourcentages d’inhibition selon laformule suivante :

% inhibition=[(DO témoin - DO échantillon)/DO témoin]*100
Ou : DO gmoin : représente I’absorbance du contrdle sans extrait aprés 30min.

DO échantillon : représente 1’absorbance en présence d’extrait apres 30min.
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Les concentrations minimales pour réduire 50% du radical DPPH" (EC50) ont été calculées
graphiquement par les régressions exceptionnelles (des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits testes).

6. Analysepar Chromatographie Liquide Haute Performance

La chromatographie permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs
composés d’un mélange en vue de leur identification et de leur quantification. La
chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient auparavant
pas possible, avec les techniques sur couche mince et en phase gazeuse.

L’analyse a été réalisée au niveau du laboratoire de Microorganisme et Biomolécules

Bioactives (LMBA) du campus universitaire El Manar (Tunisie) sous la responsabilité de Mr
Atef JOUANI.

Des analyses HPLC de polyphénols ont été réalisées, a 1’aide d’un appareil HPLC de
type AGILENT, constitué des éléments suivants: une pompe PROSTART 11000, une
colonne Hypersil ODSC 18 (4.6 m X 250mm) de porosité 5um.

La phase mobile est constituée de deux solvants: 1’eau distillée et 1’acétonitrile.
L’échantillon est dissout dans le méthanol puis filtré a travers un filtre millipore 0.45um. le
volume d’injection était de 20pl. les pics ont examinés été a 280nm et identifiés par les temps
de rétention comparés a ceux des témoins purs. Une gamme de 11 standards a été utilisée,

composee d’acide phénolique et de flavonoide.

7. Analyse statistique

Les données expérimentales du dosage et de I’activité antioxydante obtenues ont été
traitées par une moyenne et plus ou moins I’écart type des trois mesures paralléles avec le
programme Excel 2007 et Microcral origine 6.
Lesvaleurs EC50 et IC50 ont été calculées a partir des équations linéaires, logarithmiques ou
projection directe sur une courbe. Plus la valeur CE50 et IC50 est petite plus I’activité
antioxydante de I’extrait testé est grande. Les coefficients de corrélations entre les composés

phenoligues et les activités antioxydantes ont été démontrés en utilisant Sigma plot12.
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PartieV : Activités biologiques

1. Activitésinsecticides

L’activité insecticide des extraits bruts et leurs fractions des feuilles de tomate
Lycopersicon esculentum saines et infectées contre la mineuse Tuta absolutaa été étudiée dans
des conditions favorables a une température de 25+2°C et une humidité relative de 70+£5%.
Dans cette étude, la méthode utilisée est celle de « Leaf-dip Bioassay » décrite par Cahill et
al. (1996) modifiée.

Le protocole est le suivant : dans des boites de pétri, nous avons placé des papiers
filtres imbibés de I’extrait brut (fraction acétate d’éthyle et fraction n-butanol) des feuilles
saines et infectées a différents doses (5ul, 10ul, 20ul et 50ul) puis nous y avons déposé 10
larves de Tuta absoluta en utilisant une pince.

Les essais sont répétés trois fois pour chaque dose et pour chague stade larvaire ; en paralléle
des témoins ont été réalisés avec de 1’eau distillée.

L’évaluation de la toxicité des extraits est estimée par la comparaison des populations
résiduelles (PR) selon le test de Dunnett. Le pourcentage des populations larvaires résiduelles

est exprimé par I’équation suivante :

PR% = nombredelarves vivantes dans les lots traités

nombre de larves vivantes dans les lots témoins

Si - PR<30% : la molécule bioactive est toxique ;
- 30% <PR<60% : la molécule est moyennement toxique ;
- PR>60% : I’effet de la molécule est faible.

2. Etude de Pactivité antimicrobienne et antifongique
Dans cette phase nous avons étudié les activités antimicrobiennes et antifongique des
extraits et leurs factions (les extraits bruts des feuilles de tomates saines et infectees et la

fraction acétate d’éthyle et n-butanol des deux feuilles saines et infectées).
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Pour la partie antimicrobienne, nous avons utilisé des souches phytopathogénes de références
provenant du Laboratoire des Produits Naturels (Tableau 11).

Tableau 11: Différentes souches microbiennes testées

Bactéries gram - Pseudomonas

Bactéries gram + Bacillus cereus

Actinibacteria

Concernant ’activité antifongique, nous avons testé nos extraits sur les especes fongiques

identifiées dans notre laboratoire.

2.1.Miseen culturedes souches

Afin d’étudier I’activité antimicrobienne des bactéries phytopathogénes, une mise en
culture des souches est obligatoire. Le protocole utilisé est le suivant : une pré-culture des
souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase exceptionnelle de croissance. La
turbidité est ajustée avec un spectrophotométre, & 1-2x10® UFC/mL pour les bactéries
(DO=0.08 a 0.1, longueur d’onde =625nm) et 1-5x10° UFC/mL avec une DO= 0.12 &
0.15pour leslevures a une longueur d’onde de 530nm (NCCL S, 2001).
Concernant les moisissures, les suspensions préparées a partir d’une culture de 7 jours sur un
milieu de PDA (Potato Dextrose Agar) ayant atteint |e stade de sporulation, sont ajustees a
10° spores/mL (longueur d’onde 530nm) (Pfaller et al., 1998).

2.2.Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien
Dans cette étude, nous avons utilisé les techniques classiques mises au point in vitro,
permettant de caractériser le pouvoir antimicrobien et de le quantifier soit par la
concentration minimae inhibitrice soit parla concentration minimale microbicide
(bactéricide) (Fernandez et Chemat, 2012).
Dans un premier temps, nous avons testé les extraits sur les souches bactériennes par
la méthode de diffusion sur disque et dans I’affirmative, laconcentration minimale inhibitrice

(CMI) en milieu solide a été déterminée.
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2.2.1. Détermination de P’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur
disque

Cette méthode est la plus utilisée et reconnue comme fiable et reproductible, elle est

utilisée surtout comme étape préliminaire a des études plus approfondies.
Pour effectuer ce test, une culture bactérienne a été réalisée a la surface d’un milieu gélose
(Mueller-Hinton). Ensuite des disques de papier filtre de 6 mm de diametre imprégnés de
differentes types d’extraits solubilisés dans le DM SO ont été déposés a la surface d’un milieu
gélose en boite Pétri (6 disques par boite), préalablement ensemencés en nappe avec 1 ml de
suspension bactérienne (10°UFC/mL pour les bactéries et 10*spore/mL pour les moisissures),
pendant 10 a 15 minutes.

Les boites de Pétri ont été conservées a 4°C pendant 2 heures puis incubees a 37°C
pendant 24h pour les bactéries, et 25°C pendant 3 a 4 jours pour |es moisissures.

Les diametres des zones d’inhibitions (mm) ont été mesurés, y compris le diametre des
disgues.
En paralléle, nous avons utilisé un disque témoin négatif, imbibé par le DMSO (20 ul) ; les
antibiotiques utilisés sont Ampicilline (AM. 10ug/disque) et Nystatine (comme controle
positif).

2.2.2. Méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus petite concentration d’antibiotique ou d’extrait capable d’inhiber la
croissance bactérienne. Frequemment, la CMI n’est pas bactéricide, les cellules d’inoculum
sont capables de se développer aprés repiquage sur milieu exempt du compose inhibiteur. La
CMI est la plus faible concentration requise pour I’inhibition compléte de I’organisme test en
24 ou 48 heures d’incubation (Fernandez et Chemat, 2012).

Pour déterminer les CMIs des extraits vis-a-vis des souches sensibles, nous avons utilisé la
méthode de contact direct en milieu gélosé.

Les extraits étudies ont été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO)

200l de la solution préparée ont été transferés dans une microplaque & 96 puits et une gamme
de concentration de chaque extrait a été effectuée par des dilutions au demi, dans les milieux
de culture.

Préparation des souches microbiennes dont la concentration finale a été ajustée a
10°UFC/mI, ensuite 100 pl de chague suspension microbienne ont été homogénéisés dans
chague puits de |a gamme de concentration préparée. Chaque puits contenait 100l de milieu

Mueller Hinton bouillon et 100l d’une suspension microbienne.
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RESULTATS

1. Etudeentomologique
Dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus a partir des élevages de la
mineuse Tuta absoluta, les spécimens de la mineuse sont obtenus lors d’une épidémie dans une

serre située dans la région de Remchi, mesurant 50m de long et 9m de large.

1.1.Biologie des populations de Tuta absoluta a partir des élevages
Les élevages effectues au laboratoire pendant notre période d’étude nous ont permis de
connaitre les dates d’éclosion des ceufs, des émergences des adultes et la description du cycle

de développement spécifiques a la région de Tlemcen.

Le cycle de développement de I’insecte holométabole Tuta absoluta comprend quatre
stades larvaires, un stade chrysalide et un stade imaginale, les durées de développement des
stades larvaires, des chrysalides et des adultes different selon les températures. La figure 10

suivante montre le déroulement du cycle de développement de la mineuse.

CEufs

Adulte
Stade L1

Chrysalides Stade L2

Stade L3
Stade L4

Figure 10 : Cycle de développement de Tuta absoluta

61



Chapitre III Résultats et Discussion

1.2.Développement de la population a diverses températures
1.2.1. Développement des eeufs

A 10°C, seulement 15% des ceufs ont éclos, beaucoup moins qu’a toutes les
températures plus élevées (p < 0.001). A 18°C, seulement 28% des ceufs ont éclos. Les ceufs

maintenus a 35°C ont eu le plus fort pourcentage avec 94% d’éclosion (Fig. 11).

Les températures entre 25°C et 30°C présentent des taux d’éclosion supérieurs a 80%.

100 1

80*
- 1\ o l

Températures (°C)

pourcentages d'oeufs éclos (%)
.f
I
[
i~
!
N

Figure 11:Pourcentages d'éclosion des ceufs de Tuta absoluta a différentes températures

1.2.1.1.Relation entre les températures et I’éclosion des ceufs

La relation entre les températures et 1’éclosion des ceufs a été analysée par la recherche

d’une corrélation linéaire.

Le tableau suivant montre la relation entre les températures et le taux d’éclosion des ceufs.

Tableau 12 : Coefficient de corrélation entre les températures et les taux ¢’éclosion des ceufs

Température | Nombre d’ceufs | Nombre d’ceufs

trouvés éclos
0,012 0,016
0,0009

Température

Nombre d’ceufs trouvés R : coefficient de

corrélation

Nombre d’ceufs éclos

L’étude de corrélation montre qu’il existe une relation significative entre les

températures et le nombre d’ceufs trouves et le nombre d’ceufs éclos.
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Nous avons constaté que les valeurs du coefficient de corrélation sont proches de 1,
donc nous pouvons dire qu’il existe une corrélation positive entre la température et le nombre
d’ceufs trouves et éclos, donc on peut dire que les deux variables varient dans le méme sens et
avec une intensité similaire, ce qui nous permet de prédire 1’évolution de I’un de ces facteurs en

connaissant la valeur de ’autre.

1.2.1.2. Evolution temporelle des ceufs

L’évolution temporelle des ceufs pondus est représentée dans 1I°  annexe et la figure

12.

Au début de I’étude (mois de janvier), nous avons constaté une absence totale des ceufs.
Les premiers ceufs pondus ont été comptabilisés a partir du début du mois de février. A partir

de cette date, le nombre d’ceufs a augmenté jusqu'a atteindre un maximum de 132 ceufs au mois

dejuin.

140

nbre

1(2)2 / d'ceufs
80 /_J

60 e

40 /
20 /

nombre d'oeufs

Dates de sortie
Figure 12 : Evolution temporelle du nombre d’ceufs

1.2.2. Evolution temporelle des quatre stades larvaires et des chrysalides
Le nombre de larves des quatre stades ainsi que le nombre de chrysalides obtenus a

partir des prélevements en serre est représenté dans (ANNEXES) et lafigurel3.

Au début de I’étude, le mois de janvier et les premiéres semaines du mois de février ont
éteé caractérisés par une absencetotaedes larvesLl, L2, L3 et L4 ainsi que des chrysalides.
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Les larves du stade L1 sont totalement absentes durant les premiéres semaines de
I’échantillonnage. Leur nombre subit des fluctuations au cours des périodes d’échantillonnage,

il atteint un pic de 35 larves|le 22 juin.

La premicre semaine d’échantillonnage est marquée par une absence totale des larves
L2, leur nombre vaaugmenter jusqu'a atteindre un effectif de 11 larves le 14 avril. A partir de
cette date nous avons observé une légeére baisse de leur nombre. Ensuite, nous avons noté une
augmentation progressive de leur nombre jusqu'a la date du 22 juin ou elles atteignent leur

effectif maximum de 52 individus.

Il y’a absence totale de larves de stade L3 a la premiére semaine d’échantillonnage.
Elles atteignent un effectif de 18 individus durant les sorties du mois d’avril, leur nombre
diminue pendant le mois de mai puis augmente progressivement jusqu’a atteindre un maximum

de71larvesle22juin.

Comme pour les larves des stades L1, L2 et L3, les larves du stade L4 sont totalement
absentes durant la premiére semaine d’échantillonnage. A partir du mois de mars, le nombre de
larves L4 commence & augmenter, il atteint un nombre de 23 individus pendant le mois d’avril.
Au début du mois de mai, il y a une petite chute de leur nombre suivie d’une augmentation

progressive avec un maximum de 83 larves a la fin juin.

Il y’a absence totale de chrysalides en début d’échantillonnage. Le premier pic est
enregistré pendant le mois d’avril avec un effectif de 28 chrysalides. Un deuxiéme pic a été

enregistré durant le mois de juin avec un maximum de 55 individus.
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Figure 13 : Evolution temporelle du nombre des quatre stades larvaires et chrysalides
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1.2.3. Développement des adultes
L'émergence des adultes la plus élevée est notee a 25°C (p = 0.079) avec 83% d’ceufs
qui survivent jusgu'aux papillons adultes. Apres avoir culminé a 25°C, les taux d’émergence

des adultes diminuent avec les températures croissantes (figure 14).

A 10°C, méme si les ceufs ont éclos, seulement 3% d’entre eux ont atteint le stade de
chrysalides, mais celles-ci sont mortes, donc il n’y a pas eu d’émergence des adultes. Le taux
de mortalité larvaire a été de plus de 20% a 35°C par exemple ; 94%des ceufs ont éclos mais

seulement 73% des adultes ont émerge.
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Figure 14: Pourcentages d’émergence des adultes de Tuta absoluta a différentes températures

1.2.3.1.Relation entre les températures et I’émergence des adultes
L’étude du coefficient de corrélation montre qu’il existe une relation entre le taux

d’émergence des adultes et la température.

Tableau 13: coefficient de corrélation entre le taux d’émergence et la température

Température | Nombre d’ceufs | Emergence des

trouvés adultes

0,132 0,111

Température

411 R: coefficient

Nombre d’ceufs trouvé

Emergence des adultes de corrélation
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D’apreés le tableau 13, nous constatons que les valeurs du coefficient de corrélation sont
proches de 1, ce qui signifie qu’il existe une corrélation positive entre la température et le taux
d’émergence des adultes, donc une relation significative entre les deux parametres, nous

permettant de prédire I’évolution de I’un en connaissant celle de 1’autre.

