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INTRODUCTION

La tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) famille des solanacées, occupe une place
privilégiée dans le secteur maraicher en Algérie. Elle est considérée a juste titre comme une
espece prioritaire comme la pomme de terre, I’ail et I’oignon.

La culture de la tomate est pratiquée dans le monde entier. C’est une culture a cycle trés court
qui peut donner de hauts rendements, elle est économiquement importante. Une bonne
production exige un certain nombre de bonnes conduites, d’abord culturales dont la
protection, puis commerciales pour couvrir les besoins du marché national et améliorer la
qualité du produit, car la tomate est sujette a plusieurs problemes liés a la production, a la
protection, a la commercialisation, au conditionnement et a la transformation.

La tomate occupe une place prépondérante dans 1'économie agricole algérienne. Prés 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).

Depuis 2008, cette culture est attaquée par la mineuse Tuta absoluta (un microlépidoptere de
6 2 7 mm)) dont la larve provoque d’importants dégats sur les feuilles, les tiges et les fruits de
la tomate ; ces dommages peuvent atteindre 100% de pertes dans certains cas (INPV, 2008).
Elle se développe également sur d’autres especes cultivées telles que 1’aubergine, la pomme
de terre, le poivron ainsi que d’autres solanacées. La premiere déclaration de la présence de
Tuta absoluta a été faite en Argentine vers 1964 ; par la suite, sa présence a été¢ déclarée dans
d’autres pays de I’ Amérique latine. Ce ravageur s’est propagé rapidement depuis 2006 vers le
sud de I’Europe et I’ Afrique du Nord et I’ensemble des pays méditerranéens (Desneux et al.,
2010). La principale méthode de lutte contre Tuta absoluta est la pulvérisation des
insecticides, nocifs pour I’homme et I’environnement (Picanc et al., 1998).

En raison du comportement alimentaire des chenilles qui les protége des applications
phytosanitaires et des cas de résistance importants a certains insecticides, la lutte contre ce

ravageur s'avere particulicrement difficile (Lacordaire et Feuvrier, 2010).
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Pour assurer une meilleure intervention, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de
nouvelles méthodes préventives et de nouveaux produits sont constamment recherchés. Ainsi,
pour contribuer a une gestion durable de I’environnement, la mise en place de nouvelles
alternatives de lutte contre les ravageurs est d’avantage encouragée (Bouchelta et al., 2005).
Les substances naturelles ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en
cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges
spectres d’activité biologique ; reconnues comme bactéricides, fongicides, acaricides,
nématicides, etc., elles peuvent aussi étre utilisées comme insecticides de remplacement
(Paster et al., 1990 ; Caccioni et al., 1994 ; Cowan, 1999 ; Nielsen et al, 2000 ; Lamiri et
al., 2001 ; Cimanga et al., 2002).

Au cours de ces dernieres années, 1’augmentation de la demande du consommateur pour des
produits « bio » naturels, sans conservateurs, a conduit 1’industrie a envisager I’incorporation
de substances considérées comme «non chimiques ». Ainsi de nombreux composés
phytochimiques y compris les huiles essentielles, commencent a avoir beaucoup d’intérét
comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font ’objet de plusieurs
¢tudes pour leur é&ventuelle utilisation comme antioxydants, antimicrobiens, anti-
inflammatoires et anticancéreux.

La lutte biologique prend diverses formes, mais celle qui attire 1’attention des chercheurs a
I’heure actuelle est la lutte biologique par utilisation de substances naturelles d’origine
végétale comme insecticides (Barbouche et al., 2001) ; (Boriky, 2005) ; (Tail et al., 2006) ;
(Khalfi -Habes et al., 2009) ; (Tchoumbougnang et al., 2009) ; (Boutaleb Joutei, 2010) ;
(Mokrini et al., 2010).

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps ; en
effet, la nicotine est déja connue comme agent de lutte contre les insectes (Crosby, 1966 ;
Biever, 2003). Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de certaines
plantes ont été testées sur les larves d’insectes de Tuta absoluta par Ait Taadaouit et al.
(2011) au Maroc.

En Algérie, les études menées sur 1’activité insecticide des extraits végétaux vis-a-vis des
larves de Iépidopteres sont tres limitées. Une seule étude a été publiée sur I’effet des extraits
aqueux sur les larves de Tuta absoluta (Allal-Benfekih, 2011). En revanche, aucune étude n’a
¢été publiée jusqu’a présent en Algérie sur I’effet des huiles essentielles, des hydrolats et des
extraits sur les différents stades larvaires de la mineuse, les moisissures et les bactéries qui

attaquent les tomates.
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C’est dans cette optique que se situe ce travail qui consiste en I’étude de ’activité larvicide,
antifongique, antimicrobienne de I’huile essentielle, des extraits et des hydrolats de trois
plantes aromatiques : Thymus capitatus, Daucus crinitus et Tetraclinis articulata et a
déterminer les effets de chacun d’eux sur les larves de Tuta absoluta afin de :

- s€curiser au mieux la production des cultures en réduisant les dégats causés par ce ravageur ;
- réduire 1’utilisation des pesticides conventionnels et par conséquent, limiter les effets
néfastes de ces derniers sur I’environnement et la santé humaine ;

- encourager et valoriser la production des cultures biologiques en Algérie.

Pour cela, une caractérisation de la composition chimique des huiles essentielles de ces trois
plantes est effectuée pour étudier leurs activités biologiques vis-a-vis des larves de Tuta
absoluta, de cinq souches bactériennes et de sept especes fongiques.

Le mémoire est structuré d’une manicre classique :

-le premier chapitre est une synthése bibliographique comportant quatre parties: la premicre
est consacrée a la plante hote (tomate), la deuxiéme au ravageur de la tomate (Tuta absoluta),
la troisiéme aux huiles essentielles et les extraits des plantes étudiées ; puis nous avons
terminé le chapitre par la présentation des activités biologiques a savoir ’activité insecticide,
antifongique et antibactérienne.

-Le second chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés lors de ce travail. La premicre
partie consiste en la présentation de la région d’étude avec toutes ses caractéristiques
bioclimatiques ; la deuxiéme partie est consacrée a 1’étude entomologique et statistique, la

troisieme a 1’étude phytochimique et la derniere a I’étude microbiologique.

Les résultats obtenus sont présentés de manicre séparée puis synthétique dans le troisieéme

chapitre. Ils sont discutés au regard des données de la littérature.

Enfin, une conclusion générale cloture ce travail avec une synthése des principaux résultats

obtenus ainsi que les perspectives que nous proposons.
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PARTIE I: ETUDE DE LA PLANTE HOTE

1. Généralités

La tomate Lycopersicum esculentum Mill. est, aprés la pomme de terre, le légume le plus
consommé dans le monde (Pitrat et Foury, 2003). Elle est cultivée sous toutes les formes de
cultures possibles (plein champ, sous abris...), sous toutes les latitudes et dans tous les pays
(Philouze et Laterrot, 1992) ; la production mondiale ne cesse de progresser. Elle est passée
de 100 millions de tonnes en 2000 (Pitrat et Foury, 2003) a 126 millions de tonnes en 2007
(Faostat, 2008) et environ 141,4 millions de tonnes de fruits frais sur une superficie évaluée a
4,98 millions d’hectares en 2009 (Faostat, 2010). La production globale a augmenté de 300%

durant les quatre dernieres décades (Costa et Heuvelink, 2000).

La tomate est originaire des Andes (Amérique du sud), son introduction pour la premiére fois
en Europe date de 1544 (Naika et al., 2005). Sa culture s’est ensuite propagée en Asie du sud
et de I’est, en Afrique et au Moyen Orient. En Algérie, elle fut introduite pour la premiere fois

par les Espagnols en 1905 dans la région oranaise (Rey et Coste, 1965).

Comme c’est une culture a cycle court, elle peut donner de hauts rendements, de bonnes
perspectives économiques et la superficie cultivée s’agrandit de jour en jour (Naika et al,
2005). 11 existe plus de 4000 variétés de tomates, certaines sont résistantes aux maladies et a
d’autres facteurs (biotiques et abiotiques), d’autres sont différentes par les caractéristiques de

leurs fruits, leur précocité et le port de la plante (Van Eck et al, 2006).

2. Classification botanique

C’est un botaniste Suédois Linnaeus qui lui a donné le nom Solanum Lycopercicon en 1753,
mais 15 ans plus tard, Phillip Miller lui a donné le nom de Lycopercicon esculentum qui

signifie en Grec « Peéche du loup comestible » (Benton, 1999 ; Pitrat et Foury, 2003).

La tomate dont le nom scientifique Lycopersicum esculentum Mill, appartient a la famille des
Solanacae, a la sous-famille des Solanoidae et a I’ordre des Solanae (Costa et Heuvelink,
2005). Cette famille inclut des cultures végétales importantes telles que la pomme de terre, le

poivron, piment, aubergine et tabac.



CHAPITRE 1 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

La classification de la tomate est la suivante :
Embranchement : Anthophyta

Classe : Dicotyledon

Ordre : Solanae

Famille : Solanacae

Genre : Lycopersicum

Espéce : Lycopersicum esculentum

3. Description morphologique de la plante

En Amérique du sud, la plante est considérée comme pluriannuelle (Naika et al, 2005), mais
le plus souvent , elle est conduite comme annuelle, cultivée pour son fruit comestible
(Papadopoulos, 1991). Il existe cependant deux types de croissance: la croissance

déterminée et la croissance indéterminée.

La plante forme un bouquet de fleurs toutes les trois feuilles, mais il existe des plantes dont la
fonction végétative s’arréte précocement. La plante a un port dressé en début de croissance,
puis il devient retombant ou semi-retombant au fil de la croissance et de la ramification des

tiges, ce qui nécessite des supports variables selon les types de cultures.
Les principaux organes de la plante sont :

* Les racines : la tomate posseéde un systéme racinaire pivotant qui pousse jusqu'a une
profondeur de 50cm. Selon Papadopoulos (1991), la racine principale produit une forte

densité de racines secondaires et adventives.

* La tige : le port de croissance varie entre érigé et prostré. La tige est pleine, fortement

poilue et glandulaire poussant jusqu’a 2m de hauteur.

* Les feuilles : les feuilles disposées de fagon alternée, ont de 15 a 50cm de long et 10 a 30

cm de large. Les folioles sont ovales a oblongues couvertes de poils glandulaires.
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* Les fleurs : I’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs ; le pétiole mesure entre 3
et 6 cm. Les fleurs bisexuées sont réguliéres et mesurent entre 1,5 et 2 cm de diameétre. Elles
poussent soit opposées aux feuilles soit entre elles. Les sépales sont persistantes ; en général,
la plante est autogame (Papadopoulos, 1991 ; Naika et al, 2005) mais la fécondation croisée

peut avoir lieu.

* Le fruit : est une baie charnue généralement a deux loges, de forme globulaire, qui varie
entre 2 a 15 cm. A maturité, sa couleur varie du jaune au rouge en passant par I’orange. Les
fruits ont des formes différentes selon la variété (rondes ou cotelées). Les graines son petites
(250 a 300 graines /gramme), poilues, de couleur beige, en forme de rein. On estime le poids

de 1000 graines entre 2,5 a 3,5g (Naika et al, 2005).

4. Exigences pédoclimatiques de la tomate
4.1. La température

La température est le facteur le plus déterminant pour la production de la tomate car la culture
réagit fortement aux variations thermiques (Lambert, 2006). La température optimale pour la
plupart des variétés se situe entre 21°C et 24°C. La croissance, la floraison et la fructification
sont favorisées par un écart thermique de 10°C entre le jour et la nuit. Le gel qui survient
apres la plantation tue les plantes, c’est pourquoi il faut attendre la fin de I’hiver pour la

culture en plein champs.
4.2. La lumiére

La lumiere est un facteur écologique fondamental qui intervient dans la qualité de la
photosynthese. Le manque de lumiere peut inhiber 1’induction florale et géner la germination
du pollen (Chibane, 1999). La photopériode et I’intensité lumineuse sont des facteurs

limitants pour la culture (Benton, 1999).
4.3. Eau et humidité relative

La tomate exige beaucoup d’eau, ce qui nécessite une irrigation réguliere en évitant
I’asphyxie radiculaire (Schiffers, 2003 ; Leboeuf et al., 2008). Le stress causé par une
carence en eau sur de longues périodes provoque la chute des bourgeons et des fleurs ainsi

que le fendillement des fruits. Les risques sont importants lorsque les averses sont tres

-6-
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intenses. Une humidité trés €élevée entraine la pourriture des fruits (Lacroix, 1998 ; Lambert,
2006). Selon Guenaoui (2008), les exigences climatiques de la tomate sont malheureusement

celles qui favorisent le développement des bioagresseurs de la culture.
4.4. Sol, salinité et pH

La tomate aime les sols profonds, meubles, bien aérés, bien drainés et riches en humus. Une
texture sablonneuse ou sablo-limoneuse est préférable (Huat, 2008). La tomate est classée
parmi les plantes a tolérance modérée vis-a-vis de la salinité, car elle peut supporter une
salinité allant jusqu’a 2-3mmho/cm (Morard et Martinez, 1999).Sa tolérance vis-a-vis de
I’acidité est trés élevée. La tomate pousse mieux dans les sols ou le pH varie entre 5,5 et 6,8
avec un approvisionnement en éléments nutritifs suffisant (Lacroix, 1998 ; Naika, et al,

2005).

5. Superficies et production de la tomate
5.1. Superficies et production de la tomate en Algérie

La tomate est I’'une des productions maraicheres les plus cultivées en Algérie. En 1999, sur
une superficie de 55210ha, la production était de 945,8 milles tonnes. Entre 2006 et 2007, la
production atteint 796,1milles tonnes. En 2008, on note une réduction qui a ramené les
superficies a 19655 ha (Faostat, 2010). L’apparition du ravageur invasif de la tomate Tuta
absoluta a provoqué des pertes de rendement au niveau des serres mais €galement sur la

culture en plein champ (INPV, 2008).

Les statistiques de 1’année 2009 établies par le ministere de I’agriculture algérienne font état
d’une superficie globale de tomate cultivée de 20789 ha dont 18620 ha sont consacrés a la
tomate en plein champs (Fig. 1). La production totale de la tomate maraichere est de 641
milles tonnes, avec 446,03 milles tonnes pour la culture en plein champs, plus élevée par
rapport a la culture sous serre (195,95 milles tonnes) d’apres la Direction des Services

Agricoles (DSA, 2010).
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Figure 1: Evolution des superficies et de la production de la tomate de 1999-2009 en

Algérie (Faostat, 2010)

5.2. Superficies et production de la tomate dans la wilaya de Tlemcen et la

commune de Remchi

D’apres les données de la Direction des Services Agricoles de la Wilaya de Tlemcen (D.S.A,
2013), la production totale des tomates en plein champs (Tab.1) dans la wilaya de Tlemcen
est de 1446640 Qx sur une superficie de 7809 ha, pour la période 2003-2013, avec un
rendement de 185.25Qx/ha.

Ainsi, la production des tomates en plein champs dans la commune de Remchi est de 25950
Qx sur une superficie de 142 ha pour la période 2003-2013 avec un rendement de

182.74Qx/ha (Tab.1).
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Tableau 1: Valeurs de la superficie et la production de la tomate dans la commune de

Remchi et la wilaya de Tlemcen

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Compagne agricole Commune/Wilaya Tomate de plein champ
Surface (Ha) Production (QX)
2003-2004 Remchi 40 7200
Wilaya Tlemcen 816 106300
2004-2005 Remchi 40 6000
Wilaya Tlemcen 812 113540
2005-2006 Remchi 2 200
Wilaya Tlemcen 782 146000
2006-2007 Remchi 5 600
Wilaya Tlemcen 699 98000
2007-2008 Remchi - -
Wilaya Tlemcen 718 95800
2008-2009 Remchi 7 0
Wilaya Tlemcen 727 123200
2009-2010 Remchi 5 2000
Wilaya Tlemcen 899 171000
2010-2011 Remchi 8 150
Wilaya Tlemcen 725 171500
2011-2012 Remchi 15 2000
Wilaya Tlemcen 791 199300
2012-2013 Remchi 20 7800
Wilaya Tlemcen 840 222000
Total de la surface et | Remchi 142 25950
production(2003-2013)
Wilaya Tlemcen 7809 1446640
Moyenne de surface et | Remchi 15.77 3243.75
production
(2003-2013) Wilaya Tlemcen 780.9 144664
Rendement (Qx/Ha), Remchi 182.74
(2003-2013)
Wilaya Tlemcen 185.25
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6. Valeur nutritionnelle des fruits de la tomate

La consommation de la tomate constitue un régime sain et équilibré. Saettel (2000) et Favier
et al. (2003) donnent une composition du fruit qui permet d’apprécier le taux des éléments
importants (Tab.2) ; ainsi, pour 100g de fruits, il y a 94% d’eau, le reste est constitu¢ de
protéines, de lipides, de glucides (5%) et de fibres totales (1,1%) ; la tomate est surtout riche
en minéraux et en vitamine A, C, E, B1, B2, B3, B5, B6, B12. De plus, elle est trés riche en
carotenes, lycopeénes et autres composés qui ont un réle important pour prévenir les cancers
des poumons, de I’estomac et de la prostate (Thomas, 2008). Il ajoute que ces principales

qualités font d’elles un régime alimentaire tres apprécié.

Tableau 2 : Valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de tomate (Favier et al., 2003)

Comportement de 1a tomate crue valeur nutritionnelle de 100 grammes

Eau 93.80g
Valeur calorique 19 K cal
Eléments énergétiques Protides 0.80g
Glucides 3.50g
Lipides 0.30g
Vitamine A 0.00mg
Vitamine B1 0.06mg
Vitamines Vitamine B2 0.05mg
Vitamine B6 0.00mg
Vitamine C 18.00mg
Vitamine PP 0.60mg
Fer 0.40mg
Calcium 9.00mg
Magnésium 11.00mg
Minéraux Phosphore 24.00mg
Potassium 226.00mg
Sodium 5.00mg
Soufre 11.00mg
Zinc 0.24mg
Chlore 40.00mg
Fibres 1.20g
Cellulose 0.60g

-10 -
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Les teneurs maximales en vitamine C (18mg et plus) se rencontrent dans les tomates de pleins
champs et en pleines saisons, c’est un apport appréciable, puisque le besoin quotidien de

I’adulte est de 80mg (De Broglie et Guéroult, 2005).

La tomate est également riche en lycopénes ce qui lui donne sa couleur rouge, cet antioxydant
diminuerait le risque de maladies cardiaques et certaines formes de cancer dont celui de la

prostate (De Broglie et Guéroult, 2005).

7. Importance médicinale de la tomate

Le role médicinal de la tomate est connu depuis bien longtemps chez les Incas en Amérique
du sud, ou ils utilisaient la feuille fraiche du plant de tomate comme un antibiotique

(Johnson, 2005 ; Mittelstra et al., 2006).

Selon les mémes auteurs, la consommation de la tomate joue plusieurs roles :
-un antifatigue en accélérant la formation du sucre dans le sang ;

-elle diminue I’hypertension grace a son haut taux de potassium ;

-excellente pour la santé du foie, car elle contient des traces d’éléments antitoxiques appelés

chlorites et sulfures ;
-grace a sa valeur acidulée, la tomate stimule les secrétions digestives ;

-La tomate contribuerait a la prévention des maladies cardiovasculaires, 1’artériosclérose et la

cécité ;

-La tomate joue un rdle dans la prévention du cancer grice a sa teneur en pigments
caroténoides, antioxydants et notamment sa forte concentration en lycopénes (3.5mg/125¢g de

tomate).

8. Les techniques de culture et les principaux problémes phytosanitaires en Algérie

La culture de la tomate fait appel a diverses techniques : la culture de plein champs, sous abri

1éger (plastique non chauffé), en serre conditionnée, culture hydroponique pour des raisons de
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pollution du sol (nématodes, ...etc). Les variétés commercialisées en Algérie sont nombreuses

mais c’est les variétés Tafna et Marmande qui sont cultivées dans le Nord-Ouest algérien.

La culture de la tomate a plusieurs ennemis qui provoquent des pertes plus ou moins
importantes selon les saisons et les conditions de culture. Les maladies peuvent anéantir les

récoltes en absence de lutte efficace. Les ennemis sont nombreux et d’origines diverses :

-Les facteurs abiotiques (non parasitaires) : ce sont des facteurs non infectieux et non
transmissibles d’une plante altérée a une plante saine. Ils peuvent étre d’origine climatique
(froid, insolation, fortes précipitations, vents...etc.) ou d’origine édaphique (carences en

¢léments, exces, déséquilibres ioniques...etc.) (Haougui, 1998).

-Les facteurs biotiques : sont nombreux et d’origines variées ; ce sont essentiellement les
mauvaises herbes, les maladies parasitaires, les bactérioses [le chancre bactérien (Clavibacter
michiganensis), le feu bactérien (Xanthomonas campestrispv.vesicatoria), flétrissement
bactérien (Ralstonia solanacearum), ...etc.] , les maladies cryptogamiques ou mycoses
(alternariose, mildiou, fusariose, verticilliose, le mal blanc, oidium, anthracnose et la
pourriture grise provoquée par Botrytis cinerea) ; les ravageurs (nématodes, acariens, limaces

et escargots) et les virus (TMV, TSWV, PVMV, TYLCV).

En Algérie, en plus des insectes et des acariens, il existe des maladies comme le mildiou
(Phytophtora infestans) et d’autres cryptogames qui peuvent causer des dégats sur la tomate
comme 1’anthracnose, I’oidium, la fusariose et la verticilliose (Rekad et al., 2010). Un grand
nombre de déprédateurs (Arthropodes) sont recensés parmi lesquels les insectes comme les
pucerons, les aleurodes, les thrips et les mineuses, qui sont les especes les plus rencontrées

(Guenaoui, 2010).