1.3.Sex-ratio
Plus de papillons méles que de femelles ont été observés, méme si les résultats ne sont
pas significativement différents (p =0,67) (tableau 14).

Tableau 14: Nombre de males et de femelles adultes de Tuta absoluta émergeants a

différentes températures

Températures Males Sex-ratio
(°C)

18 6 4 10 15

25 23 12 35 191

30 25 40 65 0.625

35 51 41 92 1.24

A partir des résultats précédents, nous avons constaté que le sex-ratio de Tuta absoluta a
varié d’une température a une autre mais avec une prédominance des males sauf a 30°C. Il est

de 1.32 en moyenne.

1.4 Longévité des adultes en présence d’une source alimentaire
La figure 15 montre les adultes vivant pendant 40 jours a 10°C en présence d’une
solution de miel/eau comme source de nourriture, ce qui est significativement long. Les taux de
survie plus courts ont été relevés a 18° C (20 jours), et a 30 et 35°C pendant lesquels le taux de

survie était de 25 jours en moyenne.
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Figure 15 : Longévité des adultes de Tuta absoluta a différentes températures (°C)

1.5.Evolution temporelle du nombre d’adultes capturés par des pieges a phéromone
A la premiére semaine d’échantillonnage, 15 individus ont été capturés a latempérature
de 10°C.
Le nombre d’adultes capturés a subi une augmentation progressive durant les mois
d’échantillonnage. Le nombre maximum de 159 adultes a été enregistré le 22 juin, a une

température de 35°C (figure 16).
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Figure 16: Evolution temporelle du nombre d’adultes capturés

2. Etudemicrobiologique
2.1.Analyse mycologique
Les champignons sont des organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires, ce sont des

organismes hétérotrophes, vivant principalement en saprophytes au dépend de la matiére

67



Chapitre III Résultats et Discussion

organique en décomposition. Ils se développent a des températures comprises entre 0°C et

50°C avec une température optimale qui varie entre 20°C et 27°C.

L’identification des champignons a été fondée principalement sur les criteres

morphologiques, les aspects microscopiques et macroscopiques.

Dans notre étude, I’identification de la mycroflore pathogene des feuilles et fruits de

tomate attaqués par la mineuse Tuta absoluta a permis d’obtenir des résultats intéressants.

2.1.1. ldentification des moisissures

Les analyses effectuées sur les feuilles et les fruits de tomate ont révelé la présence de
plusieurs genres de champignons. L’identification des différentes souches a été réalisée par les
caractéres macroscopiques et microscopiques avec I’aide précieuse de Mr Belyagoubi et Mme

Kholkhal que nous remercions.
Letableau 15 suivant montre les caractéres spécifiques de chaque souche isolée.

Tableau 15 : caractéres macroscopiques et microscopiques des champignons isolés

Genres Aspects macr oscopiques Aspects microscopiques
Fusarium spl Croissance rapide; colonies | Microconidies
Fusarium sp2 cotonneuse blanche. unicellulairestrés

nombreuses portées par des

phialides courtes.

Penicillium sp. Les colonies poussent | conidiophores ramifies et
rapidement avec une couleur | disposés en longue chaine;

verte ; croissance  rapide; | mycélium ramifié.

texture cotonneuse.

Aspergillus sp. Les colonies ont une croissance | Les  conidiophores  sont
moyennement rapide ; la texture | jaunes; mycélium
est cotonneuse. cloisonné.

Trichoderma sp. Thalle blanc, puis vert olive | Conidiophores trés ramifiés.

dans les régions sporogenes.

Cladosporium sp. Colonies de couleur vert foncé a | Conidiophores ramifiés et
noire; croissance relativement | disposés en longue chaine.

lente.
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Les figures suivantes montrent les aspects macroscopiques et microscopiques des souches

identifiées a partir de nos échantillons.

Figure 17: Aspects macroscopique et microscopique du genre Fusarium spl et Fusarium sp2.

Figure 18: Aspects macroscopique et microscopique du genre Penicillium sp.
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Figure 19: Aspects macroscopique et microscopique du genre Aspergillus sp.

Figure 20: Aspects macroscopique et microscopique du genre Trichoderma sp.

Figure 21: Aspects macroscopigue et microscopique du genre Cladosporium sp.
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2.1.2. Dénombrement des moisissures isolées.
» Sur lesfeuilles
L es analyses mycologiques des feuilles de tomate prélevées ont montré une différence
entre celles qui étaient saines et celles qui ont été infectées par la mineuse dont les piqures
avaient favorisé I’installation de certains genres de moisissures. Les résultats ont montré une
dominance de certaines moisissures filamenteuses comme Aspergillus et Penicillium chez les
feuilles de tomate infectées par la mineuse (figure 22), cela s’explique par le grand pouvoir de

competiteur de ces moisissures et leur rapidité de croissance.
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Figure 22: pourcentages des champignons dans les feuilles de tomate saines et infectées

La figure 22 montre une dominance des champignons Aspergillus et Penicillium au
niveau des feuilles infectées avec un pourcentage qui dépassait les 25%, un faible pourcentage
pour les deux espéces de Fusarium alors que I’espece Cladosporium présentait une dominance

au niveau de feuilles saines.

» Sur lesfruits de tomate
Nous avons identifié trois genres de champignons au niveau des fruits de tomate:
Aspergillus, Penicillium sp.et Trichoderma.

La figure 23 suivante presente les pourcentages de moisissures isolées des fruits de tomate

sains et infectés.
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Figur e 23: Pourcentages des champignons dans les fruits de tomate sains et infectés

L es analyses mycologiques des fruits de tomate ont montré une différence au niveau des
pourcentages entre les fruits sains et infectés. Les trois genres étaient présents au niveau des
deux types de fruits avec une dominance de Aspergillus et Penicillium pour les fruits infectés
par la mineuse ; le genre Aspergillus a présenté le pourcentage le plus élevé avec 70%, ce qui
explique la pourriture des fruits de tomate, notamment au niveau de la zone d’infection par la

mineuse.

Le genre Trichoderma a présenté un taux plus élevé au niveau des fruits sains.

3. Etudebiochimique

Le processus général de caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir des
plantes fait intervenir différentes étapes qui sont : extraction, fractionnement et identification
des composés d’intéréts, toutes guidées par des analyses phytochimiques et des tests
biologiques (Hostettman et Wolfender, 2004).

3.1.Criblage phytochimique
Les résultats préliminaires de la composition phytochimique des différents extraits de la

plante étudiée (Lycopersicon esculentum) sont présentés dans le tableau 16:
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Tableau 16: Résultats du criblage phytochimique effectué sur les différents extraits de tomate

Infectées saines Infectés sains
Tanins +++ 4+ +++ +++
Flavonoides + - ++ +
Terpénes + + ++ +
Alcaloides +++ +++ - -
Anthraquinones - - - -
Saponosides +++ +++ - -
Coumarines - + -
Composés réducteurs - - ++ +++
Réaction négative : - réaction faiblement positive : + réaction moyennement positive : ++

réaction fortement positive : +++

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur les deux parties de la
plante (feuilles et fruits) ont revélé la richesse de cette plante en tanins, spécifiquement les

tanins cathéchiques.

On note aussi la présence des flavonoides et des coumarines avec des intensités
variables entre les deux parties de la plante ; aussi les feuilles ont enregistré une forte quantité
en alcaloides, le test a été confirmé par une précipitation blanche au contact avec le réactif de

Mayer.

D’autre part, les saponosides se sont révélés positifs uniqguement dans les extraits des
feuilles de tomate, avec la formation d’une mousse dans les tubes (dépassant les 3cm de
hauteur). Nous avons remarqué également la présence des composés réducteurs au niveau des

fruits de tomate.

3.2.Rendements en extraits secs
L’extraction des composés phénoliques, des flavonoides et des tanins par 1’acétone des
differentes parties de la plante étudiée, nous a permis de déterminer les rendements en extraits

secs. Les rendements obtenus, exprimés en pourcentage, sont présentés dans le tableau 17.
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Tableau 17 : Rendements en extraits obtenus a partir des fruits et feuilles de L. esculentum.

Rendements (%) Feuilles Fruits

Infectées saines Infectés sains

Extrait brut (eau/MeoH) 12,30+0,30 | 10,98+0,32 29,33+0,95 6,98+0,79

Fraction acétate d’éthyle 4,92+0,10 1,99+0,01 0,5+0,141 0,48+0,09
Fraction butanolique 2,18+0,13 2,38+0,51 2,35+0,19 1,47+0.38
Extrait brut (eau/Acétone) | 0,60+0,00 0,01+0,00 / /

Les résultats obtenus sont montré que les rendements des extractions varient de 0,01 a
29,33%. Nous constatons que les rendements des extraits méthanoliques des feuilles de tomate,
saines et infectées, sont plus ou moins proches avec des pourcentages de 1’ordre 10,98 et
12,30% respectivement. Concernant les flavonoides, la fraction acétate d’éthyle de la partie
infectée a donné le meilleur rendement (4,92%) ; contrairement a la fraction butanolique ou les

rendements étaient similaires entre lesdeux parties, infectées et saines.

Le rendement d’extraction le plus élevé a été enregistré pour I’extrait méthanolique des
fruits infectés, del’ordre de 29,33+0,95%.

3.3.Détermination de la teneur en composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives tres recherchées en raison de
leurs propriétés biologiques (anti-oxydantes, insecticides, antimicrobiennes....), ce qui nous a
incité a effectuer les dosages des phénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins
condensés pour chaque extrait, par des méthodes spectrophotométriques, en utilisant les
équations de régressions linaires des courbes d’étalonnages exprimées en mg d’acide gallique,

mg équivalent de catéchine, ou mg équivalent de quercetine.

3.3.1. Détermination de la teneur en phénols totaux
Les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, flavonoides, flavonols et tanins

condensés des différents extraits de la plante sont présentés dans le tableau 18.

Ces resultats montrent que les teneurs en phénols totaux varient entre les différents

extraits.

74



Chapitre III Résultats et Discussion

D’aprés la figure 24, nous remarquons que la teneur la plus importante en phénols
totaux est observée dans les fruits de tomates infectées par lamineuse, suivie par les fruits de
tomates saines, elles sont de I’ordre de 26,20 £ 0,16 ; 14,03 + 1,25 mg GAE /g MS
respectivement, par contre les feuilles de tomate infectées ont présenté une teneur de 13,04 +
0,82 mg GAE /g MS en phénols totaux. D’apres les résultats, nous remarquons que les fruits de

tomate accusent les teneurs les plus importantes en ces composés.
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Figure 24: Teneurs en phénols totaux des extraits de feuilles et fruits de Lycopersicon

esculentum.

3.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium.
Les résultats sont exprimés en termes d’équivalent catéchine a 1’aide d’une courbe de

régression linéaire.

Lafigure 25, montre que les teneurs des flavonoides varient considérablement entre les
differents extraits. Les feuilles infectées enregistrent un maximum de flavonoides avec une
valeur de 1,01 £ 0,07 (mg EC/g MS) suivie par la fraction butanolique 0,74 £+ 0,01 (mg EC/g
MS).

Tandis que lateneur la plus faible est enregistrée au niveau de la fraction acétate d’éthyle pour

P’extrait de feuilles de tomate infectées.
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Figure 25: Teneurs en flavonoides des extraits de feuilles et fruits de Lycopersicon esculentum

3.3.3. Détermination de la teneur en flavonols
Lateneur en flavonols a été déterminée par la méthode de trichlorure d’aluminium pour
les différents extraits. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalent quercétine a I’aide

d’une courbe de régression linéaire.

Les résultats présentés dans la figure 26 montrent que ces composés étaient présents
dans tous les extraits étudiés, avec des concentrations variant de 2,23 + 0,12 a 0,15 + 0,03 mg
EQ/g MS selon la partie étudiée. L’extrait brut des feuilles de tomate infectées par lamineuse a
présenté la teneur la plus élevée. Par ailleurs la fraction acétate d’éthyle des feuilles de tomate

saines aenregistré une teneur moyenne en flavonols avec 1,01 + 0,01 mg EQ/g MS.
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Figure 26: Teneurs en flavonols des extraits de feuilles et fruits de L. esculentum.

3.3.4. Détermination de la teneur en tanins condensés

La methode a la vanilline en milieu acide a été utilisée pour quantifier les tanins
condensés dans les différents extraits.

D’apres la figure 27, on remarque que 1’extrait brut des fruits sains possede les teneurs
les plus élevées en tanins condenses suivi de celui des fruits infectés et des feuilles de tomate
infectées par la mineuse. En outre, la fraction butanolique des feuilles infectées et des fruits
infectés a présenté des teneurs plus élevées par rapport aux feuilles saines et fruits sains. Nos
résultats révelent que les tanins condensés sont essentiellement localisés dans le fruit de tomate
les feuilles de latomate.

77



Chapitre III Résultats et Discussion

w

M Brute

N
w

M Acétat ethy

N

i Butanol

EC/g MS)

teneurs en tanins condensés (mg

FE I FES Fl FS

feuilles fruits

FEI : feuilles infectées FES : feuilles saines FI : fruits infectés FS : fruits sains

Figure 27: Teneurs en tanins condensés des extraits de feuilles et fruits de Lycopersicon

esculentum

Le tableau 18 présente les teneurs en ces différents métabolites secondaires au niveau des
feuilles et fruits de tomates, sains et infectés.
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Tableau 18: teneurs en phénols totaux, flavonoides, flavonols et tanins condensés des

différents extraits.

Extraits méthanoliques

Phénols totaux Flavonoides
(mg EAG/g (mg

MS)a

MS)b

EC/g

Flavonols

Feuillessaines Brut (eauw/MeoH) 10,33 1,06 0,89 +0,24 2,07+ 0,42 0,92 +0,10
Fraction acétate 2,27 +0,03 0,46 +0,01 0,99+ 0,03 1,01+ 0,01
Fraction 6,01+ 0,07 0,39+0,01 1,24 + 0,05 0,60+ 0,01
butanolique

Feuilles Brut (ecaw/MeoH) 13,04+ 0,82 1,01+ 0,07 0,84 + 0,08 2,23+0,12

infectées
Fraction acétate 2,17+ 0,16 0,16+ 0,01 0,12+ 0,05 0,25+ 0,12
Fraction 6,88 + 0,01 0,74 +£0,01 1,44 + 0,09 1,01+ 0,03
butanolique

Fruits sains Brut (eau/M eoH) 14,03+ 1,25 0,35+ 0,09 2,66 + 0,08 0,15+ 0,03
Fraction acétate 2,92+0,01 0,21+ 0,04 1,31+ 0,05 0,48 + 0,03
Fraction 5,08 + 0,48 0,25+ 0,04 1,07 £ 0,06 0,28 £ 0,00
butanolique

Fruits Brut (eau/M eoH) 26,20+ 0,16 0,43 +0,02 2,38+ 0,01 0,29+ 0,01

infectés
Fraction acétate 2,04 +0,09 0,47 + 0,09 1,47 + 0,04 0,29+ 0,03
Fraction 10,61 + 0,89 0,33+ 0,00 1,71+ 0,03 0,67 £ 0,01
butanolique

4mg équivalent d’acide gallique/ g de la matiére séche. ™ °mg équivalent de catéchine/g de la

matiére seche.
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3.4.Détermination de la teneur en pigments liposolubles
La détermination de la teneur en pigments liposolubles n’a été mesurée que pour les

feuilles de tomate.

En examinant les résultats illustrés par la figure 28, nous remargquons que les feuilles de
tomate contiennent une teneur élevée en chlorophylle brute et chlorophylle A. les feuilles de
tomate infectées présentant un taux élevé en chlorophylle brute et chlorophylle A par rapport

aux feuilles de tomate saines.

Les caroténoides sont représentés par une faible teneur dans les feuilles de tomate saines et

infectées avec un taux de 0,097 pg/g MS.

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

EFES

HFE|

teneurs en pigment (ug/g)

Chloro brut Chloro A ChloroB caroténoids

Figure 28: Teneurs en pigments liposolubles contenus dans les feuilles de tomate (ug/g MS)

3.5.Pouvoir antioxydant des extraits

Les extraits des feuilles et fruits de L. esculentum ont été analysés pour leur activité
antioxydante en utilisant deux méthodes : la méthode FRAP et la méthode de piégeage du
radical DPPH*

3.5.1. Pouvoir réducteur par la méthode FRAP
Dans ce test d’évaluation de I’activité antioxydante, 1’augmentation de 1’absorbance

signifie une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Ozturk et al., 2007).

Dans cette partie, nous avons presenté les résultats relatifs au pouvoir réducteur des

extraits bruts et leurs fractions acétate d’éthyle et n-butanol.

80



Chapitre III Résultats et Discussion

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de graphes de 1’absorbance en fonction des

concentrations de I’extrait.
[Absorbance= f (concentrations)].

3.5.1.1.Pouvoir réducteur des extraits bruts
Lafigure 29 présente graphiquement le pouvoir réducteur des extraits bruts eau/MeOH

des feuilles et fruits (sains et infectés) a différentes concentrations.

D’apres cette figure, les extraits bruts (EB FES, EB FS)(extrait brut feuilles saines,
extrait brut fruits sains) présentent une activité réductrice du fer, supérieure aux extraits bruts

(EB FI et EB FI) (extrait brut feuilles infectées, extrait brut fruits infectés)

A la concentration de 6 mg/mL, les densités optiques (DO) des extraits bruts des fruits
de tomate varient entre 0,6 et 0,91 ; d’apres la figure 36 nous remarquons que les extraits bruts
des fruits sains et infectés ont présenté un pouvoir réducteur important, par contre les extraits

bruts des feuilles saines et infectées ont eu une faible activité réductrice.

0,40 1 0.1
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EB FES: extrait brut feuilles saines EB FEI : extrait brut feuilles infectées EB FS : extrait brut fruits sains EB FI : extrait brut
fruits infectés.

Figure 29: Pouvoir réducteur des extraits bruts des feuilles et fruits de L.esculentum

Nous pouvons aussi exprimer le pouvoir réducteur des extraits bruts des feuilles et des
fruits et du controle positif par la valeur d’EC50 (concentration efficace) ou un extrait atteint

0.5 de I’absorbance.
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Le tableau 19 suivant rapporte les valeurs EC50des différents extraits bruts.

Tableau 19 : Concentration EC50des extraits bruts des feuilles et fruits de L. esculentum par
FRAP.

Extraits EC50 (mg/mL)
EB FES (extrait brut feuilles saines) 4,912
EB FEI (extrait brut feuilles infectées) | 6,690

EB FS (extrait brut fruits sains) 3,376
EB FI (extrait brut fruits infectés) 4,418
Acide ascorbique 0.063

Selon les valeurs des EC50 calculées, la concentration d’EC50 la plus faible a été enregistrée
pour I’acide ascorbique avec 0.063 mg/mL. Pour nos extraits bruts, les valeurs d’EC50 ont été

plus élevées, ce qui explique le faible pouvoir réducteur des extraits bruts.

3.5.1.2.Pouvoir réducteur des fractions acétate d’éthyle
Pour tester le pouvoir réducteur de la fraction acétate d’éthyle des feuilles et fruits de
tomate (sains et infectés), une gamme de concentrations de 0,125 a 4 mg/mL a été utilisée pour
chague extrait. Les résultats de D.O ont permis de tracer des courbes linéaires avec un facteur

de corrélation (R?) compris entre 0,76 & 0,98.

Nous constatons que [’activité réductrice est proportionnelle a 1’augmentation de la
concentration. Les pouvoirs réducteurs de la fraction acétate d’éthyle des feuilles infectées et

non infectées restent faibles (Fig. 30).
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FAE FES: fraction acétate d’éthyle feuilles saines FAE FEI : fraction acétate d’éthyle feuilles infectées FAE FS: fraction
acétate d’éthyle fruitssains FAE FI : fraction acétate d’éthyle fruits infectés.

Figure 30:Pouvoir réducteur des fractions acétate d’éthyle des feuilles et fruits de tomate

Le pouvoir réducteur de la fraction acétate d’éthyle des fruits infectés (FAEFI) s’est
élevé de 0.471 a la concentration 4 mg/mL, par contre la fraction acétate d’éthyle des fruits

sainsa présenté un pouvoir réducteur faible.

Nous avons déterminé la concentration EC50 de nos extraits, les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 20 :
La concentration EC50 la plus élevée est enregistrée pour 1’extrait des feuilles non infectées.

Tableau 20: Concentration EC50 des fractions acétate d’éthyle des feuilles et fruits de L.

esculentum par FRAP

Extraits EC 50(mg/mL)

FAE FES (fraction acétate d’éthyle feuilles saines) 32,675

FAE FEI (fraction acétate d’éthyle feuilles infectées) 7,600

FAE FS (fraction acétate d’éthyle fruits sains) 26,107
FAE FI (fraction acétate d’éthyle fruits infectés) 4,418
Acide ascorbique 0.063

Selon les valeurs d’EC50 calculées, nous remarquons que les quatre extraits ont un faible

pouvoir réducteur du fer par rapport a I’acide ascorbique.
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3.5.1.3.Pouvoir réducteur des fractions n-butanol
Les résultats de ’activité réductrice de la fraction n-butanol des différents extraits de

feuilles et fruits (infectés et sains) sont présentes dans la figure 31.

Le pouvoir réducteur de la fraction butanolique des feuilles saines et infectées s’éleve
de 0,43 et 0,24 a la concentration 0,125 mg/mL a 0,905 et 1,730 a la concentration 2 mg/mL.

Ces deux extraits ont présenté I’activité la plus élevée pour réduire le fer par rapport aux autres

extraits des feuilles saines et infectées.
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Fn-B FES: fraction n-butanol feuilles saines Fn-B FEI : fraction n-butanol feuilles infectées Fn-B FS: fraction n-butanol

fruitssains Fn-B FI : fraction n-butanol fruits infectés

Figure 31 : Pouvoir réducteur des fractions n-butanol des feuilles et fruits de tomate

Concernant les fractions butanoliques des fruits sains et infectés, nous avons enregistré
des pouvoirs réducteurs importants avec des densités optiques maximales de 0,536 a 0,969 a la
concentration 4 mg/mL. La fraction butanolique des fruits sains a présenté un pouvoir réducteur

de fer supérieur a celui de la fraction butanolique des fruits infectés.

Afin de comparer l’efficacité de ces deux extraits, nous avons déterminé la
concentration EC50, les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 21. Les valeurs EC50
des feuilles saines et infectées ont été similaires, et ont présenté un meilleur pouvoir réducteur.
En effet la concentration ECS0 la plus élevée a été enregistrée pour 1’extrait de fruits infectés
avec 3,732+0,032 mg/mL.
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Tableau 21: Concentration EC50 des fractions butanoliques des feuilles et fruits de L.

esculentum par FRAP

Extraits EC 50(mg/mL)

Fn-B FES (fraction n-butanol des feuilles saines) 0,320

Fn-B FEI (fraction n-butanol des feuilles infectées) | 0,367

Fn-B TS (fraction n-butanol des fruits sains) 1,926
Fn-B TI (fraction n-butanol des fruits infectés) 3,732
Acide ascorbique 0.063

Nos résultats révelent que les deux fractions n-butanol des feuilles saines et infectées ont
montré des effets réducteurs. La fraction n-butanol des feuilles saines présente une réduction du

fer plus élevée que les autres fractions.

3.5.2. Piégeage du radical DPPH’
Le radicl DPPH ™ est I’un des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation rapide et

directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité de

cette analyse.

Le DPPHest un radical libre de couleur violacée. Lorsqu’il réagit avec I’agent

réducteur contenu dans les extraits étudiés, la solution perd sa couleur initiale dépendamment
du nombre d’électron récupérés. Ainsi, la perte de coloration indique 1’activité de piégeage du
composeé testé. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition et sont calcules
selon laformule: 1% = [(Ac- AT)/Ac] x100

1% : Pourcentage d’inhibition
AC : Absorbance du contréle ;
AT : Absorbance du test

3.5.2.1.Piégeage du radical DPPHpar les extraits bruts
La figure 32 représente graphiquement les pourcentages d’inhibition des extraits bruts
des feuilles et fruits (sains et infectés) (EB FES, EB FEI, EB FS et EB FI).

D’apres cette figure, on remarque que les extraits bruts des feuilles saines et infectées

présentent des pourcentages d’inhibition trop faibles. A une concentration finale de 2 mg/mL,
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les pourcentages d’inhibition obtenus sont 24,958 +0,582% et 24,509+0,533% pour les extraits

bruts des feuilles respectivement.

Concernant les extraits bruts des fruits sains et infectés, les pourcentages d’inhibition

sont 35,11% et 19,42% a la concentration 4mg/mL, ils sont trop faibles.

Nous remarquons que les pourcentages d’inhibition des fruits sains sont supérieurs a ceux des

fruits infectés.
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EB FES: extrait brut feuilles sasines EB FEI : extrait brut feuilles infectées EB FS: extrait brut fruits sains EB
FI : extrait brut fruits infectés
Figure 32: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des

extraits bruts des feuilles et fruits de tomate

Pour comparer la capacité antioxydante de nos extraits, nous avons determiné le
parametre CI150 ce parameétre a été utilisé pour I’interprétation des résultats, il est défini comme

la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DDPH. Ceci est défini comme une

concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH’ (Pokorny et al., 2001).

Le tableau 22 rapporte les valeurs des CI50 des extraits bruts des feuilles et fruits sains et

infectés.

86



Chapitre III Résultats et Discussion

Tableau 22: concentrations CI50 des feuilles et fruits (sains et infectés) par DPPH par les

extraits bruts

Extraits CI 50(mg/mL)
EB FES (extrait brut feuilles saines) 3,811
EB FEI (extrait brut feuilles infectées) | 4,580

EB FS (extrait brut fruits sains) 6,124
EB FI (extrait brut fruits infectés) 15,319
Acide ascorbique 0.124

A partir du tableau 22, nous remarquons le trés faible pouvoir antioxydant des quatre extraits

par rapport a 1’acide ascorbique.

3.5.2.2.Piégeage du radical DPPH ‘par les fractions acétate d’éthyle
L’activité anti radicalaire de la fraction acétate d’éthyle des feuilles et fruits sains et
infectés vis-a-vis du radical DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition est illustrée dans la

figure 33.

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que les pourcentages d’inhibition

augmentent avec 1’augmentation des concentrations.
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acétate d’éthyle fruitssains FAE FI : fraction acétate d’éthyle fruits infectés

Figure 33: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des
extraits d’acétate d’éthyle desfeuilles et fruits de tomate
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La figure 33 rapporte le pouvoir antioxydant des extraits des feuilles et fruits sains et
infectés de tomate vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH". Nous remarguons gue les
extraits fraction acétate des fruits sains et infectés ont montré une activité antioxydante
importante vis-a-vis du radical libre DPPH’, les deux extraits ont enregistré des valeurs
importantes en pourcentages d’inhibition du DPPH de Dordre de 80,031+0,444% et

65,986+0,579% respectivement.

En revanche, les extraits fraction acétate d’éthyle des feuilles saines et infectées ont
présenté une trés faible activité antioxydante, se traduisant par des pourcentages d’inhibition de
27,027+0,449% et 10,064+0,918% respectivement.

Le tableau 23 rapporte les valeurs des CI50 pour chagque extrait.

Tableau 23: concentrations CI50 des feuilles et fruits sains et infectés par DPPH par les

fractions acétate d’éthyle

Extraits CI 50 (mg/mL)
FAE FES (fraction acétate d’éthyle feuille saine) 4,017
FAE FEI (fraction acétate d’éthyle feuille infectée) | 41,279

FAE FS (fraction acétate d’éthyle fruit sain) 0,644
FAE FI (fraction acétate d’éthyle fruit infecté) 0,921
Acide ascorbique 0,124

Du tableau 23, nous remarquons que les fractions acétate d’éthyle des fruits sains et
infectés (0.644 et 0.921 mg/mL) ont la capacité la plus importante a piéger le radical libre
DPPH, par rapport a I’acide ascorbique (0.124 mg/mL). Alors que pour les fractions acétate
d’éthyle des feuilles saines et infectées, nous remarquons le trés faible pouvoir antioxydant

exprimé par desvaleursdelaCI50 variant de 4,017 a 41,279 mg/mL.

3.5.2.3.Piégeage du radical DPPHopar les fractions n-butanol

Les résultats obtenus pour le test du piégeage du radical DPPH par les différents extraits

butanoliques des feuilles et fruits (sains et infectés) sont rapportés dans la figure 34.

Les fractions butanoliques des feuilles saines et infectées (Fn-B FES, Fn-B FEl)
montrent une activité importante du piégeage du radical libre DPPH’, les pourcentages
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d’inhibition trouvés étaient de 1’ordre de 56,120+0,224 et 55,819+1,043 % a une concentration
de 2 mg/mL.
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Fn-B FES: fraction n-butanol feuilles saines Fn-B FEI : fraction n-butanol feuilles infectées Fn-B FS: fraction n-butanol

fruitssains Fn-B FI : fraction n-butanol fruits infectés

Figure 34: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des

extraits butanoliques des feuilles et fruits de tomate.
L es fractions butanoliques des fruits sains et infectés ont exercé un pouvoir antoxydant faible.
Letableau 24 presente les valeurs de CI50 des fractions n-butanol.

Tableau 24: concentrations CI 50 des feuilles et fruits sains et infectés par DPPH des fractions

n-butanol
Extraits Cl 50(mg/mL)
Fn-B FES (fraction n-butanol des feuilles saines) 1,725
Fn-B FEI (fraction n-butanol des feuilles infectées) 1,745
Fn-B TS (fraction n-butanol des fruits sains) 3,831
Fn-B TI (fraction n-butanol des fruits infectés) 3,461
Acide ascorbique 0,124

En comparant les IC50 des différents extraits testés par rapport a celles de 1’acide ascorbique,
nous remarquons gue les fractions n-butanol des feuilles (saines et infectées) possedent une
activité  anti radicalaire modérée. Cependant, les fractions n-butanol des fruits (sains et

infectés) montrent une faible capacité antioxydante.
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3.6.Analyse chromatographique
Dans cette partie de I’étude, les extraits bruts et les fractions acétate d’éthyle et

butanolique ont été utilisés pour une analyse HPLC.

Nos analyses ont été effectuées dans le Laboratoire de Microorganismes et
Biomolécules Bioactives (LMBA) du campus universitaire EIl Manar (Tunisie) sous ladirection
de Mr Atef JAOUANI.