Depuis 2008, c’est I’insecte Tuta absoluta qui est devenu le probléme majeur car les dégats

que ce ravageur provoque sont considérables.
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PARTIE Il : LE RAVAGEUR DE LA TOMATE

(Tuta absolutaMeyrick)

1. Généralités

Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera : Gelechiidae) communément appelée mineuse de la
tomate est un insecte oligophage, décrit pour la premiere fois en 1917 par Meyrick qui lui
donna le nom de Phtorimaea absoluta. L’insecte fut classé plus tard dans le genre
Scrobipalpuloides (Ferreira, 2008 ; Guenaoui, 2008). Ce ravageur s’attaque exclusivement
aux solanacées (Lietti et al., 2005). Dans de bonnes conditions climatiques, Tuta absoluta
pourrait s’attaquer a la culture de pomme de terre (Pereyra et Sanchez, 2006), le poivron
(Guenaoui, 2008), I’aubergine et d’autres plantes spontanées comme Solanum nigrum L.

(Estay, 2000).

Cette mineuse est considérée comme ’'un des ravageurs les plus importants de la tomates
(Bogoni et al., 2003 ; Pires, 2008) ; elle constitue un facteur limitant du développement de la
culture puisqu’elle peut causer entre 70% et 100% de pertes de production (Pratissoli et
Parra, 2000 ; Borgoni et al., 2003 ;Oliviera et al., 2007 ; Urbaneja et al., 2008 ; Guenaoui
et Ghelamallah, 2008). Les attaques se produisent sur toute la partie aérienne (feuilles, fleurs,

tiges et fruits) (Filho et al., 2000 ; Marchiori, 2004 ; Guenaoui et Ghelamallah, 2008).
1.1.0rigine et distribution géographique de Tuta absoluta

Comme la tomate, ce déprédateur est originaire d’Amérique du sud (Siquiera et al, 2000).
L’insecte s’est rapidement propagé sur I’ensemble des pays de I’Amérique latine depuis le

début des années soixante en devenant le ravageur le plus dévastateur de la tomate.

Actuellement, sa présence est signalée dans tous les pays de I’Amérique du sud (Picanco et
al., 1999 ; Pratissoli et Parra, 2000 ; Magalhaes, 2001 ; Torres et al, 2002 ; Leite et al.,
2003). De son aire d’origine (Venezuela, Argentine, Chili), la mineuse s’est dispersée
¢galement en Amérique centrale (Marin et al., 2002). Sa zone s’est agrandie depuis qu’elle a

¢té interceptée pour la premiere fois en Espagne en 2006 sur des cultures de tomate dans la
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province de Castellon, puis en 2007 sur plusieurs sites dans la province de Valencia

(Urbaneja et al., 2007 ; OEPP, 2008a).

Dans la région du Maghreb, ce ravageur a été observé pour la premicre fois en Algérie en
mars 2008 (Guenaoui, 2008 ; OEPP, 2008b), puis en mai 2008 dans la région de Nador au
Maroc (OEPP, 2008c¢). En septembre 2008, il a été signalé en Tunisie (OEPP, 2009a) puis au
Libye en juillet 2009 (OEPP, 2009b).En I’espace de 16mois, I’insecte a parcouru toute la cote
du Maghreb.

Son passage vers les pays du sud de I’Europe a pu se faire soit par I’Espagne soit par le
Maghreb. L’insecte a été repéré pour la premiere fois en Italie a Calabria en 2008 (OEPP,
2010a), et en début 2009 dans la région de Naples et Malte (Bernardo, 2009 ; Mallia, 2009).
Cet insecte a été signalé en France en octobre 2008 dans la région de Provence Alpes Cote-

d’Azur, Bouches du Rhone et en Corse (Decoin, 2010 ; Lacordaire et Feuvrier, 2010).

Il a été détecté dans la méme période aux Pays Bas et dans le Royaume-Uni, a I’issu de
I’importation des tomates sous emballage en Provence d’Espagne (Korycinska et Moran,

2009).

Le ravageur a poursuivi sa dispersion en fin 2009 dans d’autres pays d’Europe (Bulgarie,
Chypre et Allemagne) (OEPP, 2010a ; Kehlenbeck et al, 2010), puis en février 2010 en
Hongrie (OEPP, 2010b).

Les services phytosanitaires de la région de Kaliningrad en Russie ont communiqué le
premier signalement de 7. absoluta en mai 2009 dans des échantillons prélevés a partir de
plusieurs lots de tomates importés d’Espagne (Pretson, 2009). L’insecte a aussi été observé

en aofit 2009 en Turquie dans la Provence d’Izmir sur cultures de tomate (Kilic, 2010).
1.2. En Algérie

La découverte du ravageur pour la premicre fois en Algérie a été réalisée dans la région de
Mostaganem en mars 2008 sur tomate sous abris en plastique dans la commune de Mazagran,
limitrophe de celle de Stidia (Guenaoui, 2008). Apres obtention d’adultes a partir de larves
agées, son identification a été¢ confirmée en avril 2008 en collaboration avec I’équipe de

recherche a I’Université Polytechnique de Valence en Espagne (Guenaoui : Com. Pers.).

En fin juin 2008, ’INPV a adress¢ des échantillons au laboratoire faunistique de Montpellier

pour I’identification. Celui-ci a confirmé en début juillet 2008 I’identification de 1’insecte
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comme étant Tuta absoluta grace a I’examen des genitalia d’adulte males. Ce qui a permis
aux chercheurs de I’'INPV de Montpellier de diffuser la premic¢re photo des genitalia de

I’insecte  trouvé en Algérie dans la galerie OEPP sur www.tutaabsoluta.fr

(GuenaouiCom.Pers., 2010) a coté d’une vingtaine de photos des différents stades de la

mineuse (Guenaoui et Ghelamallah, 2008).

En juillet 2008, la comparaison de genitalia males de Phtorimeae operculelle Zeller (teigne de
la pomme de terre) et 7. absoluta sur tomate a montré une différence entre les deux especes

(Badaoui et Berkani, 2009).

La dissémination de I’insecte invasif s’est poursuivie d’abord sur tout le littoral et la région
sublittorale (Boumerdes, Tipaza, Chlef, Jijel, Bejaia, Skikda, El Taref, Annaba et Alger). Du
fait que le ravageur a trouvé les conditions favorables a sa propagation (zones agricoles
maraicheres dans les régions intérieures et dans le sud du pays), il a été signalé plus tard a

Blida, Batna, EI Oued, Ouargla et Adrar (Fig.2).

B [Recormdpreserse g
3 Juew e i
t comtd wa sl shweazemn s

Figure 2 : Répartition et distribution de la mineuse de tomate dans le Bassin

méditerranéen (EPPO, 2010)
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2. Position systématique
Embranchement : Arthropodes
Classe : Insectae

Ordre : Lepidoptera

Famille : Gelechiidae

Genre : Tuta

Espéces : Tuta absoluta (Meyrick).

3. Description morphométrique de Tuta absoluta

On distingue quatre phases de développement du ravageur : I’ceuf, 4 stades larvaires, le stade

nymphal (chrysalide) et le stade imaginal (adulte).
3.1. L’ceuf

L’ceuf est de forme elliptique, mesure 0,2mm de diamétre et 0,4 mm de long (Marcano,
2007 ; Korycinska et Moran, 2009). Les ceufs sont généralement déposés isolément, plus
rarement par paquets. Ce comportement (ceufs isolés) augmente les dommages potentiels du

ravageur puisque le nombre des plants infectés est plus important (Lopez, 1991).

Selon Estay (2000), la ponte a lieu le plus souvent sur la face inférieure des feuilles(73% des
cas), sur les nervures et la tige (21%) et seulement 6% des ceufs se trouvent sur les fruits
verts. Pendant I’embryogéneése, les ceufs ont une couleur blanc-jaunéatre, puis ils virent a
I’orange-cuivré. A D’approche de la sortie de la larve néonate, 1’ceuf devient plus foncé

(Torres et al., 2001).

La fécondité potentielle varie entre 250 et 300 ceufs par femelle mais les conditions de culture
peuvent influer sur le potentiel biotique (Vilela De Resende, 2003 ; Pereira, 2005 ; Molla et

al., 2008) ; tres souvent la ponte réelle est de 50 ceufs en moyenne.
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3.2. Les stades larvaires

Apres une période d’incubation trés variable en fonction de la température ambiante, les
jeunes chenilles émergent en cherchant un endroit par lequel elles peuvent pénétrer dans la

plante; elles présentent une bande noire derriere la téte (Ramel, 2010).

Le développement passe par quatre stades larvaires. La larve du premier stade mesure entre
0,6 et 0,8mm de long ; elle est de couleur créme avec une téte noire, elle est munie de 3

paires de vrais pattes et de 5 paires de fausses pattes qu’on appelle pseudopodes.

Vargas (1970) indique que le deuxieéme stade larvaire ressemble au premier stade en taille
mais change de couleur, il passe a la couleur blanche au moment de la mue. La taille moyenne

de la larve a la fin du deuxiéme stade est de 2,80 mm (Silva, 2008 ; Molla et al., 2008).

La larve du troisieme stade est de couleur gris blanchatre puis elle passe au vert, avant de
passer au quatrieme stade elle devient blanchatre ; sa taille est d’environ 4,7mm. Au
quatriéme stade apparait une tache rougeatre dorsale qui s’étend des ocelles jusqu’a la marge
postérieure. A la fin de son développement, elle peut atteindre 9mm. Les larves cessent de
s’alimenter pour se nymphoser (Korycinka et Moran, 2008 ; Stol et al., 2009). A la fin du
quatrieme stade, les larves se réfugient soit dans le sol soit dans les feuilles ou elles tissent un

cocon blanchatre (Torres et al., 2001 ; Silva, 2008 ; Stol et al, 2009).
3.3. La nymphe

La chrysalide (stade nymphal), phase de transformation, est de forme cylindrique, plus large
a lextrémité antérieure ; de couleur verte au début, elle vire au brun foncé a ’approche de
I’émergence (Estay, 2002). Elle mesure entre 4 et 6mm de long et de 1,2 a 1,4mm de
diametre (Marcano, 2007). La plupart du temps elle est enveloppée par un cocon de soie

blanche (Apablaza, 1990).
3.4. L’adulte

Les adultes mesurent 6-7 mm de long et environ 10mm d’envergure. Ils sont gris-argentés
avec des taches noires sur les ailes antérieures. Les antennes sont filiformes mesurant 5/6°™
des ailes (Silva, 2008 ; Mallia, 2009). Les femelles ont ’abdomen brun crémeux, plus large

et plus volumineux que les males (Estay et Bruna, 2002) ce qui fait la différence de taille.
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4. Nature des dégats

Toutes les parties aériennes de la plante (feuilles, bourgeons, fleurs, tiges et fruits) peuvent
étre infestées par 7. absoluta, avec la présence de tous les stades du ravageur tout au long de

la saison (Torres et al., 2002).

Les dégats commis sont trés importants, surtout au niveau du feuillage (Photo 1). Les larves
pénetrent entre les deux épidermes de la feuille et se nourrissent a partir des cellules du
parenchyme a I’aide de leurs crochets mandibulaires, entrainant la destruction d’une grande
partie de la surface foliaire de la plante. On apercoit des galeries transparentes avec des
excréments bruns (Suinaga et al, 2004 ; Collavino et Gimenez, 2008 ; Silva, 2008). Les
feuilles minées deviennent nécrotiques et endommagent les plantes en réduisant leur taille et
en provoquant la carence de leur croissance. Les plants de tomate peuvent étre attaqués a tous
leurs stades de développement, du stade juvénile jusqu’a la maturit¢ (Guenaoui et
Ghelamallah, 2008).Les attaques affectent aussi la capacité photosynthétique de la plante et

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

Les dégats au niveau des tiges entrainent une fragilité de la plante (Mallia, 2009).Selon
Pireira (2005) et Collavino et Gimenez (2008), les dommages se traduisent par une
réduction de la capacité de production de la plante, une baisse des boutons floraux, la chute
des fruits attaqués par les larves, la pourriture provoquée par les blessures et les pertes de
production qui peuvent atteindre 100% (Pereira, 2005 ; Collavino et Gimenez, 2008). Les
attaques de la mineuse peuvent étre foudroyantes en décimant toute la culture en quelques

semaines (INPV, 2011).

———

Photo 1 : Attaques de 7. absoluta sur feuillage de tomate
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5. Méthodes de lutte contre Tuta absoluta

Plusieurs méthodes sont appliquées pour lutter contre ce ravageur afin de réduire son impact
sur les productions de la tomate. Un apergu 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.
5.1. Les méthodes prophylactiques

En Algérie, I’Institut National de la Protection des Végétaux (INPV) a adressé aux

agriculteurs en 2008, une liste de précautions a prendre:
-utilisation de plants indemnes, ¢liminer systématiquement les plants atteints ;

-élimination des organes atteints en les mettant dans des sacs noirs et en les exposants au

soleil ;

-entretien cultural par désherbage, a I’intérieur et aux alentours des serres cultivées, pour

¢liminer les refuges naturels recherchés par les insectes ravageurs ;

-installation d’un filet Insect-Proof, c’est la méthode la plus sure, elle permet d’empécher

toute infiltration d’insectes dangereux nocifs aux cultures ;
-tuteurage avec des fils métalliques ou en plastique.
5.2. Lutte chimique

La lutte chimique contre 1’insecte fait appel aux insecticides dont 1’utilisation a connu un
essor trés important avec le progres de la chimie de synthése. Elle est basée sur 1’application

de molécules détruisant ou limitant les populations de bioagresseurs (Dore et al., 2006).

Elle constitue la principale technique de contréle menée contre ce ravageur. Elle est utilisée

en Amérique latine avec une fréquence élevée (Silva, 2008).

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).
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Le contrdle chimique du ravageur est difficile en raison de la biologie et du comportement
alimentaire des larves. L application de la lutte chimique avec la méme molécule a entrainé le
développement d’une résistance toujours croissante dans un grand nombre de pays (Cabello

et al., 2009a).
5.3. Lutte biotechnologique

C’est la mise en place de piégeages massifs, a raison d’un piege Delta ou a eau par serre et 20

a 25 pieges a eau en plein champ. L’entretien des pieéges doit étre assuré régulierement 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 I’eau n’atteigne la capsule a
phéromone car il faut rajouter des gouttes d’huile alimentaire ou de détergent domestique,
apres chaque renouvellement d’eau; la phéromone doit étre renouvelée chaque 4 a 6

semaines.
5.4. Lutte intégrée

C’est sans doute la seule stratégie durable. Elle a été¢ définie en 1977 par I’organisation
internationale de lutte biologique et intégrée contre les animaux et plantes nuisibles comme
suit : « La protection intégrée est la protection des cultures dont [’application fait intervenir
un ensemble de méthodes satisfaisant aux exigences a la fois écologique, économique et
toxicologique tout en réservant la priorité a la mise en ceuvre délibérée des éléments naturels

de limitation et en respectant les seuils de tolérance »(Deschamps, 2007).

L’efficacité des stratégies de lutte pour éradiquer Tuta absoluta est en cours de
développement dans le monde. Afin de réduire le nombre de traitements insecticides par

saison au strict nécessaire, il est recommandé¢ d’intégrer diverses méthodes de lutte qui sont :

-piégeage massif, avant la plantation, pour capturer le maximum de males de 7. absoluta. Ces
picges seront disposés a raison de 30 pieges par hectare, de fagon réguli¢re dans les parcelles

en renforcant les bordures et les passages centraux;
-traitement avec les pesticides sélectifs si la présence du ravageur est observée;

-recommandation de réalisation des traitements en combinant les biopesticides avec des

insecticides chimiques de synthése pour réduire les méfaits ;

-20 -



CHAPITRE 1 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

-¢limination des résidus de la culture immédiatement apres récolte ;
-associer 'utilisation d’entomophages en fonction de leur disponibilité et de leur efficacité ;

-utiliser les pyréthrénoides telles que le cyperméthrine, la deltaméthrine et la perméthrine qui

sont des molécules de synthese du pyrethre (plante) sont également efficaces.

Selon Caceres (2000), les maticres actives recommandées pour controler la mineuse sont :
I’ Abamectine (Avermectine), le Chlorofénapyr (Organochloré), le Spinosad (Naturaliste),

Chlorfluazuron (Organochloré), et le Novaluron (Benzoylurée).
5.5. Lutte biologique

Les résultats des études menés au centre de recherche sur la culture industrielle a Harrow et
Ontario, donnent a espérer que certaines espéces de Trichogrammes peuvent étre de bons
auxiliaires de lutte biologique contre la mineuse de la tomate, a condition d’appuyer leur

action par d’autre méthodes de lutte (Wang et al., 1998).

L’activité prédatrice de trois especes de punaises minides autochtones (Nesidiocoris tenui,
Macrolophus scaliginosus et Dycifus tamanini) laisse entrevoir une possibilité¢ de lutte
biologique par une multiplication de leurs effectifs, en vue d’assurer des lachers a des
périodes propices, en fonction de la situation de leur exploitation (Guenaoui et al, 2011).
Selon Torres et al. (2002), des lachers d’un autre prédateur naturel Podisusnigrispinus

auraient des résultats positifs sur la maitrise de 7. absoluta.

Retarder I’effeuillage permet le bon développement de Nesidocoris et de Macrolophus dans

les cultures (Fischer, 2003).

En Espagne et la France, pour faire face a I’attaque de 7. absoluta, on a déployé des
prédateurs de la tomate qui sont du genre Macrolophus, une punaise qui se nourrit
abondamment des ceufs du papillon. La punaise fait merveille, mais son temps d’installation
est de trois mois. Alors pour compléter les dispositifs, les professionnels ont introduit un
parasitoide, une mini guépe dont la particularité est de pondre ses ceufs a I’intérieur des ceufs

de Tuta absoluta.
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PARTIE III. LES HUILES ESSENTIELLES ET LES
EXTRAITS DES PLANTES ETUDIEES

De tout temps, le régne végétal offert a ’homme des ressources naturelles a son alimentation,
a son hygieéne et a sa santé. Déja en Chine, I’Empereur CHEN NONG médecin érudit
consigne son savoir relatif aux plantes médicinales dans un livre, le PEN TS’AO qui recense

plus de 1000 plantes médicinales utiles (Lardy et Haberkorn, 2007).

11 existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles extraites de ces plantes dont environ 300
sont réellement commercialisées, destinées principalement a I’industrie des ardmes et des
parfums. Mais la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation
naturelle a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux
décennies, des études sont menées sur le développement de nouvelles applications et
I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans différents domaines

(Zhiri, 2006).

1. Définition

Les huiles essentielles sont définies comme étant des extraits volatils et odorants, que 1’on
extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d’eau, pressage ou incision des
végétaux qui les contiennent. Elles se forment comme dans un grand nombre de plantes
comme sous-produit du métabolisme secondaire. Les huiles essentielles ont des propriétés et
des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance a une branche nouvelle de

phytothérapie : ’aromathérapie (Bruneton, 1999).

2. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont en général liquides a température ambiante, volatiles, d’odeurs

tres fortes, incolores, jaune pale ou quelques fois bleues. Elles sont insolubles dans 1’eau mais
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solubles dans des solvants, trés altérables, elles s’oxydent au contact de 1’air et de lumicre

(Chaprentier et al., 2008).

Le terme huile s’explique par la propriété de solubilité dans des graisses et par leur caractere
hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum, a 1’odeur plus ou moins

dégagée par la plante (Teusher et al., 2005).

3. Role physiologique

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites secondaires,
leur role exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu. Selon Bekkali
(2008), les huiles essentielles peuvent avoir plusieurs effets «utiles » pour la plante :
repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation, comme source
énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, permettant de conserver I’humidité des
plantes désertiques, réduisant la compétition des autres especes de plantes par inhibition
chimique de la germination des graines, protection contre la flore microbienne infectieuse,

action répulsive sur les prédateurs par gott et effet défavorable.

4. Composition chimique

Sur le plan chimique, les huiles essentielles sont des mélanges de structures extrémement
complexes, pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont des
molécules tres volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes comme

les monoterpenes et les sesquiterpénes (Croteau et al., 2000).
4.1. Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaines ouvertes.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité
sisopréniques a 5 atomes de carbone (CsHg). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités
isopreénes en monoterpénes formés de deux isoprénes (CjoHj¢), les sesquiterpénes formés de
troisisoprénes (CisHp4), les diterpénes formés de quatre isoprénes (CyoHszy). Les
tetraterpénes formés de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpénes

(CsHg)n ou n peut étre de 9 a 30 (Hernandez-Ochoa, 2005).
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Les terpénoides sont des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool,

aldéhyde, cétone, acide etc.).

Les monoterpénes sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et
représentant la majorité des constituants des huiles essentielles, parfois plus de 90%. Ils
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpeénes, se rattachent un

certain nombre des substances a fonction chimique (alcool, aldéhyde, cétone et ester).

Les sesquiterpénes, il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes, elle contient plus de

3000 molécules (Bruneton, 1999 ; Hernandez-Ochoa, 2005).
4.2. Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe
comprend des composés odorants comme la vanilline, 1’eugénol, I’anéthol, I’estragol et bien
d’autres. IIs sont plus fréquents dans les huiles essentielles d’apiaceae (anis, fenouil, cannelle,

basilic...).
4.3. Les composés d’origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultants de la transformation de molécules
non volatiles issues de la dégradation des terpénes non volatils qui proviennent de I’auto-
oxydation, par exemple des caroténes ou des acides gras comme les acides linoléiques

(Piochon, 2008).
4.4. Notion de chémotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans cette huile essentielle. C’est I’élément qui
permet de distinguer des huiles essentielles extraites d’une méme variété botanique mais,
d’une composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les
huiles essentielles pour une utilisation plus précise, plus sure et plus efficace. Ce
polymorphisme chimique existe chez certaines especes : Thymus vulgaris, Menthospicoto,
Origanum vulgare. 11 est important de noter que les huiles essentielles a chémotypes
différents présentent non seulement des activités différentes mais aussi des activités tres

variables (Pibiri, 2005).
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5. Facteurs influencant la composition chimique

Il existe beaucoup de facteurs externes influengant la composition chimique des huiles
essentielles : la température, le taux d’humidité, la durée d’ensoleillement, la composition du
sol, le cycle végétatif de la plante, la méthode utilisée pour 1’extraction, sont d’autant de

facteurs susceptibles d’exercer les modifications chimiques.