L’appareil HPLC utilisé est de type Adgilent, il est constitué des éléments suivants : une
pompe Prostart 11000, une colonne Hypersii ODS C 18 (4,6 m X 250mm) de porosité 5um.
La phase mobile est constituée de deux solvants : 1’eau distillée et 1’acétonitrile. L’échantillon
est dissout dans le méthanol (80%) puis filtré a travers un filtre millipore 0,45um. le volume
d’injection est de 20ul. Les pics sont examinés a 280nm et identifiés par les temps de rétention
comparés a ceux des témoins purs. Une gamme de neuf (9) standards a été utilisée pour les

composés d’acide phénolique et de flavonoides.

Tableau 25 : Temps de rétention des standards utilisés dans I’analyse par HPLC

Standards Temps de rétention
(min)
Acide gallique 3.67
Catéchine hydrate 4.24
Acide félurique 16.87
Rutine hydrate 16.75
Naringénine 17.68
Coumarine 18.22
Quercétine 18.46
Acide vanillique 6.05
Acide caféique 5.56

L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétention des différents constituants

des extraits avec ceux des différents standards analysés dans les mémes conditions.
3.6.1. Analyse HPLC desextraitsbrutsdesfeuilleset fruits detomate

Les extraits bruts des feuilles saines et infectées ont été sélectionnés pour une analyse CLHP.
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Figure 35: chromatographie des extraits bruts des feuilles

Neuf constituants ont été détectés entre les deux extraits, les deux graphes de
chromatographie montrent un profil d’un ensemble de pics des différents composes
phénoliques. La comparaison des temps de rétention avec ceux des standards nous a confirmé
la présence I’acide caféique correspondant au pic 6 au niveau de |’extrait brut des feuilles

saines et aussi lespics 2 et 7 qui correspondent soit & 1’acide félurique ou a la rutine hydrate.
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Figure 36 : chromatographies des extraits bruts des fruits

A partir des graphes, nous avons identifié neuf pics entre les fruits infectés et sains. Quatre pics

seulement pour les fruits infectés, et les quatre pics sont élués entre 1 et 10min. Selon les
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étalons utilisés, on peut dire que le premier pic et le deuxieme sont 1’acide caféique et I’acide
vanillique.

Le pic 7 est entre I’acide félurique et la rutine hydratée, et pour le pic 8 il est entre la coumarine
et la quercétine.

3.6.2. Analyse CLHP des fractions acétate d’éthyle des feuilles

Nous avons analysé la fraction acétate d’éthyle pour les feuilles seulement.
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Figure 37: chromatographie de la fraction acétate d’éthyle desfeuilles

Cing pics on été détectés entre les deux fractions des feuilles saines et infectées, quatre
pics pour les feuilles infectées et seulement un seul pic pour les feuilles saines. Le pic 5 a été

identifié avec un temps de rétention de 24 min, il été aussi identifié pour les feuilles infectées.

Le pic 1 correspond soit a I’acide cafeique soit a la rutine hydraté, le pic 2 représente soit la
quercétine ou la coumarine.

3.6.3. Analyse CLHP desfractions n-butanol desfeuilles

Pour la fraction n-butanol, nous n’avons analysé que la fraction des feuilles saines et
infectées.
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Figure 38: chromatographie de la fraction n-butanol desfeuilles

Six pics ont été identifiés entre les feuilles infectées et saines, deux pics seulement au
niveau des feuilles saines.

Selon les étalons utilisés, un seul pic a été identifié, c’est le premier pic qui correspond a la

catéchine hydraté avec un temps de rétention de 4,24min.

4.  Activités biologiques

Dans le but de rechercher de nouvelles molécules pour une lutte naturelle, le regne
vegeétal offre plusieurs possibilités. De nombreuses études se sont développé pour isoler et
identifier de nouvelles molécules qui ont une activité insecticide, antifongique et
antibactérienne (Bousbia, 2004; Bouzouita et al., 2008; Djennan et al., 2011b).

4.1 Activité insecticide
4.1.1. Effet des extraits sur les différents stades larvaires

4.1.1.1.Effet des extraits bruts (feuilles saines et infectées) sur les différents
stadeslarvaires

Plusieurs facteurs ont été pris en considération lors de cette étude, comme le temps
apres traitement et les différentes doses appliquees.

Les figures suivantes illustrent les pourcentages de mortalité des populations larvaires des

stades L1, L2, L3 et L4 apres I’application des différentes doses des extraits.
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Figure 39: effet des extraits bruts des feuilles infectées et saines sur les différents stades
larvaires

Les résultats montrent clairement que les pourcentages de mortalité du témoin étaient
nuls pour les différents stades larvaires pour les deux extraits, alors que 1’effet des extraits bruts

sur les stades larvaires a été positif pour certaines doses, cela aprés deux heures et demie

d’exposition.

Le taux de mortalité était de 50% pour les stades larvaires L1 et L2, a une concentration de
50ul pour I’extrait brut des feuilles infectées, alors que les deux doses Sul et 10ul n’avaient
aucun effet sur les quatre stades larvaires. La dose 20ul présentait un taux de mortalité qui
variait de 20 a 40% pour leslarves L3 et L4.

Cependant, le taux de mortalité a varié de 20a 50% a une concentration de 50pl pour les quatre
stades larvaires.

4.1.1.2 Effet de la fraction acétate d’éthyle (feuilles saines et infectées) sur les
différents stades larvaires

Les figures suivantes représentent les pourcentages de mortalité des stades larvaires L1,
L2, L3et L4 aprés application des extraits.
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Figure 40: effet de la fraction acétate d’éthyle feuilles infectées et saines sur les différents
stades larvaires

Durant cette expérience, les larves témoins ont présenté un pourcentage de mortalité
nul ains que leslarves des stades L3 et L 4.

L’action de la fraction acétate d’éthyle (feuilles saines et feuilles infectées) était positive sur les
deux stadeslarvairesL1 et L2.

Le taux de mortalité était de 20 a 40% a la concentration 50ul pour la fraction acétate

d’éthyle feuilles infectées, alors qu’il était de 50% pour la fraction acétate d’éthyle feuilles
saines.

4.1.1.3.Effet de la fraction n-butanol (feuilles saines et infectées) sur les
différents stades larvaires

Lafigure 41 présente I’effet de la fraction n-butanol des feuilles saines et infectées sur
les différents stades larvaires.
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Figure41l: effet de lafraction n-butanol des feuilles infectées et saines sur les différents stades
larvaires

Les larves témoins de cette expérience ont présenté un pourcentage nul, alors que

I’action de la fraction n-butanol sur les larves a été rapide sur une phase temporelle d’une heure
jusqu’a deux heures.

Le taux de mortalité a présenté des pourcentages supérieurs a 50% pour les deux fractions
(feuilles saines et infectées).

Concernant la fraction n-butanol des feuilles infectées, le taux de mortalité était

supérieur a 50% a la concentration 10pul, 20pul et 50ul pour les quatre stades larvaires. Pour les

deux stades L3 et L4, le taux de mortalité était nul a la concentration 5pl.
Le taux de mortalité était au maximum pour le stade larvaire L1 a une concentration de 50pl.

Cependant la fraction n-butanol des feuilles saines a présenté un taux de mortalité qui
variait de 10 a 60%. Le taux de mortalité etait de 60% pour les larves L1 a une concentration de
50ul, alors que pour les autres larves il était plutot faible.

4.1.2. Estimation de la toxicité des traitements

L’évaluation de I’effet toxique des extraits a été réalisée par la comparaison des
populations larvaires résiduelles (PR) selon le test de Dunnett.
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4.1.2.1. Estimation de la toxicité des extraits bruts
La figure 42 montre la variabilité des populations larvaires résiduelles de la mineuse

Tuta absoluta aprées 1’application des extraits bruts (feuilles infectées et saines).
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Figure42: variabilité des populations résiduelles par les extraits bruts (feuilles infectées et
saines)

Nous remarquons d’apres la figure 42 que ’extrait brut des feuilles infectées semble
toxique a la concentration de 50l puisque le pourcentage de la population résiduelle était de
30% pour le stade larvaire L4. Il est moyennement toxique pour le stade L3 avec 50% de

population residuelle et faible pour les stades L1 et L2 avec des populations résiduelles de 70%.

A la concentration 20pl, la molécule a été moyennement toxique pour le stade L4 et

faible pour les stades L1, L2 et L3 puisque leurs populations résiduelles dépassaient les 60%.

Concernant I’extrait brut des feuilles saines, la toxicité a été faible pour les deux doses

20l et 50l puisque les pourcentages ont dépassé les 50% pour |les quatre stades larvaires.

4.1.2.2 Estimation de la toxicité de la fraction acétate d’éthyle
La figure 43 illustre la variabilité de la population T. absoluta aprés 1’application des

extraits (fraction acétate d’éthyle des feuilles saines et infectées).
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Figure43: variabilité des populations résiduelles par la fraction acétate d’éthyle (feuilles

infectées et saine)

L es pourcentages des populations résiduelles pour les deux extraits etaient supérieurs a

50%aux deux doses (20et 50pl), pour les deux stadeslarvairesL1 et L2.

A la concentration 50ul de la fraction acétate d’éthyle feuilles saines, nous remargquons
une toxicité moyenne pour la population L1 puisque le pourcentage de la population résiduelle
était de 50%.

Les larves L3 et L4 ont presenté un taux de mortalité nul.

Pour la fraction acétate d’éthyle feuilles infectées, nous remarquons une faible toxicité pour les

populations résiduelles pour les deux doses puisque leurs pourcentages ont dépassé les 60%.

4.1.2.3.Estimation de la toxicité par la fraction n-butanol
La figure 44 présente la variabilité de la population T. absoluta aprés 1’application des

extraits (fraction n-butanol des feuilles saines et infectées).
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Figure 44: variabilité des populations résiduelles par la fraction n-butanol (feuilles infectées et
saines)

D’aprés la figure 44, les pourcentages des populations résiduelles ont varié de 30% a
80%.

Pour le stade L1, le pourcentage a été de 30% a la concentration 50ul, 40% pour la
concentration 20ul et 50% pour la concentration 10pul, ce qui s’explique par la toxicité des
molécules bioactives de la fraction n-butanol (feuilles infectées). Le stade L1 semble le plus

impacteé par ces fractions.

En revanche, les mémes molécules bioactives semblent avoir une toxicité moyenne pour
les deux stades larvaires L1 et L2 a la dose 20ul et pour les stades L3 et L4 a la dose 50ul

puisgue les pourcentages des populations résiduelles ont été de 50%.

Concernant la fraction n-butanol des feuilles saines, les pourcentages des populations

résiduelles ont varié de 40 a 90% pour les quatre stades larvairesa la concentration de 50%.

En revanche, les pourcentages des populations résiduelles ont tous été supérieurs a
60%a la concentration de 20%, ce qui explique la faible toxicité des molécules bioactives a
cette concentration.
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4.2 Activités antimicr obiennes
Dans la présente étude, les extraits obtenus a partir des feuilles saines et infectées ont
été testés contre une gamme de microorganismes (bactériens et fongiques). Pour évaluer
I’efficacité de nos extraits, nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur milieu
solide, basée sur la mesure des diamétres des zones d’inhibitions en mm (Biyiti et al., 2004).
Dans I’affirmative, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI), basée
sur la recherche de la plus faible concentration des composés qui inhibe la croissance des

micro-organismes.

4.2.1. Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien des extraits des feuilles de tomate a été testé sur cing souches
bactériennes. Nous rapportons dans le tableau 26 les diamétres des zones d’inhibition des
extraits bruts, des fractions acétate d’éthyle et des fractions n-butanol pour les feuilles saines et

infectées sur les souches bactériennes testées.

A partir des résultats obtenus, nous avons constaté que les extraits des feuilles de tomate
Lycopersicum esculentum n’ont exercé aucun effet sur la croissance de Bacillus, alors que leur
activité vis-a-vis de Pseudomonas et Actinobacter a été modérée ; ces deux souches se sont
comportées différemment selon les doses des extraits, les diamétres des zones d’inhibition
étaient compris entre 8 et 21mm.

Actinobacter a été la plus sensible a I’extrait n-butanol pour les feuilles de tomate saines et
infectées, avec une zone d’inhibition de 23 mm (photos 7 et 8).
L’extrait brut des feuilles de tomate saineS a présenté une certaine efficacité contre

Actinobacter a ladose de 20ul avec un diameétre de 8.5mm.

La souche Bacillus s’est révélée résistante a tous les extraits, cela s’explique soit par la
faible activité antibactérienne des molécules bioactives ou par la difficulté des différents

extraits a diffuser de maniere uniforme a travers I’agar (Rauha et al.,2000).
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Tableau 26: diamétres des zones d’inhibition (en mm) des différents extraits

Résultats et Discussion

Extraits Pseudomonas | Actinobacter | Bacillus
5uL 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Extrait brut FTS 10ul 6+0.00 6+0.00 6+0.00
20pl 6+0.00 8,5+0,70 6+0.00
Sul 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Extrait brut FTA 10ul 6+0.00 6+0.00 6+0.00
20pl 6+0.00 6+0.00 6+0.00
5ul 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Acétate d’éthyle FTS
10ul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00
20ul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00
5ul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Acétate d’éthyle FTA
10ul | 6+0.00 10.5+0.70 6+0.00
20l | 6+0.00 15.5+0.35 6+0.00
5ul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00
n-butanol FTS 10ul | 6+0.00 19.5+0.70 6+0.00
20ul | 6+0.00 21.5+0.70 6+0.00
S5ul | 6+0.00 9.5+0.70 6+0.00
n-butanol FTA 10ul 13.25+0.35 18.25+0.35 6+0.00
20pl 18+0.00 23+0.00 6+0.00
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Les photos suivantes illustrent les différents tests effectués :

Fraction n-butanol FTS Fraction n-butanol FTI
Y

(S

Photo 7 : inhibition d’Actinobacterpar la  Photo 8 : inhibition d’Actinobacter par la
fraction n-butanol feuilles saines lafraction n-butanol feuilles infectées

Pour les deux souches bactériennes Pseudomonas et Actinobacter qui se sont montrées
les plus sensibles par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide, nous avons

déterminé les valeurs de CMI, les résultats sont rapportés dans le tableau 27.

Tableau 27 : concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits

Bactéries testées Extraits

Fraction n-butanol FTS | Fraction n-butanol FTI
Actinobacter 5,03 mg/ml 0,63 mg/ml
Pseudomonas / 0,0396 mg/mi

Les valeurs de la CMI contre les deux microorganismes testés varient de 0.0396 a 5.03

mg/ml.

Les deux souches Actinobacter et Pseudomonas ont été les plus sensibles a la fraction n-

butanol des feuilles infectées avec des valeurs de CMI de 0.0396 a 0.63mg/ml.

La fraction n-butanol des feuilles saines est moins active contre la souche Actinobacter avec
une valeur de CMI de 5,03mg/ml.
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4.1.2. Activité antifongique
Les résultats de I’activité antifongique sont rapportés dans le tableau 28, montrant que les
extraits des feuilles de tomate saines et infectées qui ont un effet inhibiteur sur la croissance des

souches fongiques sont ceux :

v' Des extraits bruts des feuilles de tomate infectées contre les deux souches
Cladosporium et Penicillium avec un diamétre variant de 9 a 11mm.

v La fraction d’acétate d’éthyle des feuilles de tomate saines et infectées contre les
souches Fusarium, Penicillium et Cladosporium avec des diamétres variant de 8.7 a
12.75mm.

v La fraction n-butanol des feuilles de tomate saines(FTS) et infectées(FT1) contre les
souches Aspergillus, Fusarium, Penicillium et Cladosporium avec des diamétres variant
de 7 a12.65mm.
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Résultats et Discussion

Tableau 28 : diamétres des zones d’inhibition (en mm)
Aspergillus | Fusarium | Penicillium | Trichoderma | Cladosporium
SpL | 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
1oul 6+0.00 6+0.00 5.4+0.28 6+0.00 6+0.00
Extrait brut FTS
20ul | 6+0.00 4.65+0.49 | 8.1+0.14 6+0.00 8.5+0.70
Spl 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Extrait brut FTI 10ul | 6+0.00 6+0.00 9.35+0.21 | 6+0.00 6+0.00
20ul | 2.75+0.35 6+0.00 11.1+0.14 | 6+0.00 9.5+0.70
Sul 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Acétate d’éthyle FTS
10p!l | 6+0.00 6+0.00 6.25+0.07 | 6+0.00 6+0.00
20pl | 6+0.00 8.7£0.28 | 12.65+0.21 | 6+0.00 5.75%1.0.6
5ul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
Acétate d’éthyle FTI
10ul | 6+0.00 6+0.00 8.7+0.28 6+0.00 6+0.00
20ul | 6+0.00 10+0.00 12.75+0.21 | 6+0.00 8.75+1.06
Sl | 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
n-butanol FTS 10ul | 3.5+0.70 5.3+042 | 4.75+0.21 | 6+0.00 6+0.00
20pl | 6.05+0.63 7.85+£0.21 | 9.65+0.21 | 6+0.00 9+1.41
Sul | 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00 6+0.00
10pl 6+0.00 7.4+0.56 | 8.1+0.28 6+0.00 6+0.00
n-butanol FTI
20pl 10.75£1.06 | 9.4+0.56 | 12.65+0.21 | 6+0.00 11.5+0.70

La souche qui a fait ’objet de la recherche de la CMI est Penicillium dont les diametres

d’inhibition sont les plus importants, souvent supérieurs a 12mm.
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Tableau 29: concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits vis-a-vis de la souche

Penicillium
Souche Extraits
Acétate d’éthyle FTS | Acétate d’éthyle FTI | n-butanol FTI
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Penicillium 0,19 0,25 0,31

A partir des résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits sur

Penicillium, lesvaleursdelaCMI ont varie de 0,19 a 0.31mg/ml, ce qui montre leur efficacite.

L’action inhibitrice la plus importante est observée pour la fraction acétate d’éthyle FTS avec

une CMI de 0,19 mg/ml.
CONCLUSION

L’ensemble des résultats montre que la tomate Lycopersicon esculentum secréte des
métabolites secondaires lui permettant de se défendre par son pouvoir allélochimique
lorsqu’elle est attaquée aussi bien par la mineuse Tuta absoluta que par les champignons et
bactéries pathogenes. Ces résultats fort intéressants prouvent non seulement le pouvoir
allelopathique de cette plante mais nous permet de proposer les extraits testés comme

alternative aux traitements insecticides jusque la utilisés malgré leur nocivité.
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Discussion

La tomate Lycopersicon esculentum est une plante trés répandue dans le monde entier,

notamment dans le Bassin méditerranéen dont I’ Algérie.

Le fruit de tomate est utilisé sous plusieurs formes tant pour ses propriétés culinaires et
gustatives que pour ses bienfaits sanitaires. Plusieurs ravageurs attaquent la plante parmi
lesquels un insecte holométabole observé ces dernieres années, il cause des pertes
considérables aussi bien sous serre qu’en plein champ, |a mineuse Tuta absoluta dont la lutte

reste trés difficile.

Le travail effectué porte sur la bioécologie de la mineuse dans notre région d’étude et
les différents moyens de lutte naturelle, par le pouvoir allélopathique de la plante de tomate elle

méme, pour lutter contre ce phytophage et la microflore pathogéne qui I’accompagne.

A cet effet, nous avons étudié deux parties de la plante, les feuilles et les fruits, sains et
infectés. Grace aux analyses phytochimiques que nous avons effectué, différents types de
phytoconstituants ont été identifiés dont la classe majoritaire sont les polyphénols (tanins,
flavonoides....). Ces derniers sont des composés ubiquitaires des plantes, répartis dans
differents organes du fait de leur role dans la plante et occupent une place préponderante dans
le groupe des métabolites secondaires. Nous avons aussi testé les différents extraits pour en
connaitre les activités biologiques (insecticides, antifongiques et antibactériennes) ainsi que

leurs activités antioxydantes.
Dans cette partie nous synthétisons et discutons les principaux résultats obtenus.

Tuta absoluta est devenu un ravageur dans de nombreux pays méditerranéens (Tropea
Garzia et al., 2012), il semble y avoir beaucoup de variations au sein de sa capacité a se
développer sous différentes températures. Les travaux en cours ont déterminé queentrel8et

25°C se situent les températures les plus favorables au développement de cet insecte.

Les températures de 10°Cet au-dessous ont été fatales pour le développement de la
mineuse mais nous ne pouvons pas affirmer gu'une population mourrait s les températures de

serre étaient réduites a cette temperature.
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Les ceufs ont éclos a 10°C, mais le cycle de vie n'a jamais pu se terminer, plusieurs
larves de premier stade ont été trouvées mortes a la surface des feuilles aprés avoir échoué a
creuser dans lafeuille. Nous avons constaté que la mortalité totale a été causée a I'état larvaire,

les larves ont tout simplement pourri.

Nous avons pu déterminer quelO°C est a l'extrémité inférieure de la gamme de
températures pour le développement de Tuta absoluta. Les températures supérieures a25°C ont
semblé avoir un effet néfaste sur le développement de Tuta absoluta et sur la durée de vie. Ces
résultats sont compatibles avec les rapports des producteurs dans le sud de I'ltalie qui ont
déclaré que la croissance de la population de Tuta absoluta est plus grande au printemps/début
d’été et a nouveau en fin d'été/automne avec une période de répit a la mi-été (Jacobson, 2012 ;
Andrew et al., 2013).

Dans l'étude actuelle, Tuta absoluta a montré une forte mortalité naturelle. Sur le
terrain, nous avons supposé que la mortalité au troisieme stade serait due a la dispersion des
chenilles a mesure qu'ils grandissent, ce qui augmenterait leur exposition aux prédateurs. En
revanche, les larves de premier et deuxiéme stades sont restées dans la feuille ou la ponte a
lieu. Quand ils ont atteint le troisieme stade, les larves ont se sont étalées sur le plant de tomate
en raison de la compétition pour la nourriture (Price, 1984). Une mortalité élevée dans les
stades larvaires pourrait également étre due au fait que les premiers stades larvaires sont plus
rapprochés et donc plus vulnérables aux prédateurs. Notre étude montre que Tuta absoluta a

une mortalité larvaire naturellement élevée.

Parmi les insectes la forte mortalité des ceufs n’est pas exceptionnelle (Price, 1984). Les
ceufs mal protégés sur la surface des feuilles sont une cible facile pour la prédation et le
parasitisme. La ponte d'un grand nombre d'ceufs, dont beaucoup peuvent ne pas étre viables,
peut minimiser I'impact de ces facteurs de mortalité sur la population de ravageurs. Cela peut
aussi étre une explication pour le faible nombre de papillons adultes obtenus lors de nos

élevages en laboratoire par rapport au nombre d’ceufs éclos au départ.

Nos expériences ont montré que 1’émergence des adultes donne plus d’adultes males
gue de femelles, avec un rapport de sexeratio 1.32, différent de celui trouvé par Fernandez et
Montagne (1990) qui ont observé plus de femelles que de males.

Tuta absoluta est une population multivoltine (Pereyra et Sdnchez, 2006).La durée du

cycle de développement dépend fortement des conditions environnementales, avec un temps
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de développement moyen de 76,3 jours a 14°C, 39,8 jours a 19,7°C et 23,8 jours a27,1°C
(Barrientos et al.,1998). L’étude d’Andrewet al.(2013) montre une durée de développement
de 58 jours a 13°C; 37 jours pour se développer al9°Cet 23jours a 25°C. Ces durées sont
différentes de celles que nous avons obtenues. Dans notre étude nous avons constaté que le
développement de Tuta absoluta de I’ceuf a I’adulte a pris seulement 48 jours a 18°C, 35 jours a
25 °C et 23 jours a 30°C, nos résultats sont en accord avec les résultats de Barrientos et al.
(1998) et de Razuri et Vergas (1975) qui ont constaté que la durée du cycle de développement
de Tuta absoluta varie entre 26 et 34 jours pour une température ambiante de 24 °C.

Selon Bouayad (2015), la durée de développement est de 16 jours a une température de
30°C+1°C, une durée de 21 jours a une température de 27 °C, la durée la plus longue est de 28
jours a une température ambiante de 24+1°C, ces résultats corroborent ceux de Mahdi et al.
(2011).

Plusieurs auteurs ont trouve des durées de développement qui varient de 26 a 38 jours
(Pereira, 2005 ; Molla et al., 2008 ; Silva, 2008), cette variation trouve sa justification dans
I’effet des facteurs climatiques dont principalement la température et 1’hygrométrie qui jouent

un grand role dans la durée du cycle de développement de tous les arthropodes.

L’étude de Vianne (1992), affirme que la durée d’une génération d’un insecte dépend
des facteurs climatiques, en particulier de la température et de I’humidité, Barrientos et al.
(1998) et Daoudi-Hacini et al. (2011) rejoignent la méme idée, en attestant que la température

représente un facteur d’une trés grande importance sur la bioécologie de T. absoluta.

Desneux et al. (2010) ont montré que la durée de vie de I'adulte de Tuta absolutaest
comprise entrelOet 15 jours pour les femelles etde6-7jourspour les males. Ces résultats sont en
accord avec nos résultats pour les adultes femelles, et totalement contredits pour les adultes

males.

La longévité des adultes obtenus lors de nos élevages a été 3 a 13 jours pour I’ensemble
des adultes (males et femelles), ce qui est en accord avec les résultats de Bouayad (2015), qui a
obtenu une longévité des adultes femelles de 8 a 16 jours et de 6 a 13 jours pour les adultes

males.

Ester et al. (2001), ont montré que la longévité est de 10 a 15 jours pour les femelles et

de 6 a 7 jours pour les males.
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Plusieurs travaux ont montré des périodes de longévité plus longues pour les femelles,
(Souza et Reis, 2000 ; Torres et al., 2001 ; Ghelamallah, 2008), ils indiquent une période de
10 a 22 jours pour les femelles et seulement 10 jours pour les males. Mahdi et al.(2011)a
signalé une période plus longue pour les femelles, de 22 a 26 jours et 12 a 18 jours pour les
males.

Ladurée de développement de Tuta absoluta (ou les papillons adultes n’avaient pas de
nourriture fournie) était de 12jours a 25°C. Dans les tests de longévité ou les papillons adultes
avaient une source de nourriture de miel/ eau, ils survivaient pendant 40jours a 10°C. L'age
physiologique des insectes est augmenté a des températures plus basses (Urbanga et al.,
2007).11 est également suspecté que tous les papillons ne sont pas actifs dans les températures

les plus basses.

L’étude de I’évolution des captures des adultes males par le piégeage a phéromone
sexuelle montre 1’apparition d’un pic durant le mois de Juin. L’effectif était presque nul durant
la premiere semaine de capture.

Il est de méme pour le nombre d’ceufs trouveés et le nombre des larves et chrysalides trouveées
pendant |es sorties, on n’a commencé a lesvoir qu’a partir du mois de mars.

Nous remarguons que les nombres des ceufs, larves et adultes et la dynamique de la
population évoluent suivant I’augmentation de la température.

Au cours de cette évolution, les plantes ont su élaborer des systemes de défense leur
permettant de résister aux agents pathogénes. Les interactions héte- pathogenes chez les plantes
ont éeté tres largement étudiees ces dernieres années du point de vue physiologique, métabolique

et méme moléculaire (Nurenberger et al., 2004 ; Eulgem, 2005).

Dans ce travail, nous avons étudié les feuilles et les fruits de Lycopersicon esculentum,
pour montrer le réle de quelques substances biochimiques (flavonoides, tanins, flavonols..)

dans I’interaction avec la mineuse (Tuta absoluta) et les microorganismes qui I’accompagnent.

Les substances phytochimiques ont été recherchées en raison de leurs activités
biologiques nombreuses et surtout leurs roles dans la défense moléculaire des plantes ou

allélopathie.

Chez L. esculentum, le screening phytochimique a permis de détecter les principaux
composés phytochimiques tels que les flavonoides et les tanins cathechiques, les alcaloides et

les saponosides, les terpénes et les composes réducteurs au niveau des feuilles et fruits. Peu
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d’études ont été effectuées sur la composition phytochimique des feuilles et fruits de L.
esculentum, les travaux réalisées par Taveira et al. (2012) et Silva-Beltan et al. (2015)ont
montré que les alcaloides sont les composes les plus abondants dans les feuilles de la plante, ce

sont notamment la tomatine et latomatidine.

Auss les travaux de Muir et al. (2001) et Bovy et al.(2002) sur les fruits de
L.esculentumont confirmé la présence des flavonoides tels que la naringénine chalcone et
certains flavonols tels que le kaempférol et les glycosides de quercétine, principalement dans

les tissus vegétaux.

La richesse de L. esculentum en polyphénols a été confirmée par certains auteurs sur
d’autres especes. Les feuilles de 1’espece Solanum dasyphyllum ont révelé la présence de tanins
catéchiques et de flavonoides (Angenot, 1970). D’autres travaux réalisés par Shen et al.(2005)
et Ghoson(2015) sur I’espece Solanum melongena ont montré la présence des flavonoides et
des tanins. Chez I’espece Solanum nigrum, Zemali et Ouahrani (2013) ont révelé la présence

de tanins, flavonoides, alcaloides et saponines au niveau des feuilles et fruits.

L’étude de Dougnou et al. (2012) sur lesfeuilles et les fruits de Solanum macrocar pona
confirmé la présence des mémes classes phytochimiques que notre espéce (alcaloides, tanins,
flavonoides, saponines et composes réducteurs), ces résultats sont en accord avec ceux de
Gupta (1994), Olaniyi et al.(1998) et Shils et al. (2006). Les résultats de Hedge et al. (2014)
ont montré la présence des alcaloides, saponines et des stériodes au niveau des feuilles et fruits

de Capsicum frutescens (Solanaceae)

Les extractions des différents métabolites secondaires les plus abondants dans les
feuilles et les fruits sains et infectés par la mineuse nous ont permis de calculer les rendements
des extraits bruts méthanoliques, des fractions flavoniques (acétate d’éthyle et n-butanol) et des

tanins.

Les rendements sont élevés dans les extraits bruts méthanoliques au niveau des feuilles
et fruits, ceci a été prouvé par plusieurs études qui ont suggéré que le méthanol est le solvant le
plus utilisé pour extraire les composés phénoliques d’une plante (Sun et al., 2007 ; Fellah et
al., 2008).