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque, certaines
sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées directement sur la peau en raison de leur
pouvoir irritant, allergéne, photo-toxique et neurotoxique. D’autres huiles essentielles dont

certains composés sont capables d’induire la formation du cancer (Guba, 2001).

Actuellement les huiles essentielles et leurs composants représentent un outil trés intéressant
pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires. Ces substances naturelles
sont riches en composés antimicrobiens et antioxydants. La généralisation de 1’utilisation des
huiles essentielles n’est pas facilement envisageable a tous les aliments (Cutter, 2000), mais
le recours s’avere €tre un choix pertinent a la nécessité de réduire ou de remplacer les agents

de conservation chimiques ou synthétiques.

La notion de synergie entre les systémes antioxydants et antibactériens est aussi une
alternative trés importante ; voire méme un procédé incontournable pour mieux sécuriser les
produits vis-a-vis des germes pathogenes et contre les phénomenes d’oxydation lipidique
(Azeredo et al., 2004). De nombreux auteurs (Smith —Palmer et al., 2001 ; Pintore et al.,
2002 ; Lin et al., 2004 ; Fisher et Phillips, 2006 ; Oussalah, 2006 ; Caillet et Lacroix,
2007) ont rapportés que les huiles essentielles peuvent étre ajoutées pratiquement a tous les

aliments.

Les substances naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme
bactéricides, fongicides, acaricides, nématicides, etc., peuvent aussi étre utilisées comme
insecticides de remplacement. La lutte biologique prend diverses formes, mais celle qui attire
I’attention des chercheurs a I’heure actuelle est la lutte biologique par I’utilisation de

substances naturelles d’origine végétale comme insecticides (BoutalebJoutei, 2010).
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6. Etude botanique de trois plantes sélectionnées

Grace a une recherche bibliographique faite a partir d’anciens et de nouveaux ouvrages
botaniques et de quelques sites internet, pour limiter le nombre de plantes sélectionnées, les

criteres de rejets suivants ont été choisis :

-espece protégee ;

-existence dans I’huile essentielle de molécules toxiques ayant fait 1’objet de peu d’étude ;
-plante ayant fait I’objet de nombreuses études scientifiques ;

-absence d’huile essentielle dans la plante ;

-Existence sous forme arborescente.

Afin de mettre en application ces différentes approches, nous nous sommes intéressés a
I’étude de trois especes de plantes différentes dont I'une appartient a la famille des Apiacées,
la deuxiéme a la famille des Lamiacées et la troisiéme a la famille des Cupressacées. Ces trois
plantes sont connues pour leur richesse en huiles essentielles, réputées pour leurs propriétés
thérapeutiques de plus, elles sont trés répandues dans le Bassin méditerranéen, en particulier
en Algérie. Par ailleurs, les recherches bibliographiques sur les travaux effectués sur ces
plantes ont montré que la chimie de 1’espece Daucus et Tetraclinis reste insuffisamment

¢tudiée et que les études biologiques concernant ces deux espéces sont trés peu nombreuses.

Afin d'étudier leur efficacité et envisager leur utilisation comme moyen de lutte alternatif
préservant l'environnement, les trois plantes sélectionnées sont Thymus capitatus, Tetraclinis

articulata et Daucus crinitus.
6.1. Thymus capitatus

6.1.1. Description botanique et classification

Le genre Thymus regroupe un grand nombre d'especes, sous-especes et variétés de plantes
sauvages. Plusieurs de ces espéces sont caractéristiques de l'aire méditerranéenne. Elles sont
utilisées a 1'état frais ou sec comme plantes culinaires. Thymus est une espece de I'Afrique du
Nord (Photo 2). Elle est endémique du Maroc et de I'Algérie. On la rencontre dans les régions
de Meknes et Oujda (Forét de Tafoghalat), respectivement au Centre et a I'Est du Maroc.

Thymus capitatus (L.) Hoffm. & Link est une espéce du Bassin méditerranéen. Au Maroc, on
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la rencontre au Sud et a I'Ouest de la ville de Tétouan (Nord du Maroc), dans le bioclimat
tempéré ; elle se développe dans 1'étage de végétation thermo-méditerranéen (BENABID,

2000).

En Algérie, le genre Thymus regroupe 12 especes qui sont : Thymus fontanesii, Thymus
commutatus (Ball.), Thymus dreatensis, Thymus numidicus, Thymus guyonii, Thymus
lanceolatus, Thymus pallidus, Thymus glandulosus, Thymus hirtus, Thymus algeriensis,
Thymus ciliatus, et Thymus capitatus (L.) (Quezel et Santa, 1963) situées essentiellement

dans les zones semi-arides du pays.

La classification du thymus selon Quezel et Santa(1963) se présente comme suit :

Embranchement : Angiospermes
Sous- Embranchement : Eudicots
Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espéce: Thymus capitatus (L.)
Noms vernaculaires : Arabe : Zaatar 5_e )
Frangais : Thym.

Anglais : Thyme

Photo 2: Thymus capitatus (L.) Hoffm.& Link
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6.1.2. Données phytochimiques

Le genre Thymus englobe de nombreuses espéces et variétés ; la composition chimique de
leurs huiles essentielles a été étudiée depuis longtemps (Bazer et al., 1998 ; Vila et al., 1995 ;

Guillen et al., 1998 ; Loziene et al., 1998 ; Saez, 1998 ; Tumen et al., 1998).

6.1.3. Utilisation médicinale

Leurs huiles essentielles sont largement utilisées dans la médecine alternative grace a leurs
propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antimicrobiennes (Panizzi et al., 1993) ;elles

ont également des propriétés antivirales et aussi stomachiques et expectorantes.

En tisane, elles servent a soigner les infections respiratoires. Une tisane de thym est également
efficace pour drainer le foie, ce qui fait qu'il est recommandé par la naturopathie pour les
personnes subissant une chimiothérapie, traitement trés destructeur pour le foie. C'est aussi un

excellent calmant.

En aromate ou en infusion, c'est un désinfectant des voies digestives souvent utilisé en
association avec le romarin et la sauge. Le thym soulage les digestions difficiles. L'infusion de
thym peut s'utiliser en bain de bouche en cas d'inflammation des gencives et en gargarisme en

cas d'irritation de la gorge ou d'angines.

Mais surtout le thym ou des préparations contenant du thym s'utilisent en fumigation pour

traiter les rhinites et les sinusites.

Cette espece est utilisée aussi en médecine traditionnelle contre de nombreuses maladies.

6.1.4. Importance écologique, industrielle et économique

Les huiles essentielles de 7. capitatus de différentes origines ont déja fait 1'objet de plusieurs
études. L'essence de cette plante est largement utilisée dans les industries de parfumerie, de

cosmétologie, alimentaire et pharmaceutique (Fisher, 2003).

Il est utilisé comme aromate en cuisine, dans les tisanes ou méme dans les bonbons (Ricola
par exemple). Le thym peut étre également utilisé pour fabriquer des liqueurs particulierement

parfumées quand elles sont a base de fleurs ramassées 1'été.
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6.2. Tetraclinis articulata (Vahl) Mast.
6.2.1. Description botanique et classification :

De la famille des Cupressacées, Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Thuya de Berbérie) est
géographiquement lié aux trois pays du Maghreb (Maroc, Algérie et Tunisie). Il se rencontre
aussi dans quelques secteurs trés ponctuels, au Sud-est de 1'Espagne (région d'Almeria) et sur

I'ile de Malte (Achhal et al., 1985).

Le Thuya de Berbérie, Tetraclinis articulata, est une plante endémique d’Afrique du nord
occidentale (Maroc, Algérie et Tunisie). En dehors de cette zone, on rencontre quelques
petites localités au sud-est de I’Espagne (province de Carthagene) et a 1’lle de Malte.
Tetraclinis articulata (Vahl) Mast, est le seul représentant du genre, se rencontrant dans
I’hémisphere nord. Cette espéce endémique de la Méditerranée occidentale possede la

faculté d’émettre vigoureusement des rejets des souches jusqu'a un age trés avanceé (250 ans).

Tetraclinis articulata (Vahl) Mast; arbre ou arbuste (Photo 3), est souvent petit et
buissonnant, a rameaux verts et articulés. Feuilles opposées mais paraissant verticillées par 4,
en partie soudées a la tige dont chaque entrenceud est entouré par 4 feuilles. Cones glauques,

dont les 4 valves sont munies au sommet d’un appendice plat et réfléchi (Quezel et Santa,
1962).

Photo 3 : Tetraclinis articulata(Vahl) Mast.
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Classification de Tetraclinis selon (Fralish, 2002; Barrero et al., 2003) :
Embranchement: Spermaphyta.

Sous- Embranchement: Gymnospermae.
Division: Pinophyta.

Classe: Pinopsida.

Ordre: Pinales.

Famille: Cupressaceae.

Genre: Tetraclinis.

Espéce: Tetraclinis articulata (Vahl) Mast.
Noms vernaculaires :

Arabe : Ardar. Jle e

Francais: Thuya de Berbérie.

Anglais: Berber thuya, Sandarc

6.2.2. Données phytochimiques

Les feuilles contiennent des tanins, des huiles essentielles et des diterpénoides

(thymoquinone, carvacrol et B-thujaplicins) (Barrero et al, 2003; Bourkhiss et al., 2007).
6.2.3. Utilisation médicinale

Cette plante est utilisée comme hypoglycémiante, hypotensive, antivertige, cicatrisante, anti
diarrhéique, contre I’inflammation des yeux et les maux de téte (Bnouham et al., 2002). Elle
est également anti-helminthique, laxative et purgative. Cette plante est utilisée pour les
maladies de peau (prurit, parasitoses, mycoses, infections bactériennes et piqtires d’insectes) ;
en pathologie de la sphére bucco-dentaire, antipyrétique, antipaludéenne, antiseptique, anti-
infectieuse, préventive des épidémies (Bellakhdar, 1997) ainsi que antibactérienne et

antifongique (Bourkhiss et al, 2007).En phytothérapie, différentes parties de la plante sont
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utilisées contre les fievres enfantines, les douleurs gastriques, les fortes diarrhées, le diabete,

I’hypertension, etc.

En médecine populaire, différentes parties sont utilisées principalement pour le traitement des

infections intestinales et respiratoires, le diabéte et I’hypertension (Ziyyat et al., 1997).

6.2.4. Importance écologique, industrielle et économique

Tetraclinis joue un rdle écologique trés important grace a sa capacité a former des rejets de
souches, il résiste bien aux incendies. Ses racines développées permettent la stabilisation des
sols, limitant ainsi les effets de 1’érosion. Il est vigoureux et pratiquement indifférent aux

substrats.

Du point de vue industriel et économique, le thuya produit un bois d’excellente qualité qui est

utilisé en menuiserie, en ébénisterie, en industrie et comme bois de chauffage (Kacem, 1991).

La majorité de ’aire des tétraclinaies se situe dans 1’étage bioclimatique semi-aride tempéré
et chaud. Cette espece se développe aussi dans les domaines sub-humide et aride supérieur,
indifféremment de la nature du substrat (calcaire ou siliceux). Cependant, cette essence

forestiere fuit les sols argileux mal drainés.

Les foréts de Thuya assurent un role trés important dans la vie économique et sociale des
populations riveraines. Son bois, caractérisé par sa résistance a la pourriture, est utilisé surtout
dans le secteur artisanal pour la marqueterie, 1’ébénisterie et aussi comme bois de feu. La
gomme sandaraque produite par Tetraclinis articulata est totalement exportée a 1’étranger.
Elle est utilisée dans la fabrication de vernis de luxe et en industrie pharmaceutique

(Bellakhdar, 1997).

Ce sous-produit de Tetraclinis articulata est brulé pour servir de source d’énergie
essentiellement pour les bains maures alors qu’il pourrait constituer une matieére premicre
pour la production des huiles essentielles. Les huiles de Thuya sont largement utilisées en

pharmaceutique et en cosmétique.

31



CHAPITRE 1 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

6.3. Daucus crinitus Desf.
6.3.1. Description botanique et classification

Le nom latin « Daucus crinitus » signifie une carotte a semences chevelues, dans
I’encyclopédie méthodique botanique (Lalarck et Poiet, 1811) et « eurg Sidi messaoud »
(Quezel et Santa, 1963) et « carottes a feuilles réduites » (Pujadas Salva, 2003). L’espece a

pour nom commun « Bouzeffour » chez les habitants de I’ouest algérien.

Cette espece est remarquable par les poils nombreux, mous, allongés, blanchatres ou violets
dont les semences sont chargées. Les tiges sont simples ou a peine rameuses, droites,
Iégerement striées, hautes de deux a trois pieds. Les feuilles distantes, longuement pétiolées ;
la plupart des fleurs centrales avortées ; les pétales blancs, presqu’égaux : les semences a

demi cylindriques. Les fleurs, froissées entre les doigts, répandent une odeur aromatique.

Cette plante est largement distribuée en Algérie, Maroc, Espagne et Portugal. Elle croit sur les
monts Atlas et sur les collines incultes, aux environs de Mascara et de Tlemcen (Ayachi,

2014).

Photo 4 : Daucus crinitus Desf.
Classification du Daucus selon (Brands, 2000) :
Embranchement : Tracheophyta
Sous-Embranchement : Euphyllophytina
Classe: Magnoliopsida

Sous-Classe : Cornidae
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Ordre: Araliales

Famille: Apiaceae

Sous- Famille : Apioideae

Genre: Daucus

Espéce: Daucus crinitus (dest.).

Noms vernaculaires : Carottes a semence chevelue
Arabe : Bouzeffour L)

Francgais : Daucus

6.3.2. Données phytochimiques

Il y a peu d’études effectuées sur D.crinitus en Algérie. Les phénylpropanoides du D. crinitus

Dest. en Algérie sont bioactives (Lanfranchi et al., 2010).

A Tlemcen, (Ayachi, 2014) a réalisé¢ une étude chimique et biologique des extraits et des

huiles essentielles de Daucus crinitus.
6.3.3. Utilisation médicinale

Une enquéte menée par les herboristes a montré que la plante s’emploie traditionnellement
depuis longtemps : Une boisson faite a partir des racines en décoction de D. crinitus est
utilisée pour expulser le placenta apres 1’accouchement et comme tonique. Les racines

broyées sont ajoutées dans les aliments comme épices notamment avec les pates alimentaires.

Les racines sont parfois coupées pour former un bracelet entourant les bras des enfants qui se

réveillent continuellement dans la nuit, il parait que I’odeur a un réle tranquillisant.

Elles sont également utilisées comme colloide a miel.
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7. Activités biologiques

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et

cétoniques) et a leurs effets synergiques (Zhiri, 2006).

De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits d’herbes ont des composés chimiques
capables d’avoir une activité (Dorantes et al.,, 2000 ; Djenane et al., 2002 et 2006 ; Kuda et
al., 2004 ; Bousbia, 2004).

7.1. Activité insecticide

Les substances d’origine végétale, en particulier les huiles essentielles, sont par définition des
métabolites secondaires produits par les plantes comme moyens de défense contre les
ravageurs phytophages (Cseck et al, 1999). Les biopesticides a base d’huiles essentielles

présentent plusieurs caractéristiques d’intérét (Chiasson et Beloin, 2007).

Les huiles essentielle sont fait ’objet de nombreuses recherches en vue de réduire les pertes
occasionnées par les insectes ravageurs des grains stockés par leur effet insecticide (Keita et
al., 2001 ; Kellouche et Soltani, 2004 ; Kellouche, 2005 ; Batish et al., 2008 ; Camara,
2009 ; Kellouche et al., 2010).

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue depuis longtemps, en effet
le pyrethre, la nicotine et la roténone sont déja connus comme agents de lutte contre les
insectes (Crosby, 1966).Dans des travaux encore plus récents, les propriétés insecticides de

certaines plantes ont ¢té testées sur les larves d’insectes.

Les effets insecticides des plantes ont été prouvés par de nombreux auteurs. On peut citer
I’extrait aqueux de Azadirachtaindica A. Juss contre Heliothisarmigera (Hubner) et Plutella
xylostella (Curtis) (Gtz/Dfpv, 1996), l'extrait de Cestrumparqui sur le criquet pélerin
Schistocerca gregaria. Forskal (Barbouche et al., 2001). Les huiles essentielles du genévrier,
du faux poivrier et de I'armoise sur Ryzoperta dominica L. (Khalfi —Habes et al., 2009), les
extraits de Melia azedarach A. Juss., de Nerium oleander L., et de Inulaviscosa (L.) W.

Greuter sur le criquet pelerin (Tail et al., 2006).
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Dans notre étude, nous avons testé les huiles essentielles de nos plantes étudiées sur les

différents stades larvaires de 1’insecte ravageur Tuta absoluta.
7.2. Activité antifongique

Les moisissures représentent un groupe hétérogéne de champignons microscopiques
saprophytes et, parfois parasites, des organismes eucaryotes, thallophytes (filaments

mycéliens a croissance apical).

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été¢ mis en évidence
par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (Debillerbeck et al., 2002 ;
Koba et al., 2004 ; Oussou et al., 2004 ; Ouraini et al, 2005) et contre les dermaphytes et
les champignons pathogenes. D’autres travaux ont ét¢é effectués par Omidbeygi et al. (2007)
qui ont montré que les huiles essentielles de Thym, de la sarriette et du clou de Girofle
présentent une activité¢ antifongique «in vitro » contre Aspergillus flavus. 11 a été établi
d’apres Cox et al. (2000) que généralement les champignons sont plus sensibles que les

bactéries.
7.2.1. Souches fongiques utilisées

Les moisissures représentent un groupe hétérogéne de champignons microscopiques
saprophytes et parfois parasites des organismes eucaryotes, thallophytes (filaments mycéliens

a croissance apical).

Nous avons isolé sept souches de moisissures des tomates provenant de notre champ (site

d’étude).
7.2.1.1. Aspergillus niger

Ce sont les especes fongiques les plus communes qui sont capables de produire des
mycotoxines dans les produits alimentaires. La présence et la croissance des champignons
peuvent entrainer la détérioration et la réduction de la qualité et la quantité des aliments
(Rassooli et Abyaneh, 2004). Dans différentes parties du monde, il y a une inquiétude
croissante au sujet de la contamination des aliments, I’exposition environnementale et
professionnelle aux spores fongiques de différentes especes, en particulier a I’aflatoxine

produite par ces especes fongiques comme le cas d’Aspergillus niger (Takahashi, 2004).
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7.2.1.2. Alternariose de la tomate

L’alternariose de la tomate est une maladie cryptogamique provoquée par un champignon
Alternaria solani Sorauer de la famille des Pleosporaceae sur la tomate. Ce champignon

attaque également d’autre Solanacées dont la pomme de terre, le piment et I’aubergine.
7.2.1.3. Fusariose de la tomate

Selon Mohamed et Haggag (2003), la fusariose de la tomate est causée par le champignon

pathogeéne Fusarium oxysporum.

Les especes de Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des pertes économiquement
importantes comme le flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet chez des
plantes cultivées au champ et en serre (Fravel et al, 2003). Fusarium oxysporum est

considéré comme ascomycete bien que les stades sexuels doivent €tre encore trouvés.

Au sein de I’espece F.oxysporum, on distingue plus de 120 formes spéciales en fonction de
leur pathogénicité sur des plantes hotes. Dans un milieu de culture solide, comme le milieu
PDA, les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier d’apparence.
Généralement, au début de la croissance, le mycélium aérien est blanc et peut ensuite changer
vers une grande variété decouleurs (du violet jusqu’au pourpre foncé) selon la souche de F.

Oxysporum (ou forme spéciale).

Parmi les maladies causées par F. oxysporum on trouve le flétrissement vasculaire aussi
appelé fusariose vasculaire (vascularwilt), la pourriture racinaire et du collet (root rot,crown
rot) et la pourriture des semis (damping-off). La dénomination fusariose est utilisée de fagon
moins spécifique et peut indiquer tout syndrome causé par un Fusarium. De ces maladies, le
flétrissement vasculaire est la maladie qui provoque les plus grandes pertes et dans un grande
nombre de plantes cultivées, telles que des 1égumes, des fleurs, et des cultures tropicales
(Agrios, 2005), La fusariose vasculaire de la tomate causée par F. oxysporumf.sp. lycopersici
est le cas le plus étudié ; en ce qui concerne le cycle de la maladie et son développement, il est
représentatif du flétrissement vasculaire chez d’autres plantes (Agrios, 2005). La tomate est

souvent cultivée en serre ou les températures €élevées du sol favorisent la maladie.
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7.2.1.4. Penicillium sp.

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des ascomycetes. Ils
sont caractérisés par un filament dressé, un stipe, qui porte des cellules conidiogénes
(phialides), groupées en pinceaux (d’ou le nom de Penicillium), formant des conidies en
chaines. Entre les phialides et les stipes peuvent s’intercaler les éléments intermédiaires qui

rendent 1’organisation du pinceau plus complexe.

Les Penicillium sont des champignons pour la plupart, trés communs dans 1’environnement,
polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations (Botton et al., 1990). IIs
ont pour habitats naturels le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en

décomposition, le compost et les céréales.

Les Penicillium se développent facilement sur les milieux utilis€s en mycologie, mais sont
inhibés par les cycloheximides. Ils se développent a des températures modérées de 1’ordre de
20-27°C. Leur croissance est rapide, la colonie est habituellement duveteuse, poudreuse, de
couleur variable, le plus souvent verte, mais parfois grise, jaune ou rose ; le revers est incolore

ou foncé (Chabasse et al., 2002).

Les Penicillium sont trés rarement incriminés en pathologie humaine (Chabasse et al.,
2002). Les infections sont habituellement provoquées par I’inhalation des spores. Les
premiers signes sont souvent pulmonaires. Des espéces de Penicillium sont responsables de
kératomycose (inflammation de la cornée), d’otomycose (infection de 1’oreille externe),
d’onychomycose (infection des ongles) et parfois d’infections profondes (Hannequin et

Lavarde, 1998 ; Rosenthal et al., 2000).
7.2.1.5. La pourriture grise : Botrytis cinerea

La pourriture grise provoquée par le champignon Botrytis cinerea est un probleme récurrent
dans la culture de tomate sous abris. Ce champignon peut entrainer des pertes de rendement

trés important en affaiblissant les plantes et en les détruisant (Choux et Foury, 1994).

Selon Chaux et Foury (1994), a températures assez basses, le Botrytis se développe surtout

sur les plantes étiolées, provoquant le développement d’un feutrage gris sur les feuilles.
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7.2.1.6. Trichoderma sp.

Parmi les termes qui existent sur la liste taxonomique des moisissures, le terme Trichoderma
qui a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon. Il désigne des champignons
microscopiques considérés durant 200 ans comme étant des Gastéromycetes. Ces organismes
cosmopolites appartiennent a un grand ensemble de champignons sans reproduction sexuée

connuc.

Le systéme taxonomique de Bissett est aussi appuyé, entre autres, par des approches de
biologie moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles especes de
Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphesl sont souvent non identifiées) et reste

le plus fiable actuellement (Lillard-Roberts., 2004).

Grace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est trés répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin. En effet,
les Trichoderma sp. sont remarquables par leur croissance rapide et leur capacité a utiliser
différents substrats et sont, par conséquent, 1'élément majeur dans la microflore terrestre et

marine.

Le genre Trichoderma est I'un des trois groupes prédominants. Il vient a la troisiéme position
apres les genres Penicillium et Aspergillus en importance numérique. La présence des
Trichoderma sp. en milieu terrestre (6% du nombre total des especes fongiques) semble

comparable a celle en milieu marin (6,4% a 10,4%) (Landreau., 2001).

L'abondance des Trichoderma sp. dans les écosystemes est due a leur capacité a produire
diverses substances bioactives et des enzymes. Ils sont de ce fait, un maillon important dans

les chaines biologiques (Mohamed-Benkada, 2006).
7.2.2. Application des hydrolats dans les produits alimentaires (in vivo)

Quelques récentes publications ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus

efficaces que quelques antioxydants synthétiques (Hussain Ai, 2008 et 2010).
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Actuellement, les huiles essentielles et leurs composants, représentent un outil trés intéressant
pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires. Ces substances naturelles

sont riches en composés antimicrobiens et antioxydants.

La généralisation d’utilisation des H.E. n’est pas facilement envisageable a tous les aliments
(Cutter, 2000), mais le recours a ces huiles s’avere étre un choix pertinent a la nécessité de
réduire ou de remplacer les agents de conservation chimique ou synthétique. La notion de
synergie entre les systeémes antibactériens et antioxydants est aussi une alternative
intéressante, voire un procédé incontournable pour mieux sécuriser les produits vis-a-vis des

germes pathogenes, et contre les phénomenes d’oxydation lipidiques (Azeredo et al., 2004).

Pour toutes ces nombreuses raisons, nous avons jugé utile de tester les activités biologiques
des hydrolats des plantes étudiées directement sur la tomate contre les différentes souches

cryptogamiques isolées de nos plants de tomates.

7.3. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent
aux Labiatae : Thym, Romarin, Origan....qui sont d’autant des plantes aromatiques aux huiles
essentielles riches en composés phénoliques telles que 1’eugénol, le thymol et le carvacrol.
Ces composés possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de
tous, reconnu pour €tre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et ardme
alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le thymol et 1’eugénol sont
utilisés dans les produits cosmétiques et alimentaires, ces derniers ont un effet antibactérien

contre un large spectre de bactéries (Pauli, 2001).

Belleti et al. (2004) et Fisher et al. (2007), ont démontré que certaines huiles essentielles
sont efficaces contre les bactéries pathogenes, les spores bactériennes mais également sur

certaines bactéries responsables de toxi-infections alimentaires.

Oussalah et al. (2006) suggerent que 1’action des huiles essentielles sur la prolifération
microbienne se fait a travers 1’altération de la perméabilité membranaire des bactéries en
perturbant les systémes de transport ioniques, le transport des électrons et la production

d’énergie.
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Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a la
structure de leurs membranes externes. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est
plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéche les
terpénes hydrophobes d’y adhérer (Cristiani et al., 2007).

7.3.1. Souches bactériennes utilisées

Les différentes souches bactériennes utilisées sont également isolées des tomates de notre site

d’étude.
7.3.1.1. Acinetobacter sp.

Séparé du genre ancien et confus des Achromobacter en 1954 (Brisou et Prévot) et défini en
1983 (Bouvet et Grimont), le genre Acinetobacter comprend actuellement 12 espéces. Ce
sont des bactéries ubiquitaires avec cependant certaines particularités : baumannii est 1’espeéce
" hospitaliere " type, calcoaceticus est souvent isolée des sols, johnsonii fait partie de la flore

cutanée normale de I’homme.

La morphologie des Acinetobacter est trés caractéristique, meélangeant diplobacilles
principalement, diplocoques et rares formes longues, a Gram négatif (avec parfois quelques

difficultés de décoloration), toutes ces formes sont immobiles.

Les souches du genre Acinetobacter sont constituées de bactéries a Gram négatif, non
fermentantes, coccoides, non sporulées, parfois capsulées, immobiles (mais pouvant présenter
une mobilité par saccade résultant de la présence de fimbriae polaires), aérobies strictes, a

métabolisme respiratoire strict, catalase positive et oxydase négative.

Les bactéries du genre Acinetobacter sont connues comme ¢tant capables de former des
inclusions intracellulaires de polyhydroxyalcanoates sous des conditions de stress (ex : déficit
d’éléments tels que le phosphore, ’azote, 1’oxygeéne combiné avec un exceés en sources

carbonées)
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En phase exponentielle de croissance, les Acinetobactersp.se présentent sous la forme de
bacilles de 0,9 a 1,6 um de diametre sur 1,5 a 2,5 um de longueur, souvent groupés par deux
ou parfois en chaines de longueur variable. Dans les cultures agées, on peut observer des

formes sphériques ou filamenteuses.

Les Acinetobacter sp. ne réduisent généralement pas les nitrates en nitrites en milieu
complexe. Toutefois, certaines souches réduisent les nitrates en milieu minéral minimum,
mais ces souches ne sont pas capables de croitre en anaérobiose en utilisant les nitrates

comme accepteur final d'électrons.

Acinetobacter baumannii et, a un moindre degré, les autres Acinetobacter, sont des bactéries
qu’on isole en milieu hospitalier de prélévements effectués chez des malades des services de
réanimation ou de soins intensifs. C’est la bactérie "médicale" la plus résistante aux

antibiotiques.

7.3.1.2. Flavobacterium sp.

Le genre Flavobacterium rassemble des bactéries en forme de batonnet, a coloration de gram

négatif, non fermentantes et aérobies strict.

Les Flavobacterium sont des bactéries présentes dans le sol, les eaux douces. Certaines
especes comme Flavobacterium psychrophilum sont pathogénes pour les poissons. Leur nom
Flavobacterium vient du latin flavus, qui veut dire jaune. En effet, les premicres bactéries du

genre découvertes se multipliaient en créant des taches jaunes.

Le genre Flavobacterium a été décrit pour la premiere fois en 1923 (Bergey et al. 1923). 1l
¢tait constitué¢ de bactéries Gram-négatives aérobies qui se distinguaient par leur forme
allongée en fin batonnet et par la présence d’un pigment jaune caractéristique de type
flexirubine et/ou caroténoide. Ces bactéries sont incapables de sporuler et possédent la
propriété de ne pas étre douées de mobilité par glissement, contrairement aux membres
appartenant aux genres Cyfophagaet Flexibacter (Holmes et al. 1992). Cette absence de
mobilité propre aux flavobactéries au sein du groupe CFB suggérerait une évolution a partir

d’ancétres distincts (Reichenbach 1989) (Woeseet al. 1990).
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Le genre Flavobacterium appartient a la famille des Flavobacteriaceae (de flavus: jaune) qui
constitue une des principales lignées phylogénétiques au sein du domaine des Bacteria
(Woese et al. 1985) (Bernardet et al. 1996). Historiquement, plusieurs noms ont été donnés
a cette lignée, comme le phylum « Flavobacter-Bacteroides» (Gherna et Woese 1992), le
complexe Flavobacterium-Cytophaga (Nakagawa et Yamasato 1993), la superfamille ARNr
(Segers et al. 1993) ou le groupe « Cytophaga-Flavobacterium- Bacteroides» ou groupe CFB
(Hirsch et al. 1998). A l’origine, ce phylum était constitué des genres Cytophaga,
Flexibacteret Flavobacterium. Des études de phylogénie a partir des séquences d’ARNr 23S
ont suggéré que le phylum bactérien le plus proche du groupe CFB correspond aux bactéries
vertes soufrées (Woese et al. 1990). Plus récemment, ce phylum a été¢ renommé Bacteroidetes

(Bernard et Nakagawa 2003).

7.3.1.3.Bacillus sp.

Les bacillus sp. correspondent a de grands bacilles : Gram +, sporogenes ; faciles a cultiver;
aérobies stricts ou facultatifs; possédant une catalase. Leurs tailles varient de 3 a 9
micrometres et 1 micrometre de large avec une forme rectangulaire et mobile.

Isolés ou groupés en chaines, ils peuvent représenter l'aspect en "canne de bambou". La
coloration au Gram est variable car ils se décolorent rapidement. On peut donc les voir Gram
+ et Gram — sur un frottis. Ils cultivent bien sur milieux ordinaire dans de larges limites de
température (12-45°C) et de pH (6-8,5). La plupart se développent plus vite a 30° qu'a 37°C.
Leur culture est abondante en 24h, en bouillon comme en gélose.

A l'isolement : colonie volumineuse, de 1'ordre de Smm de diameétre, souvent de type R, séche
a bords réguliers. Ils possedent une catalase, ils hydrolysent des macromolécules organiques
dont la nature varie suivant leur équipement enzymatique : gélatinase, amidon, lécithine.

Les nombreuses recherches menées sur le fonctionnement de B. sp permettent d’étudier un
grand nombre d’espeéces d’intérét qui lui sont phylogénétiquement proches. C'est un des
organismes les plus étudiés, le second chez les procaryotes, juste apres Escherichia coli. Du
point de vue génétique, Bacillus.sp. est facilement manipulable, c'est également un excellent
mode¢le pour 1'étude de la croissance végétative et de la sporulation. Tous ces points font de

cette bactérie un organisme dit « modele ».
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Il a ét¢ montré que les espéces de Bacillus sont trés proches les unes des autres au niveau
génomique (Guinebretiére et al., 2008). Les especes sont donc classées par profil thermique de
croissance puis par leur cytotoxicité. De plus, il a été montré que le groupe constitué de B. cereus,
fait en réalité référence a une nouvelle espéce les Bacillus cytotoxicus (Lapidus et al., 2008).
Afin de résister a un environnement qui n’est plus favorable a leur développement, certaines
bactéries sont capables de sporuler. Ainsi, lors d’une baisse des nutriments, d’une baisse d’une
variation importante de température, les bactéries du groupe Bacillus produisent des spores ultra
résistantes par rapport a la forme végétative (Andersson et al., 1995).

En industrie agroalimentaire, les spores des bactéries résistent aux traitements thermiques
classiques comme la pasteurisation. Ainsi, il n’est pas rare de retrouver de nombreuses traces de
ces dernieres sur les surfaces de travail ou encore dans les produits commercialisés. Le véritable
probleme est que la pasteurisation peut activer la germination des spores au lieu de les détruire
(Collado et al ., 2003). Suite a leur activation, les spores germent sous forme végétative pouvant
se développer dans un produit en 1’absence de flore compétitive (Samapundo et al., 2011).

Plusieurs chercheurs utilisent cette bactérie dans leurs essais pour un contrdle biologique.

7.3.1.4. Pseudomonas sp.

Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif, non
sporulés, généralement mobiles grace a une ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes. Mais cette définition ne permet
pas de les différencier des autres bactéries a Gram négatifs, et doit étre complétée par d’autres
caractéristiques phénotypiques (Palleroni, 2008).

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant I’oxygeéne comme accepteur final d'électrons, et méme quelques souches utilisent la
dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d'électrons ce qui permet une
croissance en anaérobiose).

Les Pseudomonas ont une capacité élevée a coloniser la rhizosphére ainsi que les racines des
plantes et sont capables de former des associations intimes avec leurs hotes. Ces associations
peuvent mener a une maladie chez les plantes hotes sensibles, comme par exemple de
nombreux pathovars de Pseudomonas syringaequi mettent en place des interactions
pathogéenes avec les plantes (Hofte et de Vos, 2006). P. syringae, comme beaucoup d’autres
Pseudomonas phytopathogenes, est capable d’induire chez les plantes résistantes non hotes,

une réaction hypersensible (HR) a 1’origine de la SAR (La résistance systémique acquise qui
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protege les plantes contre les attaques ultérieures d’autres pathogeénes). (Alfano et Collmer,
1997).

La HR est une réaction rapide de défense des plantes correspondant a une mort programmee
des cellules aux sites d’invasion, qui bloque la progression du pathogene (Klement, 1982).
Néanmoins, d’autres especes de Pseudomonas sont capables de mettre en place des
interactions mutualistes. Elles sont trés largement représentées parmi les bactéries a effet
PGPR qui promouvoient la croissance des plantes. Ces bactéries sont aussi largement
retrouvées parmi les agents potentiels de lutte biologique qui ont pour effet d’améliorer la
sant¢ des plantes et sont notamment connues pour leur effet antagoniste avec les
phytopathogenes. La grande diversité des mécanismes d’action de ces Pseudomonas est
principalement liée a leur grande capacité a produire une large gamme de métabolites
secondaires et a induire I’ISR chez les plantes (Bloemberg et Lugtenberg, 2001 ; Whipps,
2001; van Loon, 2007; Weller et al., 2002, 2007).

Les Pseudomonas produisent notamment, de nombreux métabolites antifongiques (Weller et
al., 2002, 2007). En effet, la plupart des Pseudomonas produisent des antifongiques tels que
des phénazines, la pyolutéorine, la pyrrolnitrine et le DAPG (2,4-diacetylphloroglucinol) qui
sont les antifongiques les plus fréquemment détectés (Haas et Défago, 2005). Ces bactéries
sont également capables de synthétiser des sidérophores appelés pyoverdines ou
pseudobactines. Ces molécules sont impliquées dans 1’amélioration de la croissance et de la
santé des plantes (Lemanceau et al., 2009) et contribuent a 1’acquisition du fer par les
végétaux (Vansuyt et al., 2007).

Elles élicitent les réactions de défenses des plantes et, de par leur forte affinité pour le fer,
elles limitent la croissance saprophyte de certains microorganismes phytopathogenes

(Lemanceau et al., 2009).

7.3.1.5. Erwinia sp.

Erwinia est un genre de protéobactéries de la famille des Enterobacteriaceae. Les Erwinia

sont des bacilles a coloration de Gram négatif, mobiles grace a des flagelles péritriches.

Ces bactéries sont associées aux végétaux en tant que saprophytes ou pathogenes. Elles
peuvent entrainer des dégradations de la structure des végétaux, des flétrissements, des

dépérissements, des jaunissements ou des pourritures.
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Parmi les especes les plus connues figurent :

e Erwinia amylovora, agent du feu bactérien des Rosaceae, notamment le poirier et le
pommier,

e Erwinia carotovora, agent pathogéne de nombreux fruits et Iégumes (carotte,
betterave, navet, tomate, pomme de terre, etc.),

e Erwinia tracheiphila, agent du flétrissement bactérien des Cucurbitaceae.

Elle a comme conséquence une fonte totale du tissu de la plante et du tubercule, et elle est
caractérisée par son odeur fétide. Elle peut également affecter des tiges en fleur apres récolte,
et une tige infectée peut totalement ruiner la vie en vase des autres plantes associées. La cause
primaire est le stress des plantes et un manque d’hygiene.

Le controle d’Erwinia reléve principalement de la gestion de la culture - une plante saine et
forte et une bonne hygiéne de récolte réduiront de maniere significative l'incidence de la
maladie. Les aspects suivants sont les causes communes de stress et ses problémes
conséquents : la pourriture et la fonte du tubercule.

Si les plantes commencent a s'effondrer lors d’une attaque d'Erwinia la réaction usuelle de
I’horticulteur est de stopper l'arrosage ; toutefois les conditions seches peuvent conduire
encore a plus de stress et de pertes. Alors que les racines luttent pour trouver assez d'humidité
pour maintenir la transpiration, les dommages sur le tissu végétal se produisent. Les pertes au
niveau des racines entrainent un déficit accru d'hydratation, plus de stress et un effondrement

certain et total de la plante.
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PARTIE I. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

1. Situation géographique
La commune de Remchi est une fin de plateaux intérieurs de la wilaya de Tlemcen, sa
superficie est de 13600 ha avec un total de groupement égal a 20.598 ha. Elle est limitée par

la wilaya de Ain Témouchent vers le nord ; Sebaa Chioukh et El Fehoul vers I’est ; Hennaya

et Zenata au sud et Beni Ouarsous a I’ouest (Fig. 3).

Figure 3 : Carte de la zone d’étude Hadjret El Gat (Remchi)
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2. Ressources en sol
Vu la diversité des reliefs de la commune de Remchi, les ressources et les types de sol sont
trés caractéristiques, il en existe deux grandes catégories:

%+ Sols rouges méditerranéens au niveau des plateaux, caractérisés par une texture plus
ou moins équilibrée, avec une profondeur moyenne de 25 a 35cm et la présence de
quelques croutes calcaires.

¢ Sols alluvionnaux caractérisés par une formation récente le long des vallées, avec une
texture légerement grossiere (dominance de limon et de sable) et une profondeur

moyenne de 40 a 60cm. Ce sont des sols tres fertiles.

3. Hydrologie
Le site de Remchi est dépourvu de puits, les ressources en eau sont assurées par I’Oued Tafna
et le barrage de Boughrara. L’irrigation se fait a I’aide de moyens traditionnels qui engendrent

des pertes en eau assez importantes.

4. Etude climatique de la station
Le climat est un facteur déterminant qui se place en amont de toute étude relative au

fonctionnement des systémes écologiques (Thinthoin, 1948).

L’étude climatique est basée sur deux points essentiels :

- déterminer 1’étage bioclimatique de la zone d’étude a partir du diagramme pluviothermique

d’Emberger (1963).

- déterminer la période seéche en utilisant le diagramme ombrothermique de Bagnouls et
Gaussen(1953).

Cette étude est réalisée a partir des données météorologiques des températures et des
précipitations fournies par la station météorologique de 1’Office National de Ila
Meétéorologique (ONM) de Zenata, qui est la plus proche et la plus représentative de notre
aire d’étude (Tab. 3). Elle est située au sud-ouest de la Daira de Remchi dont les coordonnées

sont 35°-01 nord et 01°-25 ouest, avec une altitude de 284m.
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Tableau 3 : Caractéristiques de la station de Zenata

Station Longitude Latitude Altitude

Zenata 34°52 1°17 592

4.1. Précipitations

La pluviosité est définie par Djebaili en 1978 comme étant le facteur primordial qui permet

de déterminer le type de climat.

Le climat méditerranéen se caractérise essentiellement par sa douceur et par des précipitations
généralement faibles, mais surtout mal réparties dans le temps : pluies violentes tombant en

quelques jours, entrecoupées de longues périodes seches.

Dans le tableau 1 (ANNEXES), nous avons rapporté les valeurs des précipitations mensuelles

de la période 2003-2013.

Les moyennes mensuelles montrent clairement que le mois de janvier est le plus arrosé alors

que le mois le plus aride est le mois de juillet.

Certains mois accusent un déficit hydrique trés important, méme en période dite pluvieuse,
c’est le cas des mois novembre et décembre de 1’année 2005 et mai et décembre de 1’année

2007 (ANNEXES). Ces déficits sont caractéristiques du climat méditerranéen.

Les précipitations sont irrégulieres d’une année a une autre, avec un minimum en 2006

(<300 mm) et un maximum en 2003 et 2008 (>400 mm).

D’apres la figure 4, on remarque que la période pluvieuse s’étale de septembre a avril, avec

un maximum qui se situe en janvier ; il est de 43.56 mm.

La saison seéche coincide avec la saison la plus chaude, elle s’¢tale de mai a aoit. Le mois le

moins pluvieux est juillet, avec seulement 0.17 mm.
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Figure 4 : Variation des moyennes mensuelles des précipitations

4.2. Températures

Les températures, second facteur constitutif du climat (Greco, 1966), sont les plus
importantes et conditionnent en grande partie la répartition des végétaux et le cycle de

développement des animaux.

Le tableau 2 (ANNEXES) présente les valeurs des températures mensuelles de la station de

Zenata de la période allant de janvier 2003 a décembre 2013.

Les valeurs des températures moyennes mensuelles de la station de Zenata montrent que les
températures sont assez élevées pour les mois de juillet, aolit et septembre, pendant les années

2003-2013, mais relativement basses pour les autres mois (ANNEXES).

Selon I’Unesco (1963), un mois chaud est défini comme un mois ou la température moyenne
est supérieure a 20°C. Il n’y a aucun risque de gel dans de pareilles conditions. La période
chaude est la suite successive des mois chauds. 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.

La période froide dure huit mois, d’octobre a mai, alors que la période chaude est moins

longue avec quatre mois, de juin a septembre (Fig. 5).
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Figure 5: Variation des moyennes mensuelles des températures (2003-2013).

4.3. Diagramme ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN (1953)

Pour déterminer la durée de la période séche relative a la station Zenata, nous avons placé les
valeurs moyennes des précipitations et des températures en double ordonnées ou 1’échelle des

précipitations est égale au double de 1’échelle des températures (P=2T), et les mois de 1’année
en abscisse.

60 30
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30 - . e/ - 15
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0 0
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Figure 6 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

de la station de Zenata (Période 2003-2013)
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L’intersection des deux courbes divergentes des températures et des précipitations fait
ressortir la période séche qui s’étend sur cinq mois et demi allant de la mi-avril jusqu’en

septembre (Fig. 6).
4.4. Climagramme d’Emberger (1955)

Le quotient pluviothermique d’Emberger est destiné a caractériser le climat méditerranéen. Ce

quotient est défini par la formule suivante :

Q,=1000 x P/ [M+m (M+m)/2] - 2000xP / M- m>
P : précipitations moyennes annuelles.
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-m : Amplitude thermique moyenne (°K)

Avec des précipitations annuelles P de 290,75, une moyenne mensuelle maximale
M (273,2+33.5) égale a 306,7°C et un m de (273,2+5,5) ; une température moyenne minimale
de 278,7°C, la station de Zenata a un Q, égale a 35,47.