L’analyse quantitative des composés phénoliques au niveau des extraits bruts

méthanoliques, fractions flavoniques (acétate d’éthyle et n-butanol) a donné des taux variables
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d’un extrait a un autre, avec une prédominance des extraits bruts, lafraction n-butanol suivis

de la fraction acétate d’éthyle.

Le taux maximal en phénols totaux est obtenu au niveau des extraits bruts des fruits,
puis I’extrait brut des feuilles, suivis de la fraction n-butanol issue par partage de liquide

/liquide de I’extrait eau/MeoH.

Le dosage des phénols totaux de I’espece Capsicum frutescens realise par Gurnani et
al. (2016), a révélé une quantité des phénols totaux de 26,15 mg GAE/g dans I’extrait
d’hexane, tandis que I’extrait éthanolique contient un taux de phénols totaux de 16,22 mg
GAE/g (Shaik et al., 2013). Selon, I’étude de Zadra et al. (2012), la fraction acétate d’éthyle
aprésente la teneur la plus élevée en phénol totaux (546.57 £ 2.35 mg/g acide gallique (GAE)

au niveau des feuilles de 1’espéce Solanum guaraniticum.

Les résultats des teneurs en composés phénoliques de L. esculentum montrent la
richesse des fruits et feuilles en ces derniers, les fruits sont plus riches en composes
phénoliques par rapport aux feuilles. Par conséquence, nos résultats ne concordent pas avec
ceux de Silva-Beltran et al.(2015) qui ont montré que les extraits des feuilles de tomate

contiennent des niveaux plus élevés en phénols totaux que ceux trouvés dans les fruits.

Cette richesse indiquée dans notre étude est confirmé par Rivero et al. (2003) et Toor
et al. (2009). Le taux des phénols totaux aatteint des valeurs trés élevées au niveau des feuilles
de L. esculentum issues d’une serre dans la vallée Yaqui a Sorona au Mexique, il a varié d’une
variété a une autre de 83.35 mg GAEt / g a 125,5 mg GAE/g pour les variétés Floradade et
Pitenza respectivement (Silva-Beltran et al., 2015).

L’étude de Helmja et al.(2007) et Azeez et al.(2012)a montré un bon contenu
phenolique dans les fruits de L.esculentum.L’étude réalisée par Helmja et al. en 2007 révéle

une quantité des phénols totaux de 360mg GAE/g pour lesfruits.

Dans notre étude, les teneurs en phénols totaux des feuilles infectées (13,04 + 0,82 mg
EAG/g MS pour I’extrait brut et 6,88 + 0,01 mg EAG/g M S pour la fraction n-butanol) ont été
plus élevées par rapport a celles des feuilles saines (10,33 + 1,06 pour I’extrait brut et 6,01+
0,07 mgeEAG/ g MS pour lafraction n-butanol). Les teneurs au niveau des fruits infectés (26,20
+ 0,16 mg EAG/g MS pour I’extrait brut et pour la fraction n-butanol 10,61 + 0,89) ont été
supérieures par rapport a celles des fruits sains (I’extrait brut 14,03 + 1,25 et la fraction n-

butanol 5,08 + 0,48). Ceci est justifié par le réle de ces composés dans la défense contre les
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agressions. Selon Bourab (2000) et Rahioui et al. (2002), les composés phénoliques sont

synthétisés suite a une agression pathogene.

Les composés phénoliques ont longtemps €té reconnus comme des COmMpOSEs
allélochimiques pour les plantes et les mauvaises herbes (Weir et al., 2004; Xuan et al., 2005).
Principalement, les terpénoides, les quinones hydrosolubles, hydrobenzoates et les

hydroxycinnamates sont des composés allélochimiques largement efficaces.

Un certain nombre de composés phénoliques simples et complexes s’accumulent dans
les tissus végétaux et agissent comme des phytoalexines et des nématicides contre les
pathogenes du sol et les insectes phytophages (Akhtar et Malik, 2000 ; L attanzio et al.,2006).
Les plantes réagissent a 1’attaque des agents pathogénes en accumulant des phytoalexines telles

gue hydroxycoumarines et les hydroxycinnamates (Mert-Turk, 2002 ; Karou et al., 2005).

Les composés phénoliques ont été proposés comme une solution de lutte contre les
agents pathogeénes des cultures pour minimiser 1’utilisation des produits chimiques au niveau du

secteur agricole (Langcake et al., 1981).

Nos résultats sont en accord avec les résultats de plusieurs travaux, ces auteurs ont
observé I’accumulation de ces composés phénoliques dans les tissus des plantes aprés une
infection par un pathogéne ce qui prouve leur réle dans la défense contre les pathogénes (Dixon
et al.,2002 ; Cayuela et al., 2006 ; Baidez et al., 2007).

Rivero et al. (2003) ont signalé un comportement similaire au niveau des feuilles de
tomate lorsgue ces derniers sont exposés a un stress biotique, le taux des composés phénoliques

est plus important.

Cervilla et al. (2007) ont démontré que I'augmentation des teneurs en polyphénols dans
les feuilles de tomate et I'accumulation de phénols solubles dans les plants de tomates sont des

mécanismes induits en réponse au stress stimulé.

La synthése des composés phénoliques en réponse a une agression pathogéne a
d’ailleurs été mise en évidence chez I’algue rouge C. crispus (Bouarab, 2000 ;Bouarab et al.,
2004).

Pour les autres classes de polyphénols, les plus fortes concentrations en flavonoides et

flavonols ont été enregistrées dans les feuilles de tomate par rapport au fruit. Nos résultats sont
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en accord avec ceux de Muir et al.(2001) ; Bovy et al.(2002) ; Toor et al.(2005) ; Slimestad
et Verheul (2009) et Silva-Beltran et al.(2015).

Par contre 1’étude d’Azeez et al. (2012) montre que la teneur en flavonoide est plus
élevée au niveau des fruits et augmente avec la maturité des fruits ; ces résultats sont en accord
avec lestravaux de Lee et al.(1995) ; Howard et al. (2000) et Riadh et al.(2011).

Dans notre étude, les teneurs en flavonoides et en flavonols étaient supérieures au
niveau des feuilles et des fruits infectés par la mineuse ; les extraits bruts présentant les valeurs
les plus élevées suivis par les fractions n-butanol. En comparant les résultats entre les feuilles et
les fruits, les feuilles présentaient les teneurs les plus élevées en flavonoides et flavonols par
rapport au fruit, nous supposons que ces composés sont impliqués dans la defense contre la

mineuse de latomate et les microorganismes pathogenes.

Beaucoup de flavonoides possedent des propriétés sur les herbivores et des propriétés
antifongiques et antibactériennes (Cushnie et al., 2005), ils jouent un réle important dans la
résistance fongique, de fortes concentrations en flavonoides dans les fruits sont en effet tres
souvent corrélées avec une faible incidence du pathogene. Selon Treutter (2005), I’irradiation
UV de Citrus aurantium entraine une augmentation de la concentration en flavonoides

réduisant ainsi la contamination par Penicillium digitatum.

Le plus grand nombre des flavonoides qui a des activités antifongiques appartient aux

flavanones et aux flavanes (Grayer et al., 1994).

Parmi les classes de flavonoides comprenant des molécules insecticides, on note la
dégueline et la téphrosine (roténoides) qui apparaissent comme de bons larvicides contre
Aedesaegypti (Yenesew et al., 2009) et contre Culex quinquefasciatus (Y enesew et al., 2005).
Aussi, certains ptérocarpanes (dérivés de la ptérocarpine) possedent des propriétés insecticides
contre Anopheles gambiae (neoduline, 4-méthoxynéoduline), contre les termites Reticulitermes

speratus (Jimenez-Gonzalez et al., 2008).

Les tanins ont un grand intérét dans la nutrition et dans la médecine en raison de leur
capacité antioxydante puissante, les propriétés biologiques et médicinales des tanins ont été
liées a leur pouvoir antioxydant puissant (Rosales-Castro et al., 2014).

Les tanins sont aussi des produits chimiques de défense, protégeant les plantes contre

les attaques des herbivores, les champignons et |es mauvaises herbes.
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Les résultats des teneurs en tanins condensés montrent la richesse des fruits en ces
derniers, I’extrait brut du fruit sain a présenté la quantité la plus importante (2,66 + 0,08 mg
EC/g MS) suivi par I’extrait brut du fruit infecté par la mineuse (2,38 + 0,01mg EC/g MS), nos

résultats sont en accord avec les résultats de Oyetayo et al.(2012).

Les chlorophylles sont le groupe le plus important de pigments photosynthétiques,
responsables de I’absorption de la lumiére ; le taux de chlorophylle augmente chez les jeunes
feuilles et diminue considérablement durant la sénescence ((Imai et al., 2005 et 2008).

Dans notre étude, les teneurs des pigments chlorophylliens (chlorophylle brute,
chlorophylle A, chlorophylle B et caroténoides), sont proches entre les feuilles saines et
infectées, cependant le taux de chlorophylle brute est plus élevé que les autres chlorophylles (A
et B). Nos résultats sont en accord avec les résultats de Ferruzzi, et al. (2002) et Silva-
Beltran et al. (2015).

Selon 1’étude de Camejo et Torres (2001), lateneur en chlorophylle A et B augmente
dans les plantes suite a des stress, cette augmentation en chlorophylle A pourrait étre associée a
une synthese majeure de ce pigment. Martin et al. (1995) ont trouvé une augmentation de la
teneur en chlorophylle A dans des plantes soumises au stress citrique et a des températures

élevées.

D’apres nos recherches, il n’y pas eu des travaux se rapportant a 1’activité antioxydante

desfeuilles de la plante Lycopersicon esculentum.

De nombreuses études ont montré que [activité antioxydante mesurée, dépend
essentiellement du systéme et du test utilisé, et on recommande de fonder des conclusions sur
au moins deux systemes de tests différents (Moon et Shinamoto, 2009).

Les propriétés antioxydantes des extraits des plantes doivent étre évaluées dans une
variété de systeme pour assurer I’efficacité de molécules antioxydantes, car ces propriétés
dépendent largement de la composition des extraits et des conditions du systeme de test (Ozsoy
et al., 2008). Elles sont influencées par de nombreux facteurs, qui ne peuvent étre entierement
décrits par une seule méthode par conséquent, il est nécessaire d’effectuer plus d’un type de
modele et de prendre en compte les différents mécanismes d’action des antioxydants (
Szewczyk et al.,2012).
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Toutes ces données nous ont conduitesa faire une étude du pouvoir antioxydant par des

méthodes spécifiques, a savoir la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH.

Dans la premiere méthode, le profil de réduction de fer a changé d’un extrait a un autre,
mais nous avons remarqué une augmentation proportionnelle de la réeduction du fer (reflétée par

I’augmentation des absorbances) avec I’augmentation des concentrations utilisées.

La puissante capacité des extraits étudiés pour réduire le fer a été obtenue par les
fractions n-butanol des feuilles infectées et des feuilles saines, ces derniéres ont présenté la
capacité la plus basse. Le pouvoir réducteur du fer est important au niveau des extraits bruts
des fruits sains et infectés avec des absorbances de 0.6 a 0.91 a la concentration 6mg/mL, de
méme les résultats de Balaswamy et al., (2015) ont montré que le jus de tomate présente une

forte activité a réduire le fer avec une absorbance de 0,9769 a la concentration 5mg/mL.

L’activité antiradicale des différents extraits a été évaluée par le test du DPPH, celui-ci
est souvent utilisé pour la rapidité des résultats, comme il est employé pour le criblage des
molécules douées d’activités antioxydantes présentes dans les végétaux (Yi et al.,2008). En
comparant les CI150 des différents extraits testés par rapport a I’acide ascorbique, nous avons
remarqué que les fractions acétate d’éthyle des fruits sains et infectés ont la capacité de piéger
le radical DPPH, les valeurs de CI50 sont les plus basses (0,644mg/mL et 0,924mg/mL), elles
sont plus importantes que celles de 1’acide ascorbique. Nos résultats sont en accord avec les
résultats d’Elbadrawy et Sello (2011) et de Sidhu et al. (2017). cette forte activité
antioxydante a piéger le radical DPPH est due a sa teneur élevée en lycopene et en composés
phenoliques (Brand-Williams et al., 1995; Yen et al., 2005).

Ains les fractions n-butanol des feuilles saines et infectées présentent une CI50 de
1,7mg/mL, ces extraits presentent une activité anti radicale moyenne, tandis que les autres
extraits donnent les valeurs les plus élevées, par conséquence I’activité antioxydante la plus

faible.

Des travaux réalisés par Silva-Beltran et al. (2015) ont montré que les feuilles de
tomate présentent une forte activité antioxydante a piéger le radical libre DPPH, les activités les
plus élevées observées dans les feuilles pourraient représenter un mécanisme de defense dans
la plante, ces résultats sont confirmés par les travaux de Rivero et al. (2003) et Cui €t al.
(2006).
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Pour la premiere fois dans ce type d’étude, nous avons réalisé une chromatographie en

phase liquide a haute performance (HPLC) pour les feuilles saines et infectées par la mineuse.

Entre les différents extraits, on s’est intéressé a la fraction n-butanol des feuilles saines

et infectées.

Les différents profils de pics observés entre les fractions n-butanol des feuilles ont
confirmé la synthése de nouveaux composés dans les feuilles infectées par la mineuse (Tuta

absoluta), qui n’ont pas été trouvés dans les feuilles saines.

La catéchine a été identifiée suivant les étalons utilisés. D’apres 1’étude de Ntalli et al.
(2011), la catéchine agit comme un moyen de dissuasion contre la pyrale du mais (Ostrinia
nubilalis).

Plusieurs composés phénoliques ont été identifiés dans les feuilles de tomate par
HPLC/MS, y compris les acides trans et cis-p-coumarique, caféique, trans-férulique, sinapique,
protocatéchique et vanilliqgue (Revilla et al., 1985; Van der Rest et al.; 2006, Boudet,
2007 et Bernard et al., 2009). L’acide gallique, I’acide chlorogénique, la rutine et la quercétine
ont été trouvés comme composés prédominants dans les feuilles de tomate (Silva-Beltran et
al., 2015; Slimestad et Verheul, 2009).

Ferrereset al. (2011) ont utilisé le HPLC-DAD-ESI-MS pour caractériser les composes
phénoliques dans les feuilles de tomate Lycopersicon esculentum en présence de Spodoptera
littoralis et ont identifié 15 composés phénoliques dont I’acide caféique, 1’acide férulique, la
rutine et quercetine. Panina et al. (2007) ont signalé la présence d’acide férulique, caféique et
vanillique dans les feuilles de la tomate suite a I’attaque par des champignons, parmi lesquels
I’acide caféique avait la teneur la plus élevee. Les travaux de Silva-Beltran et al. (2014) ont
identifié 6 composés phénoliques dont la quercétine, la rutine et 1’acide férulique ; 1’acide
gallique, 1’acide chlorogénique et la rutine sont les composants prédominants dans les extraits
des feuilles de la tomate. L’acide gallique a été signalé comme un composant majeur des
plantes de citrouille, les extraits des feuilles de goyave et les extraits de graines de Moringa
oleifera(Kubola et Siriamornpun,2008; Nantitanon et al.,2010; Govardhan-Singh et al.
2013).

Sanchez-Rodriguez et al. (2012) ont signalé la présence de dérivés de 1’acide
caféoylquinique, de la quercétine et du kaempférol, ainsi que de la quercétine-3-0-rutinose

(flavine) de flavonol-3-0 (rutine) en tant que composants majeurs.
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Dans notre étude, les feuilles de la tomate Lycopersicon esculentum ont montré une
forte accumulation de composés phénoliques, qui pourraient étre stimulés en réponse aux

facteurs biotiques et au stress abiotiques (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).

Ceci pourrait expliquer la teneur la plus élevée des phénols totaux, des flavonoides et

des flavonols dans la fraction n-butanol des feuilles infectées par la mineuse Tuta absoluta.

Néanmoins, ces molécules sont susceptibles de jouer un role de defense contre les
insectes ou un réle de dissuasion alimentaire. L’é¢tude de Cayuela et al. (2006) montre que
I’acide férulique incorporé dans le régime a diminuée la survie et réduite I’indice de la

reproduction de la punaise verte (Schizaphis graminum).

Les métabolites secondaires des plantes peuvent jouer un role important en tant que
pesticides, ils peuvent également conduire a une diminution de I’utilisation des insecticides
chimiques, qui sont actuellement utilisés & des concentrations élevées. Dans ce contexte, nous
avons étudié les activités biologiques de nos extraits sur la mineuse de la tomate (Tuta
absoluta) et sur les bactéries phytopathogénes et sur les champignons.

Les différents extraits bruts et leurs fractions (fraction acétate d’éthyle et n-butanol) des
feuilles saines et infectées sont testés sur les quatre stades larvaires (L1, L2 L3 et L4).
L’ensemble des résultats obtenus dans nos conditions expérimentales montre que les deux
fractions n-butanol des feuilles saines et infectées ont une action larvicide sur les larves
(L1, L2, L3 etL4).

Aprés I'utilisation des fractions n-butanol sur les quatre stades larvaires, nous avons
enregistré des taux de mortalité supérieurs a 50%. Le taux de mortalité a varié selon les
concentrations des extraits utilisés, & une concentration de 5pl le taux de mortalité étaient nul

pour les deux stades (L3 et L4) alors que pour les autres stades il était faible.

En revanche, le taux de mortalité augmente avec 1’augmentation des concentrations, a
(10ul, 20ul et 50ul) il est supérieur a 50%. Ces résultats expliquent la toxicité de cette plante en

raison de sa richesse en molécules bioactives.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Devanand et Usha Rani (2011) qui ont
montré que I’extrait des feuilles de L. esculentum et ses fractions chromatographiques ont
montré un effet inhibiteur de la croissance des larves Spodoptera litura et Achaea janata.

Plusieurs auteurs ont mentionné la présence des molécules bioactives dans les feuilles de la
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tomate comme a-tomatine. Les travaux de Ventrella et al. (2016) ont prouvé que a-tomatine a
causé la plus grande mortalité de la cicadelle de la pomme de terre Empoasca fabae. a-tomatine
était également trés toxique sur les ceufs de fausse-teigne des cruciféeres (Plutella xylostella) qui

s’attaque aux légumes comme le chou (Friedman, 2002).

Au Maroc, Ait Taadaouit et al.(2011) ont trouvé une bonne activité larvicide des

extraits de Thymus vulgaris et Argania spinosa contre |les stades larvaires de Tuta absoluta.

En ce qui concerne I’activité antibactérienne des différents extraits étudiés, les fractions
n-butanol des feuilles saines et infectées ont montré une activité antimicrobienne contre les

deux souches Actinobacter et Pseudomonas avec des zones d’inhibitions différentes.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction n-butanol des feuilles infectées a donné
une trés bonne activité antibactérienne. A la concentration 20pl, nous avons eu une zone

d’inhibition de 23mm pour la souche Actinobacter.

La souche Bacillus s’est révélée résistante a tous les extraits, cela s’explique soit par la
faible capacité des composés antimicrobiens, soit par 1’absence des molécules fortement
antimicrobiennes présentes dans les différents extraits a diffuser de maniére uniforme a travers
I’agar (Rauha et al.,2000).

Plusieurs études rapportent que les extraits des feuilles de la tomate ont montré une
activite antimicrobienne importante contre les souches Escherichia coli, Klebsiela
pneumoniae, Saphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Bari et al., 2010 ; Valya et
al, 2011 ;Murali Krishna et al., 2013 ;Akilan et al.,2014 ; Silva-Beltran et al., 2015).

Gandhiappan et al. (2012) ont montré que les fractions acétate d’éthyle des especes de
la famille des solanacées (Solanum anguivi ; Solanum nigrum ; Solanum pubescens ; Solanum
surratense ; Solanum torvum et Solanum trilobatum) étaient efficaces contre quatre espéces
bactériennes (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,Vibrio cholerae et Klebsidlla
pneumoniae). Venkatesan et al. (2004) ont rapporté que I'extrait éthanolique de Solanum

nigruma présenté des activités antimicrobiennes contre 16 types de bactéries.

Concernant la microflore pathogene des la plante tomate L. esculentum, nous avons
identifie six souches de champignons isolées des feuilles et des fruits : Fusarium spl, Fusarium
sp2, Pinicilliumsp.,Aspergillus sp, Trichoderma sp, Cladosporium sp.qui ont servi a tester

I’activité biologique des extraits étudiees.
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Les travaux de Kalyoncu et al. (2005) ont identifié 18 souches de champignons isolés

de latomate parmi les genres : Aspergillus, Fusarium, Penicillium et Trichoderma.

Le pouvoir antifongique des extraits a été étudié vis-a-vis des champignons isolés. La
souche Penicillium a été sensible a tous les extraits, la fraction n-butanol des feuilles infectées

donne une zone d’inhibition plus importante.

Les travaux de Gandhiappan et al. (2012) ont montré que les fractions acétate d’éthyle
de certaines espéces de la famille des solanacés ont eu une activité antifongique contre Candida
albicans, Candida parapsilosis et Candida tropicalis.

Ainsi, Murali Krishna et al. (2013) ont remarqué que les extraits de Solanum
lycopersicum L, ont été actifs contre les especesAspergillus niger, Aspergillus flavus et
Candida albicans.

L’ensemble des résultats nous permet de préconiser I'utilisation des extraits des
composés phénoliques des feuilles de la tomate contre Tuta absoluta et tous les pathogénes qui

lui sont associés pour protéger les cultures.
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Conclusion

La culture de la tomate a une grande importance dans I’économie algérienne.
Depuis 2008, cette culture est attaquée par Tuta absoluta (un microlépidoptere de 6 a
7 mm) dont la larve provoque d’importants dégats sur les feuilles, les tiges et les
fruits, particulierement sur la tomate.

La lutte biologique attire 1’attention des chercheurs a 1’heure actuelle, surtout
par I’utilisation de substances naturelles d’origine végétale comme insecticides.

La lutte contre ce nuisible est rendue difficile du fait de la présence de
plusieurs especes hotes avec des périodes de maturation variables et échelonnées dans
le temps. Pour cela, la recherche de traitements naturels et des solutions alternatives
en utilisant des produits naturels pour lutter contre ces ravageurs est devenue
indispensable.

L’objectif de ce travail est de vérifier si la tomate Lycopersicon esculentum
possédait un pouvoir allélopathique lui permettant de lutter contre ses bioagresseurs,
grace aux composés phenoliques qu’elle secrete, afin de les proposer comme agents
de contrdle pour limiter les effets néfastes des pesticides sur I’environnement et la
santé humaine.

Au cours de ce travail qui s’intéresse a 1’évaluation de [Dactivité
antimicrobienne, insecticide et anti-oxydante des extraits de feuilles de tomate saines
et infectées, une bonne connaissance sur la bio-écologie et le développement de Tuta
absoluta dans notre région eétait indispensable pour mieux cibler les périodes
d’intervention, a I’apparition de nouvelles générations de la mineuse.

L’étude du cycle biologique de cet insecte holométabole en fonction de la
température, a partir des élevages effectués en laboratoire, a fait ressortir une durée
moyenne des stades de développement de I’ceuf a I’adulte de45+3 jours a 18 °C, 35+2
jours a 25 °C et 21+1 jours a 30°C.

Les émergences des adultes donnent plus de males que de femelles pour tous les
élevages, le sexeratio est de 1,69.

L’étude biochimique montre que les extraits des feuilles et des fruits de tomate
sains et infectés sont riches en composés phénoliques ;la teneur en composés varie
d’un extrait a un autre avec une prédominance au niveau des extraits bruts suivis des
fractions acétate d’éthyle obtenues par partage liquide-liquide des extraits bruts
eau/MeOH (12.30+0.30, 10.98+0.32, 4.92+0.10, 1.99+0.01 respectivement).
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Conclusion

Les différents types de dosage (phénols totaux, flavonoides, tanins condensés et
flavonols) ont montré une dominance des extraits bruts suivis de la fraction n-butanol. Les
feuilles de tomate infectée sont présenté un taux élevé en phénol totaux, flavonoides,

tanins condenses et flavonol par rapport aux feuilles saines.
L’activité antioxydante analysée par les deux méthodes FRAP et DPPH’,

révéle que la fraction n-butanol des extraits feuilles de tomate saines et infectées ont
présenté un pouvoir remarquable pour donner des électrons aux radicaux libres
réactifs, les convertissant en especes non réactives plus stables.

Les EC50 (concentration efficace pour réduire 50% de la concentration
initiale) de la fraction n-butanol donne des valeurs de 0,320 et 0,367 mg/mL
respectivement présentant ainsi le meilleur pouvoir a réduire le fer. Ces deux extraits
ont marqué aussi une activité moyenne a piéger le radical libre DPPH.

Les fractions acétate d’éthyle des fruits sains et infectés ont montré une
capacité considérable a piéger le radical DPPH, avec des valeurs respectives CI50
(concentration inhibitrice) (0,644 et 0,921mg/mL).

Les analyses par HPLC des différents extraits montrent une différence entre
les fractions n-butanol des extraits des feuilles saines et infectées par la mineuse.
Certains composés phenoliques, y compris la catéchine ont été synthétisés en raison
de D’attaque de la mineuse. Ce sont probablement des phytoalexines, leur réle
protecteur devrait étre étudié pour les incorporer dans les programmes de défense de
latomate contre la mineuse.

L'activité antimicrobienne a partir des extraits acétate d’éthyle, n-butanol, et
méthanol des feuilles de tomates saines et infectées ont montré une activité importante
et de bons effets inhibiteurs envers la bactérie Actinobacter plus que pour
Pseudomonas.

Les extraits de feuilles de tomate révélent une activité antifongique, la réponse
pour chaque champignon testé était différente mais positive ; ce qui hous permet de
dire que ces extraits peuvent étre utilisés dans la lutte contre les microorganismes.

Les tests de toxicité contre les larves de la mineuse par les extraits, montrent des
résultats moyens pour les extraits bruts et fraction acétate d’éthyle.

Le taux de mortalité des larves L1 et L2 atteint 50% a une concentration 50l pour les
extraits bruts des feuilles infectées et saines. Le taux de mortalité a varié de 20a 50%

a une concentration de 50ul pour les quatre stades larvaires.
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Conclusion

La fraction n-butanol des feuilles infectées a donné un bon effet larvicide a
des concentrations de 10ul, 20ul et 50ul avec des taux de mortalité dépassant les 50%
pour leslarves L2, L3 et L4.

L’étude de la lutte  naturelle de la tomate contre les agressions
microbiologiques, par une comparaison des teneurs en composés phénoliques entre
les feuilles et les fruits sains et infestés, a permis de connaitre la stratégie de défense
biochimique de cette plante.

La tomate Lycopersicum esculentim est riche en composés phénoliques, la
lutte commence par la sécrétion des alcaloides puisqu’ils sont toxiques et plus
efficaces grace a leurs propriétés antibiotiques; ils vont agir directement sur les
parameétres liés a la croissance, au développement et a la reproduction des agresseurs.

Les composés phenoliques, les flavonoides et les flavonols, présentent des
teneurs élevées chez les feuilles infectées, nous en concluons que ces composés sont
impliqués dans la défense contre les agresseurs mais en intervenant apres 1’action des
alcaloides, donnant des réactions chimiques ultérieures chez les plantes.

Ainsi, il semble évident a travers cette étude que les composés secondaires
produits par les systemes de défense allélochimique des plantes sont déterminants
dans le maintien des relations étroites qui lient ces plantes avec les différents niveaux
trophiques.

Au terme de cette étude et en fonction des résultats obtenus, nous concluons
gue les composés phénoliques de la tomate ont des effets antifongiques et
antibactériens importants et un effet insecticide nécessitant des concentrations plus
élevees, elles peuvent donc étre exploitees comme traitements efficaces et
inoffensifs contre les maladies de la tomate.

Nous comptons poursuivre ce travail en appliquant sur le terrain les extraits de
feuilles de tomates pour vérifier leur efficacité in situ, avant de les proposer comme
alternatives aux agriculteurs.

Nous espérons pouvoir les utiliser afin de sécuriser au mieux la production de

tomates, en réduisant les dégats, tout en limitant 1’utilisation des pesticides.
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Annexe

Annexes

Annexe Ol :

Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g d’HgCI2 dans 60mL d’eau distillée puis 5g de
KI dans 10mLd’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a
100 mL.

Réactif de Wagner : Dans 75 mL d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1,27g de 12.
Le volume obtenu est ajusté a 100mL avec I’eau distillée.

Annexe 2 : evolution temporelles des larves de Tuta absol uta.

dates L1 L2 L3 L4
10 ferv 0 0 0 0
04-mars 5 7 10 4
24-mars 9 6 13 16
14-avr 10 11 18 21
28-avr 9 10 18 23
05-mai 5 8 13 20
19-mai 10 12 15 24
08-juin 21 35 47 62
22-juin 35 52 71 83

Annexe 3 : évolution temporelle des chrysalides.

dates chrysalides
10 ferv 0
04-mars 9
24-mars 23
14-avr 28
28-avr 24
05-mai 27
19-mai 30
08-juin 38
22-juin 55
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ABSTRACT

We investigated the qualitative and quantitative composition of phenolic compounds in
tomato (Lycopersicon esculentum Mill L.) leaves with and without infestation of tomato borer
(Tuta absoluta Meyrick). Infested and healthy leaves of tomato were extracted with aqueous
methanol, which was partitioned with ethyl acetate and n-butanol. Infested leaves contained
higher levels of total phenolics, flavonoids, flavonols and tannins. The HPLC analysis of the n-
butanol fraction indicated that the leaves contained the catechin and two unknown compounds,
which are likely to be phytoalexins. The protective role of these molecules need to be
investigated, to incorporate this finding in the tomato breeding programmes against the tomato
borer.

Key words: Algeria, alelochemicals, biochemical defence, HPLC, Lycopersicon esculentum,
phenolics compounds, tomato, tomato borer, Tuta absoluta.

INTRODUCTION

The tomato borer (Tuta absoluta Meyrick, Lepidoptera: Gelechiidag) is a
devastating insect pest in tomato (Lycopersicon esculentum) originated in South America
and recently appeared in the Mediterranean region. It attacks the leaves of tomato at all
growth stages, which reduces the yields and quality of tomato (9) and has become major
insect pest in tomato (14). Insecticides are used to control it by growers, however, their
effectivenessis limited due to the nature of insect damage and the development of resistant
tomato borer biotypes (21). Another strategy to control this pest, is the development of
resistant varieties, however, the resistance traits against Tuta absoluta are not yet identified
in local tomato germplasm grown in Algeria. Tomato leaves produces severa bioactive
metabolites [steroidal alkaloids (11), phenolic compounds and flavonoids (10,25)]. These
substances are involved in the host-plant defences and also have several pharmacological
and nutritiona functions in humans (11). They act as deterrents and toxins, especialy the
phenolic compounds to specidist herbivores such as Tuta absoluta (16). They can be
produced in large quantity during an insect pest attack (13). In tomato, their accumulation
is induced after insect attack (7). This research aimed to investigate the role of phenolic
compounds in the biochemical defence of Algerian tomato against Tuta absoluta.