Tenant compte de cette valeur et du m, notre aire d’étude se situe dans 1’étage bioclimatique

semi-aride & hiver tempéré sur le climagramme d’Emberger (Fig. 7).
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Figure 7 : Climagramme d’Emberger de la zone d’étude
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PARTIE II. ETUDE ENTOMOLOGIQUE

1. Localisation de la station d’étude

La structure utilisée (champ) pour cette expérimentation se situe a la commune de Hadjret El
Gatt (12km de Remchi). C’est une propriété privée qui cultive la tomate depuis plusieurs

années (Photo. 5).

Photo 5 : la tomate en plein champ (site d’étude)

Le champ cultive la tomate de la variété américaine (B48) planté le 20 septembre 2012.
L’épandage d’engrais azotés a été fait le 30 septembre 2012 et le traitement contre le mildiou
par un fongicide [Euparen m (50WG)] est appliqué pour éviter I’installation de la maladie ;
ainsi qu’un autre type de traitement (Pro-Act 50Ec ; Hexar 50Ec), appliqué contre la tache

blanche, maladie cryptogamique due aux thrips.

Le palissage des plants et I’entretien se sont poursuivis durant toute la période de la culture ;

la lutte chimique est pratiquée une fois toutes les deux semaines.
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2. Matériel végétal et dispositif expérimental sur le terrain
2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage a débuté des 1’apparition des premiéres mines (attaques) sur les feuilles de

la tomate.

La méthode d’échantillonnage utilisée consiste a prélever des feuilles de fagon aléatoire ;
chaque échantillon récolté est placé dans un sachet en plastique, sur lequel sont mentionnées

ses caractéristiques, ensuite les prélevements sont acheminés directement au laboratoire.

L’observation des échantillons sous une loupe binoculaire permet de déterminer et de

dénombrer les différents stades de I’insecte (différents stades larvaires et chrysalides).

Les larves sont isolées a partir des feuilles de la tomate pour faire un inventaire des différents
stades de l’insecte, afin d’estimer le taux d’infestation ainsi que pour réaliser les tests de

’activité insecticide.
2.2. Elevage de I’insecte et cycle de développement
2.2.1. Matériel d’élevage

Pour réaliser 1’élevage de I’insecte Tuta absoluta, nous avons disposé au laboratoire de
quelques matériels : cuvettes en plastiques ; tulle ; substance sucrée ; éponge mouillée ; boites

de pétri ; pinces ; alcool ; loupe binoculaire.
2.2.2. Méthode d’élevage

La méthode est simple, elle consiste a mettre les feuilles échantillonnées dans des cuvettes
contenant du sable pour permettre 1’enfouissement des nymphes et des larves issues de ces
folioles ; une éponge mouillée assure I’hygrométrie nécessaire au développement des

différents stades de ’insecte.

Chaque cuvette est recouverte de tulle pour éviter toute perturbation externe et empécher les
futurs imagos de s’envoler (Photo. 6). L’émergence de ces derniers est controlée
quotidiennement pour les dénombrer et les nourrir par une substance sucrée (miel industriel +
eau). Nous essayons de les maintenir en vie dans des bocaux un maximum de temps afin

d’estimer leur longévité aux conditions de laboratoire.
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Photo 6 : Dispositif d’élevage au laboratoire

Tous les deux jours, les larves sont dénombrées par un tamisage du sable pendant la période
d’étude. Les élevages permettent également de connaitre la durée du développement nymphal

de I’insecte.

3. Etude statistique des données
3.1. Corrélation et régression
» Coefficient de corrélation linéaire

Pour savoir s’il existe une relation entre les larves et les adultes, les larves et les pupes et les

adultes, nous avons calculé les coefficients de corrélation linéaire, deux a deux.

Principe : pour établir une relation d’indépendance X et Y, il suffit de calculer le coefficient
de corrélation. Si Fops > Fyp, la corrélation entre les deux variables est jugée significative ; il

existe alors une dépendance statistique entre elles.
» Droite de régression

S’il existe une corrélation significative entre les variables X et Y, on peut établir une droite de
régression. Elle permet d’estimer des valeurs de Y connaissant certaines valeurs de X ce qui
nous permet de prédire I’évolution ou I’effectif de I'un des stades en connaissant ceux de

I’autre, si r? est positif.

Nous avons traité¢ nos données avec le logiciel Microsoft Excel 2007 et le Minitab 15.
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3.2. Essais biologiques
Les larves soumises aux tests de toxicité proviennent d’un élevage de plein champ. Les

feuilles attaquées sont directement acheminées au laboratoire afin d’en prélever les larves.

La méthode adoptée est celle de « Leaf-dip Bioassay » ; décrite par Cahill et al. (1996)
modifiée. Dix larves de 7. absoluta sont déposées délicatement en utilisant un pinceau fin

dans une boite de Pétri entomologique (90mm) contenant du papier filtre.

Les différentes doses de I’huile essentielle de 7. capitatus et de T. articulata testées sont
pulvérisées sur le papier filtre. La premicre boite de Pétri est considérée comme témoin et
traitée par de 1’eau distillée. Nous n’avons pas effectué¢ des tests de toxicité par 1’huile

essentielle de D. crinitus sur les larves car nous n’en avions plus suffisamment.
Pour chaque essai des doses testées et du témoin, nous avons effectué trois répétitions.

La méme méthode est adoptée pour les larves de 7. absoluta en utilisant des doses d’hydrolats

de T. capitatus et de T. articulata avec trois répétitions également.

3.3. Estimation de la toxicité des traitements

L’évaluation de I’effet toxique des traitements biologiques est estimée par la comparaison des
populations résiduelles (PR) selon le test de Dunnett. Le pourcentage des populations
larvaires résiduelles de Tuta absoluta est exprimé par le rapport suivant :

PR (%) = nombre des formes vivantes dans les lots traités / nombre des formes
vivantes dans les lots témoins

Lorsque PR <30% : la molécule bioactive est toxique ;

30% < PR <60% : la molécule est moyennement toxique ;

PR > 60% : I’effet toxique de la molécule est faible ou neutre.
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PARTIE III : ETUDE PHYTOCHIMIQUE

La partie expérimentale est réalisée dans deux laboratoires de recherche: d’écologie
(Laboratoire d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels, Faculté SN.V.S.T.U.) et de
chimie (Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO) Département de
Chimie, Faculté des Sciences) pendant la période allant de décembre 2011 a juin 2014. La
composition chimique des huiles essentielles est effectuée dans I’Université de Corse (UMR
CNRS 6134), au Laboratoire de Chimie des Produits Naturels, Campus Grimaldi, BP 52,
20250 Corte (France).

1. Identification des plantes aromatiques

Les échantillons de chaque espéce de plante sont collectés en 2011, dans trois stations
situées dans la wilaya de Tlemcen. Les échantillons de Tetraclinis articulata (Thuya) sont
prélevés dans la région de Oudjlida (Photo 7). La récolte est effectuée en décembre et
janvier. Les échantillons de Thymus capitatus sont récoltés dans la région de Hennaya
(Photos 8) a la méme période. Les échantillons de Daucus crinitus sont prélevés dans la

région de Béni Snous en mai et juin.

Photo 7 : Tetraclinis articulata dans la région de Oudjlida (Tlemcen)
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Photo 8 : Champ de Thymus capitatus dans la région de Hennaya (Tlemcen)

Les deux especes de T. capitatus et T. articulata ont été identifiées par le Professeur N.
Benabadji de 1’Université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen. L’identification de la plante D.

crinitus a ¢té faite par le Professeur Bouazza de 1’Université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen.

2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles est réalisée par hydrodistillation a I’aide d’un appareil de
type Clevenger (Pharmacopée Européenne, 2004).

400g de matiere végétale sont introduits dans un ballon imprégné d’eau distillée, I’ensemble
est port¢ a ¢bullition pendant 4 heures. Les vapeurs chargées de substances volatiles
traversent le réfrigérant, se condensent puis elles sont récupérées dans une ampoule a

décanter. L’eau aromatique et 1’huile essentielle se séparent par différence de densité (Photo

9).
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Photo 9 : Montage d’hydrodistillation

L’huile essentielle est récupérée du haut de I’essencier a I’aide d’une pipette Pasteur, puis
stockée a 4°C dans des piluliers en verre opaque, fermées hermétiquement pour les préserver
de Pl’air, de la lumicre et des variations de température, qui sont les principaux agents de

dégradation. Une huile altérée perd son activité biologique.

2.1 Calcul du rendement

Le rendement en H.E. est le rapport entre le poids de I’H.E. extraite et le poids de la biomasse
végétale a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule
suivante :

R=(Ph/Pv)x 100

R : rendement de I’huile essentielle en % ;
Ph : poids de I’huile essentielle en gramme ;

Pv : poids de la biomasse végétale en gramme.

2.2. Caractéristiques des huiles essentielles
La caractérisation d’une essence consiste a :

e vérifier ces caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur, saveur) ;

e déterminer ses indices physiques (densité, indice de réfraction) ;
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e obtenir son profil chromatographique et une quantification relative de ses différents

constituants.

2.3. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par CG/SM

Nos échantillons des huiles essentielles sont analysés par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Cette technique est trés utilisée dans
I’analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles. L’analyse de la composition
chimique des huiles essentielles est réalisée au niveau du Laboratoire de Chimie des Produits

Naturels, Campus Grimaldi, BP 52, 20250 Corse (France).

3. Préparation des extraits

Cinq solvants (hexane, éthanol, chloroforme, éther de pétrole et eau) sont utilisés
successivement afin d’extraire les différentes familles de composés chimiques dans un

extracteur continu de Soxhlet.

L’extracteur de Soxhlet est un appareil spécialement congu pour I’extraction continue solide-
liquide (Photo 10). Le solvant (5 a 10 fois la quantité de 1’échantillon solide a extraire) est
porté a ébullition, puis condensé avec le réfrigérant, dans le réservoir a siphon, contenant le
solide a extraire dans une cartouche de papier épais. Le contact entre le solvant et le produit a
extraire dure pendant I’accumulation du solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint
un certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la substance
dissoute. Ce cycle peut étre répété plusieurs fois, selon la facilité avec laquelle le produit
diffuse dans le solvant. Ainsi, 30 a 60 grammes de matiere végétale pulvérisée sont extraits
par 200 mL de solvant pendant 3 a 4 heures, jusqu’a épuisement total. Il est nécessaire de

réaliser plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité suffisante d’extraits.

Dans notre étude, nous avons préparé cinq extraits pour faire des tests de 1’activité biologique

qui sont : Hexane, Chloroforme, Ether de pétrole, Ethanol et I’extrait aqueux.
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Photo 10 : Extracteur de Soxhlet

Les solutions récupérées sont évaporées a I’aide d’un évaporateur rotatif (Photo 11). Apres le
calcul des rendements, les extraits secs sont repris dans leurs solvants pour subir les différents

tests phytochimiques et biologiques.

Photo 11 : Evaporateur rotatif

3.1. Calcul du rendement

Le rendement est le rapport de la quantité de I’extrait recueilli apres extraction sur la quantité

de la biomasse, exprimée en pourcentage.
Rdt (%) = P1-P2 /P3x100

P1 : poids du ballon apres évaporation
P2 : poids du ballon avant évaporation (vide) ;

P3 : poids de la matiere végétale de départ.

-61-



CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

PARTIE VI : ETUDE MICROBIOLOGIQUE

1. Matériel fongique

Les différents champignons utilisés dans ce travail sont des espéces fongiques responsables
des pourritures, ils ont ét¢é isolés directement des plants de tomate prélevés du champ étudié,

dans la région de Hadjret El Gat (site d’étude).
— Fusarium oxysporum

—Aspergilus niger

— Pinicillium spl et Pinicillium sp2

— Alternaria solani

-Botritis cinerea

-Trichoderma sp

Ces différentes souches fongiques sont isolées a partir des feuilles et des fruits des tomates,
elles sont régulicrement entretenues par repiquage sur le milieu nutritif PDA (Potato Dextrose

Agar).

2. Tests de confirmation des souches fongiques

2.1. Isolement des moisissures a partir de la tomate

Pour isoler la mycoflore des échantillons de tomate, nous avons utilisé deux méthodes :
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2.1. 1. Méthode de dilution

De chaque échantillon, 5g de tomate broyée ou non sont additionnés a 45 ml d’eau
physiologique, ce qui correspond  la dilution 10™". Ensuite, 1 ml de cette derniére est ajouté a

9ml d’eau physiologique pour avoir la dilution 107.

Des boites de Pétri contenant les milieux : PDA, PDAac., sont ensemencées avec 1ml des

dilutions ; le surnageant est éliminé apres 10 a 15mn et I’incubation dure 5 a 7j a 28 + 4°C.

L’ajout de I’acide lactique (25%) a raison de 1 a 1,5ml par flacon (=200ml) empéche le
développement des bactéries. De plus, il ralentit la croissance des moisissures a croissance

rapide et donne plus de chance d’isoler les moisissures a croissance lente.
2.1.2. Méthode d’Ulster

Dans cinq boites de Pétri tapissées de papier filtre humidifié, on dépose des petits morceaux
de feuille par boite. L observation des moisissures est réalisée apres 5 a 7j a 28 £ 4°C. Les

souches isolées subissent des repiquages successifs sur milieu PDAac afin de les purifier.

2.2. Identification
2.2.1. Identification des genres
L’identification des genres de moisissures repose sur :

v Des caractéres culturaux (macroscopiques) : vitesse de croissance, couleur et texture
de thalle,...

v Des observations microscopiques : réalisées par la méthode de microculture (Haris,
1989) ou de scotch et en se référant au manuel de Barnett et Hunter, 1972 et Breton in
Larpent, 1990; cette méthode consiste a :

-ensemencer les souches sur des morceaux de PDAac. Porter sur des lames stériles. Ces
morceaux sont coupés a partir d’une boite coulée en couche épaisse pour éviter la
déshydratation ; ensuite une lamelle est déposée sur I’inoculum. Les lames sont déposées dans

une enceinte tapissée avec du papier imbibé avec de I’eau.

-apres 2 a 3 jours d’incubation a 28 + 4°C sur de nouvelles lames stériles, on dépose 2 a 3

gouttes de lactophénol ou bleu de coton pour permettre le gonflement du mycélium et faciliter
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I’observation microscopique des mycéliums collés sur la lamelle enlevée des morceaux de

PDAac. ; I’observation se fait x10, x40 et x100.
2.2.2. Identification des espéces fongiques

L’identification des moisissures a été faite avec 1’aide de monsieur Larbi Belyagoubi,

enseignant a I’Université Abou Bekr Belkaid (Tlemcen).

2.3. Conservation des souches fongiques

A partir des souches identifiées, faire des repiquages dans des tubes de PDA de conservation
puis incuber a 28°C pendant 7 jours. Les tubes sont conservés dans le réfrigérateur a 6°C et
les repiquages sont réalisés tous les 15 jours. Un deuxiéme repiquage est réalisé¢ dans des

boites de Pétri contenant le PDA, puis incubés a 28°C pendant 7 jours.

3. Etude de Pactivité antifongique

3.1. Tests «in vitro» : activités antifongiques des huiles et des extraits du

Thymus capitatus, Tetraclinis articulata et Daucus crinitus

Pour évaluer 1’activité antifongique des huiles essentielles et des extraits, nous avons adopté
une seule méthode, celle de la diffusion sur milieu PDA, en utilisant des disques stériles en
cellulose. Le principe de la méthode repose sur la diffusion du fragment mycélien en milieu
solide dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antifongique
sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition et en fonction du diamétre de

diffusion.

3.1.1. Protocole expérimental

Des dilutions sont préparées dans des tubes a essai contenant chacun 13,5 ml du milieu PDA
stérilisés a l'autoclave (20 min a 121 °C) et refroidi a 45 °C ; on ajoute 1’huile essentielle de
chacune des dilutions de facon a obtenir les concentrations finales. Puis on agite fortement les
tubes avec le vortex pour avoir un liquide homogene, avant de les verser dans des boites de

Pétri. Des témoins, contenant le milieu de culture et du DMSO, et d’autres seulement le
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milieu PDA (contrdle) sont également préparés. Pour les extraits, nous avons utilisé¢ la méme

méthode et nous avons dilué les extraits par du DMSO.

3.1.2. Dépot de disques

L'ensemencement se fait par dépot de fragments mycéliens de 6mm de diameétre (disques de
référence prélevés a partir de la périphérie d'un tapis mycélien et provenant d'une culture de
7 j) au centre des boites de Pétri. Elles sont ensuite fermées, puis laissées pour diffuser a
température ambiante et mises dans une étuve. L'incubation se fait a 1'obscurité pendant 7 j a

25 °C. Chaque essai est répété trois fois.

3.1.3. Lecture

La lecture se fait par la mesure, a I’aide d’une régle, du diametre de la zone de diffusion
autour de chaque disque. Les résultats sont exprimés par le calcul de I’indice antifongique

(Pourcentage d’inhibition) déterminé par la formule de (Albuquerque et al., 2006) :
Indice fongique (Pourcentage d’inhibition) = (Dc - Dt) / D¢ x100
Dc : Diameétre des mycéliums du controle ;

Dt : Diametre des mycéliums traités.

3.2. Tests « in vivo » Activité antifongique des hydrolats de Thymus capitatus et

Tetraclinis articulata

Nous avons réalisé des tests de ’activité antifongique directement sur les tomates, a partir des

hydrolats de deux plantes Thymus capitatus et Tetraclinis articulata.

3.2.1. Protocole expérimental :

- Choisir les fruits de la méme taille autant que possible ;
- désinfecter leurs surfaces par une immersion pendant 1 min dans une solution
¢thanolique a 70% ;

- rincer 2 fois par une immersion a 1’eau distillée stérile pendant 10 minutes ;
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- laisser sécher 3 minutes dans un endroit sec (entre 2 becs benzéne) ;

- Immerger les fruits dans I’hydrolat pendant 5 min ; 500 ml pour I’hydrolat du thym et
50ml pour celui du thuya (nous en avions une quantité limitée) ;

- laisser sécher dans un endroit sec et stérile ;

- préparer une suspension fongique a 10° spores/ml grace 4 un hématocytométre ou une
cellule Thomas (spores + eau distillée + Tween 80 a 0,5%) ;

- 1inoculer la suspension fongique (100ul) dans le trou ;

- mettre dans des boites hermétiques en mettant un bécher rempli d’eau distillée stérile
pour garder un taux d’humidité ;

- incuber ;

- mesurer le diamétre des moisissures.

4. Etude de I’activité antibactérienne :

Le choix des bactéries a été porté sur cinq souches phytopathogenes, isolées a partir des
tomates prélevées dans notre site d’étude ; 1’identification de ces souches est réalisée par le
laboratoire de Biotechnologie et Valorisation de Bio-Géo Ressources (BVBGR : LR11ES31)
de DI'Institut Supérieur de Biotechnologie (Sidi-Thabet) en Tunisie car nous manquons de

moyens matériels pour le faire a notre niveau (Séquenceur, PCR.....).
4.1. Milieux de culture

Suivant les méthodes employées, et selon les souches, nous avons utilisé¢ les milieux de

cultures suivants :

-G¢élose nutritive (GN) ;
-gélose Mueller Hinton ;
-milieu King A et King B ;

- bouillon nutritif (BHB).
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4.2. Tests de confirmation des souches bactériennes

Les souches utilisées ont été confirmées au préalable par le laboratoire de Biotechnologie et
Valorisation de Bio-Géo Ressources en Tunisie. Nous avons tenu a vérifier leur pureté par les

caractéristiques cellulaires, par quelques tests biochimiques et culturaux.

Apres ensemencement des bactéries sur leurs milieux, la coloration de gram est réalisée apres
incubation a 37°C pendant 24 heures. L’étude des caracteéres morphologiques recherchés par
la coloration de Gram et I’examen microscopique au grossissement 1000x permettent
I’observation du mode de regroupement, la forme des cellules bactériennes et le type de

Gram.

La coloration de Gram selon la méthode décrite par Dellarras (2007) est réalisée comme

suit :

-Préparer un frottis de la souche testée ;

-recouvrir le frottis de violet de Gentiane, laisser agir une minute puis rincer a I’eau distillée ;
-verser du lugol et laisser agir pendant une minute, rincer a 1’eau distillée ;

-décolorer a I’alcool a 95°, entre 15 et 30 secondes puis rincer a I’eau distillée ;

-recolorer avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes puis rincer a I’eau distillée ;

-sécher au-dessus de la flamme d’un bec benzéne ;

-observer au microscope optique a 1’objectif x100 a I’immersion.

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif (Gram+) et celles colorées

en rose sont des bactéries a Gram négatif (Gram-).
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4.3. Tests biochimiques

Des tests biochimiques complémentaires sont réalisés pour I’identification des souches

étudiées.
> test de catalase

Ce test permet de différencier les bactéries a Gram positif de la famille des Micrococcaceae
qui sont catalase positive, des familles Streptococcaceae et Enterococcaceae qui sont catalase
négative. La catalase agit en dégradant H,O, (eau oxygénée) en H,O et oxygene qui se

manifestent par un dégagement gazeux.
» test de I’oxydase

Le test de I'oxydase permet de distinguer les bactéries a Gram négatif, de la famille des

Enterobactériaceae a oxydase négative, des Pseudomonodaceae a oxydase positive.

L’enzyme oxydase ou phényle diamine oxydase intervient dans la phosphorylation oxydative.
La présence de cette enzyme chez la bactérie indique la présence du cytochrome C dans la
chaine respiratoire. Sur le disque d’oxydase imprégné de N-diméthyl paraphenyléne diamine
(incolore), les bactéries qui produisent I’enzyme de 1’oxydase oxydent le réactif en formant

I’indophénol (un composé violet).