*Correspondence author, *Laboratory of Biological Agents and Phytopathogens, National University
of Tucuman, Argentina.
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MATERIAL AND METHODS

Collection of leaf samples

This research was conducted at Tlemcen province, northwest Algeria (34° and
35°30’" north latitude and 1°20" and 2° 30" west longitude). It has temperate winter (Annual
precipitation : 311.72 mm and maximum temperature : 33.68 °C, minimum temperature :
5.4 °C). Leaf samples were collected from a commercia crop of tomato (Lycopersicon
esculentum Mill L.) of the Tafna variety from March to May 2015, during the infestation
period of tomato borer. Samples (100 g, fresh weight) of infested or uninfested leaves of
the same age (2-4 months) were harvested, washed, dried with a paper towel and dried in
an oven at 60°C for 24 h. Then, they were powdered in a mortar with a pestle before use.
Three samples were collected per treatment.

PREPARATION OF CRUDE EXTRACT AND ORGANIC FRACTIONS
(i). Crude extracts: Leaves (1 g) were powdered and extracted for 24 h with 20 ml of
80% agueous methanol at room temperature, filtered through 0.45-pm-pore-size filter
paper. The filtrates were evaporated to dryness under vacuum at 60 °C using a Buchi
Rotavapor R-200 (3).
(ii). Ethyl acetate and n-butanal fractions of crude extract: The agqueous extract was
partitioned first with ethyl acetate and then with n-butanol to extract the different
classes of flavonoids. The extraction was done according to Bekkara et al. (2). The dry
residues obtained from the crude extracts were dissolved in 10 ml of boiling water to
dissolve the flavonoids. The agueous solution was then filtered through 0.45-pum-pore-
size filter paper. The filtered solution was first partitioned with 10 ml ethyl acetate and
then with 10 ml of n-butanol. The two extracts were evaporated, weighed and finaly
dissolved in 3 ml methanol.
(iii). Tannin fraction: The tannins were extracted from the infested and uninfested
tomato leaves as per the method of Zhang et al. (31). Five g of infested or uninfested
leaves were dried in shade and milled into powder in a mortar with a pestle. This
powder was extracted with 100 ml acetone-water (70:30, v/v) and the mixture was
continuoudly stirred for 72 h at room temperature. Then, the mixture was filtered and
evaporated under vacuum at 40 °C to remove the acetone. The remaining solution was
washed with 30 ml dichloromethane to remove the lipid soluble substances. After
separation of the organic phase, the aqueous layer was extracted with 15 ml of ethyl
acetate. Then, the resulting water layer was evaporated to dryness and the dry residue
was weighed and dissolved in methanol.

QUANTITATIVE DETERMINATION OF PHENOLICS

(i). Total phenalics content: These were spectrophotometrically determined by adding
in atube 1 ml of the Folin-Ciocalteu reagent to 200 pl of extract or fraction (24). Then,
the mixture was diluted 10-times with water and 0.8 ml of 7.5% sodium carbonate
solution. After stirring, the tube was left for 30 min. Then, the absorbance was
measured at 765 nm on Jenway 6405 UV VIS spectrophotometer. Gallic acid was used
as standard to build a calibration curve. The total phenolics content was expressed as
mg of gallic acid eguivalents per g in dry weight of an extract or organic fraction (mg
GAE/g DW).
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(ii). Total flavonoids content: These were determined according to Zishen et al. (32).
Five hundred pl of an extract or fraction was dissolved in 4 ml methanol and
evaporated to dryness. Then, the residue was dissolved in 1500 pl distilled water and
150 pul of 5% NaNO, was added. After 5 min, 150 pl of AICIl3 (10 %, w/v) was added
and the mixture was incubated for 6 min at room temperature. After adding 500 pl of 1
M NaOH, the mixture was fully homogenized by stirring. The absorbance of the
solution was determined at 510 nm against the blank. The total flavonoids content of
the extracts was expressed in mg catechin equivalents per g dry weight of extract or
fraction (mg CE/ g DW).

(iii). Total flavonols content: These were determined according to Lee et al. (24).
Aliquots (0.25 ml) of extract or fraction were mixed with 0.25 ml AICl3 (2 mg/ml) and
1.5 ml sodium acetate (50 mg/ml). The absorbance was recorded at 440 nm after 2.5 h.
The content of flavonols was expressed as mg of quercetin equivalents per g in dry
weight of an extract or afraction (mg QE/ g DW).

HPLC analysis

The composition of n-butanol fraction from each |eaf sample was determined using
an HPLC (Agilent HPLC) system consisting of a Prostart11000 pump, a Hypersil C18
column (4.6 m x 250 mm, 5 um). The mobile phase was water and acetonitrile. The
sample was dissolved in 80% agueous methanol and then filtered through a 0.45 pm-
millipore filter. A 20 pL aliquot of the sample solution was injected. Elution of the
phenolic compounds was monitored at 280 nm. Standards of gallic acid, catechin hydrate,
ferulic acid, rutine hydrate, naringenin, coumarin, quercetin, vanillic acid, caffeic acid
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Peaks of the phenolic compounds in
the samples were identified by comparing their retention times with those of standards and
by co-injection of the n-butanal fraction with standards of phenolic compounds.

Statistical analysis

The mean values of total contents of phenolics, flavonoids and flavonols were subjected to
one way ANOVA. The differences among means were tested by the LSD (least significant
difference) at 0.05 level.

RESULTS

Total phenols, flavonoids, flavonols and tannin contents

The total phenolics, flavonoids and flavonols contents were measured in the crude
extracts and its organic fractions obtained from the healthy and tomato-borer infested
leaves (Figure 1). In the crude extract and the n-butanol fraction, leaves infested with T.
absoluta showed significant higher level (6.88 + 0.01 mg/g, 14% more; 13.04 +0.82 mg/g,
27% more) of phenolic compounds than the undamaged |eaves. The ethyl acetate fractions
did not differ from each other in the total phenolics content. Total flavonoids content was
same in the crude extracts (Figure 2). The ethyl acetate fraction contained the highest
amount of these substances in healthy leaves (0.46 + 0.01 mg/g, 18.5% more), while the n-
butanal fraction showed the highest content in infested leaves (0.74 + 0.01 mg/g, 90%
more). Flavonols were more abundant in the crude extract (2.23 £ 0.12, 39% more) and the
n-butanol fraction (1.01+ 0.03, 71% more) of leaves damaged by the tomato borer (Figure
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3) and in the ethyl acetate fraction of healthy leaves (1.01+ 0.01 mg/g, 300% more).
Infested leaves showed a 6-folds higher level of tannins than the undamaged leaves.
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Figure 1. Total phenolics content of the crude extract and its organic fractions, and tannin fraction
obtained from healthy and infested tomato leaves with tomato borer.
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Figure 2. Total flavonoids content in the crude extract and the ethyl acetate and the butanol fractions
obtained from healthy and infested |eaves with tomato borer.

Identification of phenolic compounds

The four phenolic acids (Gallic, ferulic, vanillic and caffeic acids), four flavonoids
(Catechin hydrate, rutine hydrate, naringenin and quercetin) and coumarin were
determined in the crude extract and its organic fractions by HPLC coupled to a UV-VIS
detector. The retention times obtained for these compounds were 3.67 min (gallic acid),
4.24 min (catechin hydrate), 5.56 min (caffeic acid), 6.05 min 16.87 min (ferulic acid),
16.75 min (rutine hydrate), 17.68 min (naringenin), 18.22 min (coumarin) and 18.46 min
(quercetin). Chromatograms of crude extracts from healthy leaves and leaves infested with
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T. absoluta showed same peak pattern. A similar situation was observed in the ethyl
acetate fraction, but not in the n-butanol fraction, where peaks 1, 2 and 4 were only found
in infested leaves (Fig. 4A) and peaks 5 and 6 were unique of undamaged leaves (Fig 4B).
Peaks 3 and 6 were in both chromatograms. Peak 1 was identified as catechin hydrate
which was absent in the healthy leaves.
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Total flavonol content (mg QE/g DM)
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Figure 3. Total flavonols content in the crude extract and the ethyl acetate and the butanol fractions
obtained from healthy and infested |eaves with the tomato borer.
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Figure 4. HPLC chromatograms showing the phenolic compounds present in the n-butanol fraction of (A)
|eaves infested with tomato borer and (B) undamaged tomato |eaves. The peaks showed retentions times of
4.24 min (P1), 7.80 min (P2), 23.20 min (P3), 25.2 min (P4), 8 min (P5) and 24 min (P6). Peak one was
identified as catechin hydrate. The remaining peaks are unknown compounds.

DISCUSSION

Phenolic compounds are structurally diverse metabolites with an ubiquituous
distribution in higher plants. They have very diverse roles including the protection of
plants against pests and diseases (15). They can be accumulated as structural components
offering a physical barrier to the entrance of phytophagous and phytopathogenic organisms
into the plant (Sampietro et al., 2009). Some plant species also increase their phenolics
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contents after a pathogen or pest attack (1). This defence response often occurs together
with a change in the carbon and energy flows, which are oriented to synthesize phenolic
compounds with antimicrobia and/or antifeedant activities, instead of phenolic molecules
with other physiological roles. Both situations occurred in leaves infested with T. absoluta.
The increase in phenolic compounds synthesized in the damaged leaves was accompanied
by a higher accumulation of tannins and n-butanol soluble phenolic compounds, including
flavonol and flavonoids, not observed in healthy leaves. A similar result was observed in
soybean plants (18) and in infested olives compared to non-infested olives (12). Usha Rani
and Ravibabu (27) also showed that the content of phenolic compounds in plants infested
with Achaea janata was higher than in those infested with Spodoptera litura and
Dichocrocis punctiferalis (26). The reason for this differences may be that the defence
response can be pest specific. In this work, the chemical response triggered by the tomato
borer could not be associated with a brief incidence of T. absoluta on tomato leaves.
Similar situations were previously reported (29) and are due to the fact that several natural
plant pesticides often act as retardants of insect development without the immediate killing
effect, usually generated by commercia insecticides (30). Hence, these phenolic
compounds are likely to reduce the insect damage without completely stopping it. The
synthesis of phenolic compounds reduces the chances of insect adaptations (20).

Regarding the HPLC analysis, the different patterns of peaks observed between the
n-butanol leaf fractions confirmed the synthesis de novo of new compounds in leaves
infested with T. absoluta, which were not found in the undamaged leaves. Catechin was
identified but other unknown constituents were also induced. Catechin acts as the deterrent
to the European corn borer (Ostrinia nubilalis) (20). This kind of phenolic molecules
whose de novo hiosynthesis is induced in response to insect attack are known as
phytoalexins (30). Several phenolic compounds are identified in tomato leaves by HPLC-
MS including the trans and cis-p-coumaric, caffeic, trans-ferulic, sinapic, protocatechuic
and vanillic acids (4,5,22,28). Gallic acid, chlorogenic acid, rutin and quercetin were found
as predominant phenolic compounds in tomato leaves (23,25). The inducible or
congtitutive expression of these phenolic compounds was not investigated in the tomato
leaves. Nevertheless, they are likely to function as feeding deterrents or insect growth
retardants. For example, ferulic acid incorporated into artificiad diets decreased the
survival and reduced the reproductive index of green bug (Schizaphis graminum) (6). The
induced accumulation of phenyl propanoids such as ferulic and p-coumaric acids were
reported in response to insect feeding in wheat tissues exposed to the wheat fly
(Sitodiplosis nonagriodies) (8). Chlorogenic acid and rutin inhibited the early larval
growth of the fruit worm (Heliothis zea) when added to artificial diets (17).

CONCLUSIONS

The leaves of tomato under attack of tomato borer (T. absoluta) accumulated higher
contents of total phenolics, flavonoids, flavonols and tannin contents. The infested leaves
contained the phenolic compounds different from the healthy leaves. Some phenolic
compounds, including catechin, were de novo biosynthesized due to the insect attack. They
are likely phytoalexins. Their protective role should be investigated to incorporate this
finding in the tomato breeding programmes against the tomato borer.
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Résumé

Ce travail porte sur la recherche des composés phénoliques, des extraits de la
tomateLycopersicon esculentum,ayant un pouvoir allélochimique lui permettantde lutter
contre ses bioagresseurs.

Dans les conditions de | aboratoire, la température optimale pour le développement de

Tuta absoluta varie entre 18 a 25°C. Le screening phytochimique de différents extraits
préparés dans différents solvants (eau, eau/MeOH, acétate d’éthyle et n-butanol) révéle la
présence des flavonoides, des tanins et des anthocyanes comme constituants majoritaires des
feuilles et fruits de tomate dans les différents extraits. Dans I'extrait brut et la fraction n-
butanol, les feuilles infectéespar T. absoluta présentaient un taux significativement plus élevé
de composés phénoliques (13,04 £ 0,82 mg/ EAG/g MS ; 6,88 + 0,01 mg / EAG/g MS) que
les feuilles saines. Les fractions n-butanol des feuilles saines et infectées ont montré une
activité insecticide sur les quatre stades larvaires de T. absoluta ; antimicrobienne contre les
deux souches bactériennesActinobacter et Pseudomonas et fongicide particuliérement sur
Penicilliumavec des zones d’inhibitions différentes.
L’ensemble des résultats montre que la tomate Lycopersicon esculentum sécréte des
métabolites secondaires lui permettant de se défendre par son pouvoir allélochimique
lorsqu’elle est attaquée aussi bien par la mineuse Tuta absoluta que par les champignons et
bactéries pathogenes.

Mots clés : Lycopersicon esculentum, allélopathie, Tuta absoluta, lutte.

Summary
Thiswork is aresearch of phenolic compounds, extracts of tomato Lycopersicon esculentum,
with allelochimical power allowing him to fight against his oats. In laboratory conditions, the
optimum temperature for the development of Tuta absoluta varies between 18 to 25°C.
Screening phytochemical of different extracts prepared in different solvents (water,
water/MeOH, ethyl acetate and n-butanol) reveals the presence of flavonoids, tannins and
anthocyanins as magjority constituents of the leaves and fruits of tomato in different excerpts.
In the crude extract and the n-butanol fraction, leaves infected with T. absoluta had a
significantly higher rate of phenolic compounds (13.04 £ 0.82 mg/ EAG/g M...)
Healthy and infected leaves n-butanol fractions showed insecticidal activity on the four
instars of T.absoluta; anti-microbial against both bacteria Actinobacter and Pseudomonas
strains and fungicide particularly on Penicillium with areas of different inhibitions. The result
set shows that tomato Lycopersicon esculentum secretes secondary metabolites allowing him
to defend himself by his allelochimical power when it is attacked by the miner Tuta absoluta
by fungi aswell and pathogenic bacteria.
Keywords: Lycopersicon esculentum, allelopathy, Tuta absoluta, Struggle.
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