4.4. Conservation des souches

A partir des souches identifiées, nous avons effectué des repiquages dans des tubes de gélose
de conservation en piqure centrale, puis nous les avons incubés a 37°C pendant 24 heures.
Les tubes sont ensuite conservés dans le réfrigérateur a 6°C et les repiquages sont réalisés

tous les 15 jours.
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4.5. Préparation de ’inoculum

4.5.1. Préparation de pré-culture

Les tests antibactériens sont réalisés a partir des cultures jeunes (18 a 24 heures) en phase
exponentielle. La réactivation des souches est effectuée par ensemencement de [’espéce
bactérienne dans un milieu liquide (BHIB). Apres incubation pendant 24 heures a 37°C, un
deuxiéme repiquage est réalisé dans des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive (GN)

puis incubés a 37°C pendant 18 heures.
4.5.2. Préparation de la suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes sur gélose nutritive, nous prélevons 3 a 5 colonies identiques et
bien isolées dans 5ml d’eau physiologique stérile puis nous agitons au vortex pendant

quelques secondes.

La standardisation de la suspension de 10° UFC/ml est réalisée par un spectrophotométre
réglé sur une longueur d’onde de 620nm. Selon Mac Farland, on admet une DO comprise
entre 0.08 et 0.1 correspondant & une concentration de 107 et 10° germes/ml ; la suspension
d’inoculum est diluée a 1:10 dans de ’eau distillée stérile pour avoir une concentration de

10° germes/ml.
4.6. Etude de Pactivité antibactérienne
4.6.1. Tests « in vitro »

Pour évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles, nous avons adopté deux

méthodes :

» La méthode de diffusion en puits. C’est une méthode proposée par Cooper et
Woodman en 1946 et reprise par Shroeder et Messing en 1949. Elle assure une
diffusion radiale de I’huile essentielle, a partir d’un puits, en donnant une zone

d’inhibition claire, facilement mesurable.
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La méthode consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution
d’huile essentielle de concentration connue. L’huile essentielle diffuse radialement en donnant
une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la

suspension bactérienne (Eymard, 2003).

» La méthode de diffusion sur milieu gélosé: utilisant des disques stériles en
cellulose appelés aromatogrammes. Le principe de la méthode par titrage des

antibiotiques est décrit par Rota et al. (2004).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration apreés un certain temps
de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la
cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition et en fonction du diameétre
d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou

résistante selon le diameétre (Figure 8) :

* Non sensible (-) ou résistante : diamétre inférieur a 8mm
* Sensible (+) : diamétre entre 9 et 14mm ;

* Trés sensible (++) : diamétre entre 15 et 19mm ;

* Extrémement sensible (+++) : diameétre supérieur a 20mm.

Disque de papier imbibé

d’H.essenticlle . i
Tapis bactérien

—

inoculy 3% Incubation 4 37°C
acteérien
pendant 24heures

|

Boite de Pétri avec gélose

Diametre d’inhibition

Figure 8 : Principe de la méthode de diffusion sur disques de gélose
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e Protocole expérimental

Couler aseptiquement le milieu de culture gélosée Muller Hinton (M.H) ou par gélose
nutritive en surfusion dans des boites de Pétri a raison de 15ml par boite. Laisser refroidir et
solidifier sur la paillasse ; avec 1’anse de platine ensemencer jusqu'a épuisement de la boite

par la culture bactérienne.
e Dépot de disques

A T’aide d’une pince stérile, prélever un disque de cellulose stérile (disque de référence :
papier filtre MN640w, MACHEREY-NAGEL gmbh et Co. KG Germany. Diametre, 6mm) et
I’imbiber avec de I’huile essentielle (non diluée) a tester, en mettant seulement en contact le
bout du disque ; celui-ci va absorber progressivement I’H.E jusqu'a imprégnation totale du
disque, puis déposer sur la gélose. Les boites de Pétri sont ensuite fermées, laissées diffuser
a température ambiante pendant 30 minutes et mises dans une étuve a une température de
32C° pendant 24 heures. Dans les boites de contrdle, les disques sont trempés dans de 1’eau
distillée stérile. L’expérience est répétée trois fois pour chaque huile essentielle et pour

chaque bactérie.
e Lecture

La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque.
Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peuvent étre symbolisés
par des signes d’aprés la sensibilité de ces souches bactériennes vis-a-vis des huiles

essentielles (Ponce et al., 2003).

* Non sensible (-) ou résistante : diameétre inférieur a 8mm ;
* Sensible (+) : diametre entre 9 et 14mm ;

* Tres sensible (++) : diametre entre 15 et 19mm ;

* Extrémement sensible (+++) : diamétre supérieur a 20mm.
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4.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’utilisation des huiles essentielles dans les produits alimentaires est souvent limitée par des
effets indésirables (forte odeur, changement de goflit) qu’elles peuvent engendrer dans
I’aliment ; pour cette raison, il est nécessaire de déterminer la CMI (concentration minimale
inhibitrice) de I’huile essentielle capable d’inhiber la croissance des bactéries sans altérer les
caractéristiques organoleptiques de 1’aliment. Selon I’effet recherché et les bactéries ciblées,

la concentration ne sera pas la méme (Caillet et Lacroix, 2007).

Selon Skandamis et Nychas (2001), la CMI est définie comme étant la plus faible
concentration de I’H.E. capable d’induire une réduction de la croissance bactérienne de 90% ;

ne laissant donc survivre que 10% de la population.

e Préparation de la gamme de dilution par microplaques :

Les CMI sont déterminées par la méthode de microdilution en milieu liquide, dans des

plaques de microtitration de 96 puits (Santos et Hamdan, 2005).
e Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions bactériennes sont préparées a partir de I’eau physiologique stérile et de
colonies bactériennes. La suspension obtenue est ensuite mesurée par un spectrophotometre
pour avoir une concentration de 10° 4 10* UFC/ml et une DO (Densité optique) entre 0.08 et

0.1.

e Préparation des solutions méres

La solution mére contient au total un volume de 300puL : 100pL de bouillon nutritif auxquels

on ajoute 100pL d’huile essentielle et 100uL de la suspension bactérienne.
e Procédure

Nous avons introduit dans chaque puits 100puL de bouillon nutritif (BNHB). Le premier
puits, témoin, est rempli par 100uL de bouillon nutritif et 100uL de suspension bactérienne
pour un volume totale de 200uL. le deuxieme puits, qui est la solution mere, contient 100puL

de BNHB, 100pL d’huile essentielle et 100uL de suspension bactérienne. A partir de cette
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solution mere, commence la dilution de demi en demi (de 100ul a 50ul, 25 etc....) jusqu’au

dernier puits de la deuxieme ligne de la plaque.

Les plaques ensemencées des différentes bactéries sont recouvertes de papier aluminium puis
incubées a 30 °C dans une étuve pendant 24 heures. Au terme de cette période, la croissance
bactérienne est vérifiée. La CMI est définie comme la plus petite concentration pour laquelle

il n'y a pas eu apparition ou dépot de bactérie dans le puits.
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RESULTATS

1. Etude entomologique

Dans notre étude, nous avons commenté les résultats obtenus a partir des élevages de la
mineuse Tuta absoluta (cycle évolutif, durée de développement des différents stades,

longévité des adultes et sex-ratio).
1.1. Biologie des populations de Tuta absoluta a partir des élevages

Les élevages effectués au laboratoire durant la période d’étude nous ont permis de connaitre
la date d’émergence des adultes, leur longévité, leur sex-ratio ainsi que les durées de
développement des différents stades de 1’insecte. Les résultats de ces élevages sont présentés

dans le tableau 3 (ANNEXES).
1.1.1. Développement du stade imaginal

Le cycle biologique de Tuta absoluta (Figure 9) se distingue par quatre phases de
développement : 1’ceuf, les quatre stades larvaires (L1, L2, L3 et L4), le stade nymphal
(Chrysalide) et enfin le stade imaginal (Adulte).Les différentes photos du cycle de
développement ont été prises sous microscope optique avec 1’aide de monsieur Ferouani dans

le Laboratoire de Botanique de 1I’Université de Tlemcen.
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Eclosion

Larve
néonate
Tuta absoluta

Chenille se
transformeen
Chrysalide

Ponte

jeune adulte%

Sortie d’un
(Imago)

Figure 9 : Cycle de vie de Tuta absoluta
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Cette étude a permis de mettre en évidence I’impact de la température sur le cycle biologique
du ravageur. Trois gammes de températures ont permis d’enregistrer différentes durées de

développement (Fig. 10).

35
30
25
20
15
10

1 2 3

M Température (°C) M Durée(jours)

Figure 10 : Durées(en jours) du cycle biologique de Tuta absoluta

Le développement du ravageur Tuta absoluta montre une différence au niveau de la durée
totale du cycle de vie de la mineuse selon les dates de mise en élevage. Nous remarquons que

plus la température est élevée, plus la durée de développement est courte.

A la température de 30+1°C, nous enregistrons la durée du développement de Tuta absoluta
la plus courte, avec 16 jours. Par contre, la durée la plus longue est de 28 jours a une

température ambiante de 24+1°C.

Une durée de vie de 21 jours est enregistrée a une température de 27°C.

1.1.2. Longévité des stades adultes

La longévité des stades adultes est un paramétre important a prendre en considération dans
I’étude du cycle biologique. Les adultes femelles présentent une longévité de 8 a 16 jours,
avec une moyenne de 12.6 et de 6 a 13 jours pour les adultes males avec une moyenne de 8.9

jours (Tab. 4).
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Tableau 4: Longévité des adultes de Tuta absoluta (jours)

Longévité (jours) des males et des femelles

Femelles Males
Minimale-maximale 8-16 6-13
Moyenne + Ecart type 12.6+2.31 8.9+1.96

Comme pour la majorité des Arthropodes, les femelles ont une durée de vie plus importante

que les males.

1.1.3. Sex-ratio

Le sex-ratio permet de connaitre le nombre de males et de femelles émergés ainsi que le

rapport femelles/males, obtenus lors des élevages (Fig. 11), pour nos élevages il est de 1.69.

M Femelles

M Males

Figure 11 : Sex-ratio de Tuta absoluta a partir des élevages

1.1.4. Développement nymphal

Les ¢levages menés au laboratoire ont permis de connaitre la durée de la nymphose qui varie
selon la date de mise en élevage, et par conséquent des températures y afférant (Fig. 12)

jusqu'a obtenir de jeunes papillons (imagos) de Tuta absoluta.
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10

Durée de pupaison (jours)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sorties

Figure 12 : Durées moyennes de pupaison chez Tuta absoluta a partir des

élevages

Le développement nymphal de Tuta absoluta dure 10,41 jours en moyenne pour nos élevages.
Cependant, il présente des variations aux différentes dates, principalement dues aux variations

thermiques et hygrométriques qui leur correspondent.

1.1.5. Mortalité nymphale

Le taux d’émergence des adultes représente 80%, donc la mortalit¢ nymphale chez

Tutaabsoluta, estimée a partir des élevages effectués au laboratoire, est de 20% (Fig. 13).

B Adultes
Mortalité nymphale

Figure 13 : Taux de mortalité nymphale chez Tuta absoluta a partir des élevages
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Ce taux de mortalité est relativement faible, cela peut étre expliqué par les conditions

favorables du laboratoire ou sont effectués nos élevages.

1.1.6. Mortalité larvaire

Dans nos prélévements, nous n’avons pas trouvé un nombre important de larves. Cela est

principalement li¢ a I’utilisation excessive des insecticides.

Durant la période d’étude, a partir des élevages effectués au laboratoire, les chrysalides
obtenues a partir des larves contenues dans les feuilles de la tomate représentent 90 %, donc

la mortalité larvaire est de 10% (Fig.14).

® Chrysalides

B Mortalité larvaire

Figure 14 : Taux de mortalité larvaire chez Tuta absoluta a partir des élevages

Encore une fois, nous relevons un faible taux de mortalité larvaire, ce qui nous conforte dans
notre interprétation selon laquelle les conditions thermiques et hygrométriques du laboratoire
dans lequel ont été effectués les élevages (T°= 25°C + 3°C, HR + 80%) sont optimales pour la

mineuse Tuta absoluta.

1.2. Relation entre les caractéres liés a I’infestation

La relation entre les caracteres liés a I’infestation des feuilles de tomate par 7. absoluta a été

analysée par la recherche de corrélations linéaires.
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1.2.1. Relation entre I’émergence des chrysalides et celle des adultes

L’étude de corrélations linéaires montre qu’il existe une relation significative entre le nombre

de chrysalides et celui des adultes émergés avec R*= 57% (Fig.15).

16 y =0,6051x + 3,2168
14 RZ=0,57 i
12 4
3 8 L = 4 . 4
< 6
2 2
2 L g
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Chrysalides

Figure 15 : Droite de régression entre les chrysalides et les adultes

Nous constatons que toutes les valeurs sont proches de la droite de régression, nous pouvons

donc prédire le taux d’adultes a partir de celui des chrysalides et inversement.

1.2.2. Relation entre I’émergence des chrysalides et celle des larves

L’étude de corrélations linéaires montre qu’il existe une relation significative entre le nombre

de larves et celui des chrysalides avec R*=61,03% (Fig.16).

16
14 y = 0,1598x - 1,4465 *o o
2 _
L 12 R2=0,6103 * -
5 10 . %
‘_3 8 ¢
>
£ 6 /
(&}
4 &
2 L 2
0 . : : , . .
0 20 40 60 80 100 120
Larves

Figure 16 : Droite de régression entre les larves et les chrysalides
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Nous constatons que toutes les valeurs sont trés proches de la droite de régression, nous

pouvons donc prédire le taux de nymphes a partir de celui des larves et inversement.

1.2.2. Relation entre I’émergence des adultes et celle des larves

On remarque une absence totale de corrélations linéaires entre les adultes et les larves qui

présentent une corrélation R*=39,23%.

16
14 y=0,1027x + 1,9189 .
R?=0,3923
12 ! L 2 L 4 ¢
10 L 4 L 4
t C
< 6
L g
4
2 L g
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Larves

Figure 17 : Droite de régression entre les larves et les adultes

L’absence de corrélation entre les variables se confirme par la droite de régression (Fig.17),

dont les points sont tres dispersés autour de la droite.

Ce manque de corrélations s’explique par les perturbations que subissent les larves au cours

de leur développement, ce qui est tres fréquent chez tous les insectes.
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2. Etude phytochimique

2.1. Rendement des huiles essentielles de 7. capitatus, D. crinitus et T. articulata

Les parties aériennes de D. crinitus ont été cueillies dans la zone forestiere de Bensekrane
(Tlemcen), au stade de la floraison, en Juin 2011. Les parties aériennes de 7. capitatus ont été
cueillies a Beni Snous dans la wilaya de Tlemcen, au stade de la floraison, durant le mois de
Juin 2011. Les parties aériennes de 7. articulata ont été cueillies dans la région de Oujlida,
(Tlemcen) au cours du mois de Juin 2011. Les trois espéces de plantes sont stockées a -18 © C
aprés récolte. Une portion (550 a 600 g) de matiere fraiche et seche de chaque espéce de
plante est soumise a une hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger selon la
Pharmacopée européenne (European Pharmacopoela, 2004). Les huiles essentielles sont
séchées sur du sulfate de sodium anhydre et, aprés filtration, elles sont stockées dans des

flacons ambrés stérilisés a 4 ° C jusqu'a leur utilisation.

Tableau 5: Rendements en huile essentielle de 7. capitatus, D. crinitus et T.

articulata(moyenne)
Plante T.capitatus T. articulata D. crinitus
Rendement (%) en | Fraiche | seéche 0.23 Feuille | Racine
Huile essentielle 0.28 2 0.45 0.37

Les résultats présentés dans le tableau 5 montrent que les rendements moyens obtenus de
I’extraction par hydrodistillation sont de ’ordre de 0.23, 0.28, 0.37, 0.45 et 2%. Nous
remarquons une grande différence dans les rendements entre espéces, et pour une méme
espece, selon son état (fraiche ou séchée) et selon ses organes (feuilles ou racines). Si nous
rassemblons les rendements pour une méme espece, nous remarquons que 7. capitatus est tres
riche en huile essentielle, D. crinitus vient en deuxiéme position et enfin 7. articulata qui

possede le moins d’huile essentielle par rapport aux autres.
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2.2. Analyse de la composition chimique

Un total de 26 éléments représentant 99,3% de la composition de l'huile essentielle de T.
capitatusest identifié par comparaison de leurs spectres El-masse et leurs indices de rétention
(RI) avec ceux des composés authentiques (Tableau 6). L'huile essentielle est fortement
dominée par des composés oxygénés (74,5%) avec une quantité élevée de composants
aromatiques terpéniques (82,6%).Toutefois, les monoterpenes hydrocarbonés sont apparus

aussi en proportion appréciable (23.1 %).

Tableau 6: Composition chimique des huiles essentielles de 7. capitatus, D. crinitus et T.

articulata
No." | Composants IK T. capitatus | D. crinitus T. articulata
01 Nonane 910 - 0.6 -
02 {oa-Thujene 936 0.2 - tr
03 | a-Pinene 939 0.9 0.5 32.0
04 io-Fenchene 941 - - 0.6
05 Camphene 953 0.2 - 0.3
06 i Oct-1-en-3-0l 962 0.5 - -
07 Sabinene 976 - 0.6 43
08 {p-Pinene 980 0.1 0.1 1.4
09 Myrcene 991 2.1 0.6 33
10 | a-Phellandrene 1005 0.2 - 1.5
11 3-Carene 1011 0.1 - 9.6
12 i p-Cymene 1015 12.4 0.2 0.5
13 a-Terpinene 1018 1.7 - -
14 B-Phellandrene 1028 - - 1.4
15 Limonene 1031 - 0.9 43
16 i (E)-B-Ocimene 1041 - 0.6 0.7
17 i (Z)-f-Ocimene 1029 0.6 - -
18 y-Terpinene 1051 43 1.6 0.7
19 i (E)-Sabinene hydrate 1051 0.1 - 0.2
20 i Nonanal 1076 - 0.1 -
21 Terpinolene 1082 0.2 0.4 3.2
22 (Z)-Sabinene hydrate 1087 - - 0.8
23 i Linalool 1083 1.7 0.2 0.2
24 i Undecane 1100 - 4.1 -
25 3-Octyl acetate 1113 - - 0.2
26 | Veratol 1112 - - 0.1
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27 i Camphor 1123 0.1 - -
28 (Z)-Verbenol 1037 - - 0.3
29  iIsoborneol 1143 0.5 - -
30 {Borneol 1148 0.3 - -
31 Terpinen-4-ol 1177 1.1 0.1 2.0
32 o-Terpineol 1176 0.1 - 0.1
33 Decanal 1188 - 1.4 -
34 Octylacetate 1192 - 2.3 -
35 Linalylacetate 1239 - - 0.2
36 Bornylacetate 1259 - - 0.7
37 | Thymol 1266 0,6 - -
38 Carvacrol 1279 69,4 - -
39 | Eugenol 1332 0,1 - -
40 io-Terpinylacetate 1337 - - 1.8
41 Dodecanal 1391 - 3.1 -
42 B-Funebrene 1419 - - 1.6
43 (E)-f-Caryophyllene 1423 1.6 0.6 4.0
44 i Thujopsene 1435 - - 0.2
45 a-Humulene 1455 0.1 - 2.5
46 | y-Curcumene 1475 - - 0,3
47 Germacrene D 1479 - - 1,3
48 y-Humulene 1480 - 0.7 -
49 B-Selinene 1481 - - 0,1
50 iPentadecane 1500 - 5.1 -
51 o-Cadinene 1526 - 0.1 0.3
52 B-Elemol 1541 - - 0,4
53 Isochavicolisobutyrate 1551 - 449 -
54 Germacrene B 1556 - - 0,2
55 i Dodecanoicacid 1559 - 1.1 -
56 Caryophylleneoxide 1581 0.1 - 0.4
57 Dodecylacetate 1589 - 2.5 -
58 i Globulol 1592 - - 0.9
59 i Cedrol 1599 - - 11.0
60 | Humuleneepoxide I1 1605 - - 0.1
61 epi-Cedrol 1619 - - 0,2
62 a-Acorenol 1633 - - 0,3
63 {y-Eudesmol 1629 - - 0,1
64 1-Cadinol 1636 - - 0,2
65 a-Eudesmol 1639 - - 0,3
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66 | Isochavicol 2-methyl butyrate 1659 - 9.7 -

67 Bulnesol 1662 - - 0,2

68 Heptadecane 1700 - 34 -

69 | Tetradecanoicacid 1766 - 3.1 -

70 Cedrylacetate 1769 - - 0,6

71 Neophytadiene 1806 - 0.4 -

72 | Hexadecanoicacid 1963 - 1.1 -

73 Manool 2075 - - 0,3

74 i (E)-Phytol 2123 - 1.7 -
Total identification % 99.3 91.8 95.9
% Hydrocarboncompounds 24.8 20.5 74.3
% Monoterpenehydrocarbons 23.1 5.5 63.8
% Sesquiterpenchydrocarbons 1.7 1.4 10.5
% Non terpenichydrocarnon compounds - 13.2 -
Diterpenes hydrocarbons - 0.4 -
% Composants oxygeénés 74.5 71.3 21.6
% Oxygenated monoterpenes 3.8 0.3 6.4
% Oxygenated sesquiterpenes 0.1 - 14.7
% Non terpenic oxygenated compounds 0.5 14.7 0.2
% Aromaticcompounds 70.1 54.6 -
Oxygenatedditerpenes - 1.7 0.3

En effet, les principaux constituants de I'huile essentielle de Thymus capitatussont le carvacrol
(69,4%), p-cymene (12,4%), suivis par le y-terpinéne (4,3%), le myrcene (2,1%), 1’ a-
terpinéne (1,7%), le linalol (1,7%) et le terpinéne-4-ol (1,1%).

L'analyse de I'huile essentielle des parties aériennes de Daucus crinitus a identifié 30
¢léments, qui représentent 91,8% de la composition totale. Leurs indices de rétention RI et
leurs pourcentages relatifs sont présentés dans le tableau 6. Les principaux composants de
I'huile des parties aériennes sont les phénylpropanoides, principalement I'isobutyrate
isochavicol (44,9%). Les autres composants majeurs identifiés sont: isochavicol 2
méthylbutyrate (9,7%), pentadécane (5,1%) et undécane (4,1%) (Tableau 6).

Un total de 54 éléments, représentant 95,9% de l'huile totale de 7. articulata est identifié
(Tableau 6). Cette huile essentielle est fortement dominée par les monoterpenes

hydrocarbonés (63, 8%), suivis par les sesquiterpénes oxygénés (14,7%) et les sesquiterpenes
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hydrocarbonés (10,5%).Toutefois, les monoterpénes oxygénés sont apparus en faible

proportion (6,4%).

2.3. Résultats des extractions des trois plantes

L'extraction au Soxhlet a été¢ retenue comme technique d'extraction car elle favorise
l'extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale. Les
extractions au Soxhlet sont effectuées de facon séquentielle, en utilisant des solvants de
polarité croissante. Les solvants utilisés sont I'hexane, 1’éthanol, I’éther de pétrole, le
chloroforme et l'eau. Cette approche d'extraction permet de fractionner grossierement les
divers produits naturels de la matrice végétale.

Les extractions séquentielles des produits naturels de 7. articulata, T. capitatus et D. crinitus
sont effectuées avec un Soxhlet contenant 40 g de la matiere végétale. Les rendements de ces

extractions sont répertoriés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Rendements obtenus avec I'approche séquentielle d'extraction pour les

différentes plantes

Espéces Hexane Chloroforme Ethanol Extrait
aqueux
Rend | Masse | Rend | Masse | Rend Masse | Rend | Mass

(%0) | (2) (o) | () (%) (2) (%0) | e(g)
T.articulata | 12.58 | 520 [4.94 471 [4.95 271 |33 214

T. capitatus | 0.57 1.05 551 |2.48 13.17 5.27 522 |23

D. crinitus | 3.18 1.60 3.66 |- 6.63 3.44 8.56 |3.91

Les rendements obtenus montrent des variations importantes entre les especes. Ces résultats
suggerent que 7. articulata est riche en composés peu polaires qui ont des affinités avec
I'hexane et le chloroforme, avec des rendements de 12.58 et 4.94% respectivement.
Cependant, 7. capitatus et D. crinitus semblent riches en composés polaires ayant une forte
affinité¢ pour 1’éthanol et I’eau, avec des rendements en extractibles de 1'ordre de 13,17 % et

6.63 % pour I’extrait éthanolique et 8.56 et 5.22 % pour I’extrait aqueux.
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3. Activités biologiques

Dans la recherche de méthodes alternatives de lutte biologique, le régne végétal offre
beaucoup de possibilités. De nombreuses ¢tudes se développent actuellement pour isoler et
identifier des composés de plantes qui ont une activité insecticide, antifongique,
antibactérienne et/ou antioxydante (Djennan et al., 2002; Bousbia, 2004; Bouzouita et al.,

2008; Djennan et al., 2011b).

3.1. Activité insecticide
3.1.1. Effet de I’huile essentielle et de I’hydrolat sur les différents stades

larvaires

Dans cette partie, plusieurs facteurs sont pris en considération comme le temps apres

traitement, les huiles, les hydrolats et les différentes doses appliquées.
3.1.1.1. Thymus capitatus

La figurel8 illustre les pourcentages de mortalité des populations larvaires des stades L1, L2,

L3 et L4 apres 1’application de I’huile essentielle de 7. capitatus a différentes doses.

100 - I‘
p [

= 80 1
S I
w 60 {7
= EipL
= -
E 40 - m2ul
= 20 - [ s

0 === =

Témoin L1 L2 L3 L4
Stades larvaires

Figure 18 : Effet de I’H.E. de T. capitatus sur les différents stades larvaires de 7. absoluta
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Les résultats montrent clairement que les pourcentages de mortalité du témoin sont nuls pour
les différents stades larvaires alors que 1’effet de I’huile est trés actif sur les larves apres

seulement une heure et demie de temps d’exposition et cela pour toutes les doses testées.

Le taux de mortalité est supérieur a 50% pour les stades larvaires L1, L2 et L3 a une
concentration de 1uL sauf pour les L4 qui présentent une mortalité faible (20%). A une

concentration de 2L, la mortalité larvaire des quatre stades est élevée.

Cependant, le taux de mortalité atteint les 80% a une concentration de SpL, allant jusqu'a

100% de mortalité pour les larves L1.

3.1.1.2. Tetraclinis articulata

La figurel9 présente les pourcentages de mortalité des populations larvaires des stades L1,

L2, L3 et L4 apres I’application de I’huile essentielle de 7. articulata a différentes doses.

100 -
~ 80 - B
S |
«w 60 -
= m1pL
ﬁ —
= 40 - = 2uL
= 20 — SpL
0 —
Témoin L1 L2 L3 L4
Stades larvaires

Figure 19 : Effet de ’H.E. de T. articulata sur les différents stades de larves de T.

absoluta

Les larves témoins de cette expérience présentent un pourcentage nul alors que 1’action de 7.

articulata sur les larves est rapide sur une phase temporelle d’une heure et demie seulement.
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Le taux de mortalité présente les pourcentages supérieurs a 40% a la concentration de 1uL
pour les quatre stades larvaires et 80% a la concentration de 2pL pour les stades larvaires L1,

L2, L3. A la méme concentration, la mortalité des L4 ne dépasse pas les 40%.

Le taux de mortalité est au maximum pour L1 a une concentration de SuL. les autres stades

larvaires présentent un pourcentage supérieur a 80%.

3.1.2. Effet de I’hydrolat des plantes sur les différents stades larvaires
3.1.2.1. Thymus capitatus

Dans cette étude, nous avons utilisé I’hydrolat de 7. capitatus sur les quatre stades larvaires

du ravageur Tuta absoluta. La figure 20 présente les résultats obtenus apres 24 heures.

&

S

2

=

£ = 100uL

> E500nL
1000uL

Stades larvaires

Figure 20 : Effet de I’hydrolat de T.capitatus sur les différents stades larvaires

A T’exception des larves L4 traitées, le pourcentage de mortalité est supérieur a 20% a une
concentration de 100uL que ce soit pour les larves témoins ou les larves traitées. Ce

pourcentage dépasse les 40% a une concentration de S00uL pour les larves témoins et traitées.

Les pourcentages de mortalité¢ des témoins L3 et L4 sont faibles par rapport a ceux des larves
traitées qui sont supérieurs a 80% et atteignent méme les 100% a la concentration de 1000pL

(1ml d’hydrolat).
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3.1.2.2. Tetraclinis articulata

Le méme procédé est utilis€ pour I’hydrolat de 7. articulata sur des larves de L1 jusqu’a L4,

pour une durée de 24 heures seulement (Fig.21).

-~ 100
S 80
2 60
= L
b= 40 = 100pL
S 20
= 0 ®500pL
TOTITC - T TG S TN 1000pL
F s S
& E S
Stades larvaires

Figure 21 : Effet de I’hydrolat de T.articulata sur les différents stades larvaires

Nous remarquons un ordre décroissant du taux de mortalité pour les larves traitées et témoins
du L1 a L4. 1l est supérieur pour les larves traitées a celui des larves témoins pour les

concentrations de 100uL, 500 et 1000uL.
3.1.2. Estimation de la toxicité des traitements
L’évaluation de I’effet toxique des traitements biologiques est estimée par la comparaison des

populations larvaires résiduelles (PR) selon le test de Dunnett.

3.1.2.1. Huile essentielle et hydrolat de Thymus capitatus
La figure 22 présente la variabilité¢ des populations larvaires résiduelles de 7. absoluta apres

application des différentes doses de 1’huile essentielle.

-90 -



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

~ 90 -
)
=
E 60 -
:g = 1pL
1 &
= 30 - m2pL
E SpL
g_ 0
= L1 L2 L3 L4
Stades larvaires

Figure 22 : Variabilité des populations larvaires résiduelles par Thymus capitatus

Nous remarquons dans la figure précédente que 1’huile essentielle de 7. capitatus semble
toxique a la concentration de SuLl puisque les pourcentages des populations larvaires
résiduelles sont inférieurs a 30% pour les quatre stades larvaires. Elle devient ensuite
moyennement toxique pour les stades L2, L3 et L4 a une concentration de 2puL.

A la concentration de 1pL, nous remarquons une toxicité pour les populations L1 et L2, une
toxicité moyenne pour les populations L3puisque les pourcentages des populations larvaires
résiduelles se situent entre 30 et 60% et une toxicité faible pour les populations L4 puisque
leur pourcentage dépasse 60%.

Les résultats de I’Anova (Tab 4 ; ANNEXES) appliquée sur les différentes doses de Thymus
capitatus contre les stades larvaires montrent une probabilité de 0.005(p<5%), ce qui
confirme qu’il existe une différence significative entre les doses de la méme plante.

La différence est significative entre les stades larvaires avec une probabilité de 0.03 inférieur
a 5% (ANNEXES).

La figure 23 montre la variabilité de la population larvaire résiduelle de 7. absoluta apres

traitement par différentes doses de I’hydrolat de Thymus capitatus.

-91 -



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

[=2)
<
1

w
<
L

Population résiduelle(%)

= 100pL
= 500pL
l . 1000pL
0
L1 L2 L3 L4

Stades larvaires

Figure 23 : Variabilité des populations larvaires résiduelles par I’hydrolat de Thymus
capitatus

Les pourcentages des populations larvaires résiduelles sont inférieurs a 30% pour les trois
doses utilisées sur L1, L2 et L3, ce qui s’explique par la toxicité des molécules bioactives de
I’hydrolat de Thymus capitatus. En revanche, les mémes molécules bioactives des différentes
doses semblent avoir une toxicité moyenne pour L4 puisque les pourcentages des populations

larvaires résiduelles se situent entre 30 et 60%.

3.1.3.2. Huile essentielle et hydrolat de Tetraclinis articulata
La figure 24 présente les variabilités des populations larvaires résiduelles de T .absoluta apres

application de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata a différentes concentrations.

(=)
(—]
1

E1lpL
m2pL
SpL
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L1 L2 L3 L4
Stades larvaires

Figure 24 : Variabilité des populations larvaires résiduelles par ’hydrolat de Tetraclinis

articulata
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Les molécules des substances bioactives des deux concentrations 2 uL et SuLL semblent tres
toxiques pour les populations résiduelles L1, L2, L3 et L4 puisque les pourcentages sont

inférieurs a 30% excepté pour la concentration de 2L qui présente une toxicité moyenne sur

L4.

En revanche, la molécule bioactive de 1uL est moyennement toxique pour toutes les
populations larvaires résiduelles. Ce qui explique les pourcentages variant entre 30 et 60%.
En considérant I’interaction doses-stades larvaires dans le tableau 4 (ANNEXES), nous
remarquons une probabilité de 0.004(inférieure a 5%), ce qui explique qu’il existe une
différence significative entre les doses de Tetraclinis articulata vis-a-vis des différents stades
larvaires.

Nous remarquons qu’il existe aussi une différence significative entre les stades larvaires de T.

absoluta puisque la probabilité est de 0.009 (Tab.4 ; ANNEXES).

La figure 25 suivante présente ’application de I’hydrolat de T. articulata sur les populations

larvaires a différentes doses utilisées.
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Figure 25 : Variabilité des populations larvaires résiduelles par I’hydrolat de
Tetraclinis articulata

L’hydrolat de 7. articulataa une concentration de 100uL présente un effet moyennement
toxique pour les populations L1, L2 et un effet faiblement toxique pour les populations L3 et

L4 avec des pourcentages entre 30 et 60% et supérieurs a 60% respectivement.
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Les deux concentrations 500 et 1000pL semblent plus toxiques sur les populations larvaires
résiduelles L1, L2, L3 et L4 puisque les pourcentages sont inférieurs a 30% excepté pour la
concentration 500uL qui présente un effet moyennement toxique par rapport a la population

L4.

3.1.3.3. Comparaison entre la toxicité de deux huiles essentielles et

les hydrolats sur les populations larvaires résiduelles

Dans cette étude, le principe des tests de la toxicité est le méme avec une comparaison entre

Thymus capitatus et Tetraclinis articulata sur les populations larvaires résiduelles de Tuta

absoluta (Fig. 26).
Thymus capitatus
1 u Tetraclinis articulata
L1 L2 L3 L4

Stades larvaires

=2)
=]
]

Population résiduelle
(%)
=

Figure 26 : Comparaison des toxicités de 7.capitatus et T.articulata sur les populations

larvaires résiduelles

Nous remarquons dans la figure 26 précédente qu’il n’y a pas de différence de toxicité entre
les deux huiles essentielles puisqu’elles possedent des effets similaires sur les populations
larvaires résiduelles L1, L2 et L3. Ainsi, les deux huiles ont un effet moyennement toxique

sur L4, le pourcentage se situant entre 30 et 60%.

D’apres I’analyse de variance a un facteur (ANNEXES), nous remarquons qu’il n’y a pas de
différence significative entre ’effet de Thymus capitatus et celui de Tetraclinis articulata

puisque la probabilité est supérieure a 5% (p=0.99).

La figure suivante montre la comparaison entre les hydrolats de 7. capitatus et T. articulata

sur les populations larvaires résiduelles.
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Figure 27 : Comparaison de la toxicité des hydrolats de T.capitatus et T.articulata
sur les populations larvaires résiduelles

La figure 27 montre qu’il n’y a pas une différence de ’effet de toxicité entre les hydrolats des
deux huiles essentielles sur les populations larvaires résiduelles puisque les pourcentages sont
similaires. Les hydrolats sont toxiques pour les populations L1, L2, L3 et moyennement

toxiques pour L4.

L’hydrolat de Thymus capitatus est 1égérement plus toxique que celui de 7. articulata.

3.2. Activité antifongique « in vitro » des huiles essentielles

Les données présentées dans le tableau 8 montrent les activités antifongiques des trois
especes de plantes étudiées 7. capitatus, T. articulata et D. crinitus, appartenant a trois
familles botaniques (Lamiaceae, Apiaceae et Cupressaceae) respectivement, contre le
développement de champignons isolés de nos tomates : Fusarium oxysporum, Aspergillus

niger, Penicillium spl, Penicillium sp2, Botrytis cinerea, Alternaria solani, et Trichoderma

sp.

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles de 7. capitatus, T.articulata et D.crinitus est
¢tudié vis-a-vis sept champignons causant la pourriture des tomates, que nous avons isolées
et prélevées de notre champ d’étude (Tableau 8). L’huile essentielle de 7. capitatus est plus
active que celle de T. articulata et D. crinitus, elle a provoqué une inhibition totale de la

croissance de tous les champignons a partir de 2 pg/ml. La deuxi¢me huile essentielle la plus
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efficace avec les sept champignons est celle de 7. articulata, avec des pourcentages de
réduction des mycéliums de F. oxysporum (36.11%), A. niger (11.11%), Penicillium spl
(34.56%), Penicilliumsp2. (45.12%), Botrytis cinerea (61%), Alternaria solani (35.12%),
Trichoderma sp. (59 %) pour la méme concentration (Tableau 8).

Cependant, les données indiquent que le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne
croit avec l'augmentation de la concentration d'huiles essentielles pour toutes les souches
testées, suggérant que 1'huile essentielle de 7. articulata a inhibé la croissance de toutes les
souches d'une maniere dose dépendante.

L’huile essentielle de D. crinitus provoque la réduction des mycéliums de F. oxysporum,
Penicillium sp2 et Alternaria solani alors qu’elle n’a pas d’effet sur les autres souches. Cette
activit¢ antifongique est plus prononcée pour Penicillium sp2, avec un pourcentage
d'inhibition de 54,32 % a2 pgml”, atteignant un maximum de 100 % & 10 pg ml™.

Pour F. oxysporum, le pourcentage d'inhibition est de 48.41 % a 2 pg ml”, pour atteindre un
maximum de 83.33 % & 10 pg ml"'(Tableau 8).

Alors que pour Alfernaria solani le pourcentage d'inhibition est de 31.21 % a 2 pg ml™, pour

atteindre un maximum de 74.28 % a 10 pg ml” (Tableau. 8).

Cette efficacité¢ antifongique des H.E. des différentes plantes étudides s'explique par la
présence de molécules actives qui inhibent la croissance des sept champignons
phytopathogenes. Cette activité peut €tre réalisée par un compos€ majeur unique ou par I'effet

synergique ou antagoniste de divers composés (Deba et al., 2008).
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3.3. Activité antifongique « in vitro » des extraits de plantes

Le pouvoir antifongique des extraits de solvants des trois plantes contre le développement des
mycéliums de la tomate est étudié vis-a-vis des sept champignons isolés causant la pourriture

des tomates.
3.3.1. Thymus capitatus

L’évaluation des effets des extraits du Thymus capitatus sur la croissance des mycéliums des
moisissures (Tableaux 9) montre que [’extrait hexanique posséde le meilleur effet
antifongique et inhibe totalement la croissance de toutes les especes de moisissures testées
d'une maniére dose dépendante. A la concentration de 500pL, il réduit la croissance
mycélienne de F. oxysporum, Alternaria solani, Aspergillus niger, Penicillium spl,
Penicillium sp2, Trichoderma sp. et Botritys cinerea de 100 %.

En revanche, a la concentration de 500 pL, pour I’extrait chloroformique, le pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum, Alternaria solani, A. niger,
Penicillium spl, Penicillium sp2, Trichoderma et Botrytis cinerea est de 100% ; 88.57% ;
86.66% ; 90% ; 100 %; 100 %, 100% respectivement.

A la méme concentration, I’extrait éthanolique inhibe la croissance mycélienne de F.
oxysporum (78.00%), Alternaria solani (72,11%), A. niger (66,33%), Penicillium
spl(62,11%), Penicillium sp2 (100%), Trichoderma sp. (100%) et Botrytis cinerea (100%).
Nous remarquons a la concentration de 250uL, 1’extrait éther de pétrole a inhibé la croissance
mycélienne de toutes les moisissures a plus de 80% a I’exception d’A. niger.

Concernant I’interaction moisissure-extrait, on remarque que 1’extrait hexanique est le plus
actif vis-a-vis des sept souches, suivi des extraits chloroformique, éthanolique et éther de

pétrole.
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Tableau 9 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%) des différentes souches en

fonction du temps et de la concentration des extraits de Thymus capitatus

Ethanol : (50mg/ml)

Pourcentage d’inhibition (%)

Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium Penicillium Trichoderma | Botrytis
Champignons | oxysporum solani niger spl sp2 sp- cinerea
100nL 54,55 47,12 19 48 57 71,11 68
250pL 66,75 60 42,22 55,55 84 91,14 86,11
500pL 78 72,11 66,33 62,11 100 100 100

Extrait chloroformique : (50mg/ml)

Pourcentage d’inhibition (%)

Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium Penicillium Trichoderma : Botrytis
Champignons | oxysporum solani niger spl sp2 sp- cinerea
100nL 35.55 42.85 11.11 5.55 62.22 61,11 72,22
250pL 78.88 78.57 33.33 33.33 77.77 90 100
500pnL 100 88.57 86.66 90 100 100 100

Extrait hexanique : (50mg/m1I)

Pourcentage d’inhibition (%)

Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium Penicillium Trichoderma : Botrytis
Champignons | oxysporum solani niger spl sp2 sp- cinerea
100pL 90 87.14 33.33 90 98.88 100 100
500pnL 100 100 100 100 100 100 100

Extrait éther de pétrole :(371mg/mi)

Pourcentage d’inhibition (%)

Fusarium Alternaria Aspergillus Penicillium Penicillium Trichoderma : Botrytis
Champignons | oxysporum solani niger spl sp2 sp. cinerea
100nL 55.55 57.14 11,11 33.33 83.33 71,11 42,22
250pL 91.11 87.14 11.11 90 100 87,77 90

3.3.2.Tetraclinis articulata

Le tableau 10 présente les pourcentages d’inhibition des différents dosages des extraits

éthanolique, chloroformique, hexanique et de 1’éther de pétrole contre les sept souches de

moisissures.
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Tableau 10 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%) des différentes souches

en fonction du temps et de la concentration des extraits de Tetraclinis articulata

Extrait éthanolique : (250 mg/ml)

Pourcentage d’inhibition (%)

Penicillium | Penicillium | Trichoderma
Champignons | F.oxysporum : A.solani | A. niger(%) |spl sp2 sp. B.cinerea
25pL 33.33 52.85 28,75 22,22 64,44 50 45
S0pL 55.55 60 36.66 66 70 67,66 58
100pL 60 81.42 57.77 82.22 84,44 84.44 70,22
250pL 90 87.14 73.33 90 100 100 93
Extrait chloroformique : (100 mg/ml )

Pourcentage d’inhibition (%)
Ch . Penicillium | Penicillium | Trichoderma

ampignons F.oxysporum | A.solani | A. niger(%) | spl sp2 sp. B.cinerea
25uL 8.88 40 28.88 36.66 67.77 28,88 25
S50pL 36.66 47.14 22,22 45.55 74.44 42,66 44,11
100pL 67.77 71.42 34.44 67.77 82.22 72,22 73,33
200pL 100 75.71 45 78,21 90,66 87,11 91,11

Extrait hexanique : (100mg/ml)

Pourcentage d’inhibition (%)
Ch . Penicillium | Penicillium | Trichoderma

ampignons F.oxysporum | A.solani | A. niger(%) :spl sp2 sp. B.cinerea
100pnLL 37.77 58.57 17.77 83.33 84.44 86,66 83,33
200pL 90 84.28 70 73.33 100 90 100
500pL 100 100 84.44 82.22 100 100 100

Extrait éther de pétrole : (250mg/ml )

Pourcentage d’inhibition (%)
Ch . Penicillium | Penicillium | Trichoderma

ampignons F.oxysporum : A.solani ' A. niger(%) : spl sp2 sp- B.cinerea
25pL 11.11 61.42 0 27.77 76.66 70 66,33
S50pL 44.44 72.85 33.33 24.44 81.11 83,33 72,11
100pLL 66.66 78.57 50 62.22 85.55 91,11 84,44
200pL 85.55 81.42 100 100 90 100 100
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Les résultats du tableau 10 montrent clairement que tous les extraits ont un effet sur les

différentes souches étudiées puisqu’elles sont inhibées presque totalement a une concentration
de 200puL.

A une concentration de 100uL de chaque extrait, nous remarquons un pourcentage
d’inhibition supérieur a 50% pour les différentes souches étudiées sauf A.niger qui présente
un pourcentage d’inhibition faible vis-a-vis des deux extraits hexanique et chloroformique.
F.oxysporum présente aussi un pourcentage d’inhibition inférieur a 50% pour 1’extrait
hexanique. Le classement des extraits en fonction de leur activité antifongique serait : éther de

pétrole, éthanolique, hexanique et enfin chloroformique (Tableaux 10).
3.3.3. Daucus crinitus

Pour la plante Daucus crinitus, nous avons réalisé des tests a partir de trois extraits de la

partie aérienne et des racines. L hexane est remplacé par 1’extrait aqueux.

Tableau 11 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%) des différentes souches

en fonction du temps et de la concentration des extraits

Ethanol : (30mg/ml)

Pourcentage d’inhibition (%)

Ch . Penicillium : Penicillium : Trichoderma
ampignons F.oxysporum | A.solani A. niger(%) | spl sp2 sp. B.cinerea
D.R 500nLL 88.88 84.28 5.55 87.77 91.11 86,66 76,66
D.F 500pL 84.44 81.42 76.66 86.66 100 86,66 71,11
Chloroforme : (100 mg/ml )
Pourcentage d’inhibition (%)
Ch . Penicillium ' Penicillium : Trichoderma
ampignons F.oxysporum | A.solani A. niger(%) spl sp2 sp. B.cinerea
D.R 100pnL 83.33 80 61.11 80 85.55 82,22 76,66
D.F 100pL 77.77 77.77 17.77 74.44 87.77 80 65,55
Extrait Aqueux : (30 mg/ml)
Pourcentage d’inhibition (%)
Ch . Penicillium : Penicillium : Trichoderma
ampignons F.oxysporum | A.solani A. niger(%) spl sp2 sp. B.cinerea
D.R 500nL 84.44 81.42 55.55 84.44 100 90 76,66
D.F 500pL 84.44 87.14 76.66 83.33 81.11 90 73,33
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Pour les trois extraits, les résultats (Tableaux 11) montrent un pourcentage d’inhibition tres
¢levé voire une inhibition totale pour certaines souches étudiées, a une concentration de 100 et
500 pL respectivement. Seul A. niger présente un pourcentage treés faible pour les deux

extraits éthanolique et chloroformique.

Nous remarquons qu’il n’y a pas une différence entre les effets des extraits de la partie
adrienne et les extraits des racines vis-a-vis des souches étudiées. Sauf pour A. niger qui

présente une grande différence entre les extraits de la méme espece.

3.4. Activité antifongique «in vivo» des hydrolats de 7. capitatus et T.
articulata
Les résultats in vivo du traitement de Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Botrytis
cinerea, Penicillium spl, Penicillium spl, Trichoderma sp et Aspergillus niger responsables
de la pourriture des tomates, par les hydrolats sont présentés dans le tableau 12.
La quantité de I’hydrolat de D. crinitus étant insuffisante, nous ne 1’avons pas utilisée pour les
tests in vivo contre les moisissures.
Selon les résultats, les hydrolats de 7. articulata et de T. capitatus ont montré une trés bonne
activité antifongique.
L’hydrolat de T. articulata est plus actif sur les souches de F.oxysporum, A. solani et
Penicillium sp2. Au bout de 15 jours, il a provoqué une inhibition de la croissance de 55% sur
F.oxysporum et A. solani et 70 % pour le Penicillium sp2 a la concentration de 0.4pg/ml. En
revanche, 1’hydrolat de 7. capitatus a exercé une remarquable activité inhibitrice sur trois
agents pathogenes : Trichoderma sp., F.oxysporum et Penicillium spl qui lui sont les plus
sensibles. L’hydrolat de 7. capitatus a inhibé la croissance mycélienne de 80%, 60 et 70%
respectivement, a partir de la concentration de 0.2 ug/ml; contrairement au contréle pour

lequel nous avons observé une pourriture totale des tomates.

Dans la présente étude, la réduction de la croissance des mycéliums en présence des hydrolats
de T. capitatus et T. articulata ont montré qu'ils controlent efficacement les souches de
F.oxysporum, A. solani et Penicilliumspl et Penicillium sp2. Cette efficacité peut étre
expliquée par la présence de molécules actives qui inhibent la croissance des champignons
phytopathogenes. En effet, le pouvoir antifongique des hydrolats des deux plantes peut étre
attribué a leurs compositions chimiques ; en effet, le thym est constitué principalement par le

carvacrol qui est un terpéne phénolique.
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Tableau 12 : Pourcentages de diffusion des champignons sur la tomate

Cham pignons Tests

Fusarium oxysporum Thym(%) | Thuya(%) | Controle(%)
1¥° semaine

5 |15 |2o

cme .
2 semaine

40 45 100

liére

Alternaria solani semaine

20 15 50

— e -
27" semaine

60 45 100
Botrytis cinerea 1* semaine
15 50 2

o &me -
s€maine

70 100 60
Penicillium spl 1** semaine

1 15 10

2°"¢ semaine

30 100 100
Trichoderma sp 1® semaine

0 25 1

"2 semaine

20 100 60
Aspergillus niger 1*" semaine

15 20 40

28me semaine

50 50 80
Penicillium sp2 1°" semaine
40 15 50

2% semaine

70 30 100
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3.5. Activité antimicrobienne « in vitro »
3.5.1. Aromatogramme
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles Thymus capitatus, Tetraclinis articulata et
Daucus crinitus est évaluée par la méthode des puits. Les observations effectuées sur les
effets des huiles essentielles sur la croissance des souches bactériennes testées, isolées de nos
tomates prélevées au niveau de notre champ d’étude, Acinetobacter, Flavobacterium sp.,
Bacillus sp. Pseudomonas sp.et Erwinia sp., sont représentées dans les tableaux et les figures

suivants, réalisés par les deux méthodes de diffusion sur gélose de disque et de puits.

3.5.1.1. Essai avec H.E de Thymus capitatus par la méthode de
diffusion en puits
Nous avons réalisé les tests sur les différentes bactéries et a différentes concentrations par la
méthode des puits. Pour cela, nous avons testé les deux huiles de Thymus capitatus sec et

frais. La photo 12 représente les cinq bactéries témoins traitées par la méthode des puits.

Photo 12 : Témoins réalisés par la méthode des puits

2.5.1.1.1. Huile essentielle de Thymus capitatus séché
Les résultats ci-dessus concernant 1’activité antimicrobienne « in vitro » montrent clairement
que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles testées varie en fonction de la bactérie

cible (Photo 13).
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Photo 13 : Effet de H.E de Thymus capitatus séché (SpL) contre cinq bactéries (Diametre

d’inhibition obtenu par la méthode de puits)

D’apres le tableau 13 ci-dessous, I'huile essentielle du thym séché donne une activité
antimicrobienne contre toutes les souches testées. A la concentration de 1 puL, 1'huile montre
une zone d'inhibition variant de 27.6 a 39.6 mm de diametre et présente un large spectre

d'activité antimicrobienne contre les cinq bactéries isolées, a Gram positif et Gram négatif.

A 2 pL, 'huile de T. capitatus donne une plus grande zone d'inhibition sur les bactéries
Acinetobacter sp, Flavobacterium sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. et Erwinia sp avec des
diameétres d’inhibitions de 90 mm chacun et expose aussi un spectre d'activité antimicrobienne
important contre deux bactéries sur cing. Cependant a la concentration de Sul, nous

remarquons une inhibition totale (90 mm) pour toutes les souches bactériennes (Tab. 13).
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Tableau 13 : Diameétres d’inhibitions (mm) (moyenne +écart-type) provoqués par I’huile

essentielle de Thymus capitatus séché (5 ; 2 et 1uL)

Acinetobactersp | Flavobacteriu | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
m sp. sp-

DD 90 +£0.0 90 £ 0.0 90 £ 0.0 90 £ 0.0 90 £ 0.0
(5uL)
Sensibilité Extrémement Extrémement | Extrémement Extrémement | Extrémement

sensible sensible sensible sensible sensible
DD 90+0.0 61,6+12.58 65+8.66 90+0.0 44.6+12.85
(2pL)

Extrémement Extrémeme | Extrémement | Extrémement | Extrémement
Sensibilité sensible nt sensible sensible sensible sensible
DD 31+6.55 35.6+3.51 39.6+£5.03 37.33+2.51 27.6£9.29
(1pL)

Extrémement Extrémement | Extrémement Extrémement | Extrémement
Sensibilité sensible sensible sensible sensible sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les diametres de la zone d’inhibition.

3.5.1.1.2. Huile essentielle de Thymus capitatus frais

Photo 14 : Effet de H.E de Thymus capitatus frais (1pL) contre cinq bactéries (0= Halo

d’inhibition obtenu par la méthode de puits)
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Les résultats du tableau 14 obtenus a 1’aide de la méthode de diffusion en puits montrent qu’il
y a une trés bonne activité antimicrobienne vis-a-vis des cinq souches bactériennes. En
utilisant la méthode de diffusion sur gélose, I’huile essentielle de Thymus capitatus frais est
active contre Acinetobacer sp., Flavobacterium sp. , Bacillus sp., Pseudomonas sp. et Erwinia
sp. (Tableau 14). Les zones d'inhibition varient entre 17.66 a 40.6 mm pour une
concentration de 1pL. Alors que pour une concentration de 2 pL, 1’activité antimicrobienne
présente une trés bonne activité avec des zones d'inhibition entre 39.3 et 62.6 mm. A la

concentration de 5 pL, nous avons eu une inhibition totale avec des zones d’inhibition de 90

mm.

Tableau 14 : Diamétres d’inhibitions en (mm) (moyenne +écart-type) provoqués par

I’huile essentielle de Thymus capitatus frais (5; 2 et 1uL)

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas Erwinia sp.
sp. sp-
DD 90 +0.0 90+ 0.0 90+ 0.0 90+ 0.0 90+ 0.0
(SuL)
Sensibilité Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD 40+ 11.13 46 £ 6.0 62.6 +24.41 443 +£2.08 39.3+9.01
(2nL)
Sensibilité Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD 17.66 +1.52 33 +£2.64 273 +£2.51 40.6 £11.33 30.6 £3.05
(1pL)
Sensibilité Tres sensible Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement
sensible sensible sensible sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les diamétres de la zone d’inhibition.

la méthode de diffusion sur disques de gélose

3.5.1.2. Essai avec I’huile essentielle de Thymus capitatus par

Les tests de 1’activité antimicrobienne des deux huiles essentielles de Thymus capitatus sec et

frais de Thymus capitatus sur les cinq bactéries sont réalisés par la méthode des disques.
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3.5.1.2.1. HE de Thymus capitatus sec
Nous remarquons que I’activité antimicrobienne de I’huile de Thymus capitatus sec pour les

cinq bactéries agit différemment (Photo 15).

Photo 15 : Effet de H.E de Thymus capitatus sec (1nL) contre cinq bactéries (0= zones

d’inhibition obtenues par la méthode de diffusion sur gélose).

Les résultats de 1’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gélose sont presque
les mémes que ceux de la diffusion des puits puisque les bactéries sont totalement inhibées a
une concentration de SuL alors que pour une concentration de 2uL, les souches Acinetobacter
sp., Flavobacter sp., Bacillus sp. Pseudomonas sp.et Erwinia sp. ont respectivement des
zones d’inhibitions de 90, 51.3, 67.6, 90 et 58.6 mm. Cependant les cinq bactéries sont aussi
extrémement sensibles a une concentration de 1uL avec des zones d’inhibition variant de 23.3

a48.3 mm.
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Tableau 15 : zones d’inhibition* en (mm) (moyenne *écart-type) provoquées par I’huile

essentielle de Thymus capitatus séché (5 ; 2 et 1pL)

Acinetobacter sp Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
sp. sp.
DD (5nL) 90=+0.0 90+0.0 90+0.0 90=+0.0 90+0.0
Sensibilité Extrémement Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD (2unL) 90+0.0 51.3+£3.51 67.6£11.23 90=+0.0 58.6+£12.34
Sensibilité Extrémement Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD (1nL) 23.3+4.16 36.3+£2.08 38.6+2.30 48.3+7.63 39.6£17.61
Sensibilité Extrémement Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible

*Les diametres des disques (6bmm) sont inclus dans les diamétres de la zone d’inhibition.

3.5.1.2.1. HE de Thymus capitatus frais

La photo suivante présente 1’action de 1’huile essentielle de Thymus capitatus frais sur les

différentes bactéries étudiées.

Photo 16 : Effet de H.E de Thymus capitatus frais (1pL) contre cinq bactéries (0= Halo

d’inhibition obtenu par la méthode de diffusion sur gélose)
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Tableau 16 : Diamétres d’inhibitions en (mm) (moyenne £ écart-type) provoqués par

I’huile essentielle de Thymus capitatus frais (5 ; 2 et 1pL)

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
sp. sp-
DD(SpL) 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0
Sensibilité | Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD(2pL) 39+3.60 43.3+4.16 67+7.00 62+5.03 43+6.55
Sensibilité Extrémement Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD(1pL) 19+3.60 45+17.78 41£9.01 31.6+7.63 44+7.76
Sensibilité Treés sensible Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les diamétres de la zone d’inhibition.

Nous remarquons d’apres les résultats du tableau 16 que I’huile essentielle de Thymus
capitatus a une concentration de SulL montre une inhibition trés forte de la croissance
bactérienne avec des zones d’inhibition de 90mm. Cependant, a la concentration de 1puL, la
plus faible activité est observée sur la souche Acinetobacter sp. avec une zone d’inhibition de
19 mm, alors que les autres souches présentent des zones d’inhibition variant de 31.6 a

67 mm.

3.5.1.3. Essai avec ’H.E de Tetraclinis articulata par la méthode de

diffusion en puits

La photo 17 suivante présente les zones d’inhibition bien distinctes pour les différentes

souches bactériennes a une concentration de SuL.
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Photo 17 : Effet de H.E de Tetraclinis articulata contre cinq bactéries (0 = zone

d’inhibition obtenue par la méthode de puits)

Tableau 17 : Diamétres d’inhibition en (mm) (moyenne +écart-type) provoqués par

P’huile essentielle de Tetraclinis articulata (2, S et 10ul)

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
sp. sp-
DD(10pnL) 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0
Sensibilité Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible
DD(5uL) 15+5 2242 24.6+£7.57 30.3£7.37 26.6+3.21
Sensibilité Tres sensible | Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible
DD(2puL) 9+1 14+4.50 1242 11.3+£3.21 9.3+0.57
Sensibilité Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les diametres de la zone d’inhibition.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne obtenus a I’aide de la méthode des puits montrent
que I’huile essentielle de Tetraclinis articulata montre une activité antimicrobienne tres
¢levée a une concentration de 10uL, puisqu’il y a une inhibition totale sur les cinq souches
bactériennes (90 mm). L'huile essentielle de Tetraclinis articulata a modérément réduit la
croissance des 5 souches a la concentration de SuL avec des zones d’inhibitions variant de 15

a 26.6 mm. En revanche, elle a faiblement réduit la croissance descinq bactéries a une
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concentration de 2yl avec des zones d’inhibitions faibles de 9, 14, 12, 11.3 et 9.3 mm

respectivement.

3.5.1.4. Essai avec I’H.E de Tetraclinis articulata par la méthode de

diffusion sur disques de gélose

Les tests effectués sur les différentes souches bactériennes par I’H.E de Tetraclinis articulata

avec la méthode de diffusion des disques de gélose ont donné les résultats suivants :

Photo 18 : Effet de H.E de Tetraclinis articulata contre cinq bactéries (0 = zones

Tableau 18 : Diamétres d’inhibition en (mm) (moyenne

I’huile essentielle de Tetraclinis articulata (2 ; 5 et 10pnl)

d’inhibition obtenues par la méthode de diffusion sur gélose)

*écart-type) provoqués par

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
sp. sp.

DD 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0 90+0.0

(10pL)

Sensibilité Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible

DD 26+3.60 43.3+21.38 39.3£13.65 25+8.71 40+13

(5nL)

Sensibilité Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement Extrémement
sensible sensible sensible sensible sensible

DD 10£7.93 13.3+6.80 1343.60 13£3.05 11.6+£3.21

@uL)

Sensibilité Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible

*Les diameétres des disques (bmm) sont inclus dans les diametres de la zone d’inhibition.
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Les résultats de 1’activité antibactérienne par la méthode de diffusion des disques (Tableau
18) sont similaires a ceux de la méthode de diffusion en puits puisque les bactéries sont
totalement inhibées (90 mm) a la concentration de 10uL; modérément impactées a une
concentration de Spl. avec des zones d’inhibition variant de 25 a 43.3 mm et faiblement

inhibées a une concentration de 2uL avec des zones d’inhibition variant de 10 & 13.3 mm.

3.5.1.5. Essai avec I’H.E de Daucus crinitus par la méthode de puits
Dans cette partie, les tests de I’activité antibactérienne sont réalisés uniquement avec 1’huile

essentielle des racines de Daucus crinitus, les résultats obtenus sont observés sur la photo 19.

Photo 19 : Effet de I’H.E de Daucus crinitus (SpL) contre cinq bactéries (0 = zones

d’inhibition obtenues par la méthode de puits)

Tableau 19 : Diamétres d’inhibition en (mm) (moyenne +écart-type) provoqués par

I’huile essentielle de Daucus crinitus (2, Spl)

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.
sp. sp-
DD 15.3+4.61 23.6+£3.51 24.3+6.02 27.3+4.93 23.6+3.51
(SuL)
Sensibilité Tres sensible | Extrémement | Extrémement | Extrémement | Extrémement
sensible sensible sensible sensible
DD 28+17.57 15+3.60 16.6£5.13 18.3+£2.08 13.6+1.52
(2nL)
Sensibilité Extrémement | Tres sensible | Treés sensible | Tres sensible | Sensible
sensible
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L’huile essentielle des racines de Daucus crinitus montre un degré de sensibilité différent
pour les bactéries vis-a-vis des deux concentrations. La souche bactérienne Acinetobacter sp.
est trés sensible a une concentration de SuLL avec une zone d’inhibition de 15.3 mm ; elle
devient extrémement sensible a une concentration de 2pL avec une zone d’inhibition de 28
mm. Pour une concentration de 2uL, les bactéries Flavobacterium sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. et Erwinia sp. se présentent comme trés sensibles et deviennent
extrémement sensibles a la concentration de SuL avec des zones d’inhibition variant de 23.6 a

27.3 mm.

3.5.1.6. Test avec ’H.E des racines de Daucus crinitus par la
méthode des disques
Les mémes tests de 1’action de I’huile essentielle de Daucus crinitus sont effectués sur les

cinq souches bactériennes par la méthode de diffusion des disques (Photo 20).

Photo 20 : Effet de H.E de Daucus crinitus (SpL) contre cinq bactéries (@ = zones

d’inhibition obtenues par la méthode de diffusion de puits)

Les résultats du tableau 20 montrent que les souches bactériennes Flavobacterium sp.,
Bacillus sp.et Erwinia sp. présentent une activité antimicrobienne trés élevée a une
concentration de SpL avec des zones d’inhibition respectivement de 30.3, 26 et 36 mm.
Ensuite, vient la souche Pseudomonas sp. avec une activité antimicrobienne moyenne avec
une zone d’inhibition de 19.6 mm et enfin la souche Acinetobacter sp. qui présente 1’activité

la plus faible avec un diameétre d’inhibition de 11.3 mm.
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A une concentration de 2uL, les deux souches Flavobacterium sp.et Bacillus sp.se présentent
comme sensibles, alors que les deux autres souches Acinetobacter sp. et Erwinia sp. comme

trés sensibles et Pseudomonas sp. comme étant sensible.

Tableau 20 : Diamétre d’inhibition* en (mm) (moyenne *écart-type) provoqué par

I’huile essentielle de Docus crinitus (2 et Sul)

Acinetobactersp | Flavobacterium | Bacillus sp. Pseudomonas | Erwinia sp.

sp. sp.

DD 11.3£1.52 30.3+£3.51 26+9.16 19.6+4.50 364

(SuL)

Sensibilité Sensible Extrémement | Extrémement | Tres sensible | Extrémement
sensible sensible sensible

DD 15+5.29 11.3£1.52 14+4.58 21.3+7.37 15.6£1.52

(2nL)

Sensibilité Tres sensible | Sensible Sensible Extrémement | Trés sensible

sensible

*Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les diamétres de la zone d’inhibition.

3.5.2. Concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

Les résultats des CMIs des différentes huiles essentielles étudiées sont représentés dans le

tableau 21 et la photo 21.

-115-




CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 21 : Les activités antibactériennes des huiles essentielles de 7. capitatus séche et

fraiche, D. crinitus et T. articulata a P’aide de la concentration minimale inhibitrice

(CMI).

Souches CMIs (uL/mL)

bactériennes HE. T. capitatus | HE. T.capitatus | HE. racines HE.

(seche) (fraiche) D. crinitus T. articulata

Acinetobactersp. 0.07 0.15 0.01 0.03
Flavobacterium sp. 0.07 0.03 0.15 0.03

Bacillus sp. 0.03 0.03 0.03 0.03
Pseudomonas sp. 0.03 0.03 0.07 0.07

Erwinia sp. 0.07 0.15 0.03 0.07

Les valeurs des CIMs des huiles essentielles contre les souches microbiennes étudiées sont
présentées dans le tableau 21. Ces résultats montrent que I’huile essentielle des trois plantes
présente des propriétés antibactériennes potentielles. Les valeurs de la CMI contre les

microorganismes testés varient de 0.01a 0.15 pL/mL.

[ - =] =

Photo 21: CMIs des H.E. testées contre cinq bactéries par microplaques

L'action inhibitrice la plus importante de l'huile essentielle des racines de D. crinitus est
observée contre les souches Acinetobacter sp.et Erwinia sp. avec respectivement des CMIs de

0.01 et 0.03 pL/mL. Cependant, les huiles essentielles de 7. capitatus et T. articulata ont
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présenté une activité trés intéressante sur toutes les souches, avec des valeurs de CMI variant
de 0.03 4 0.15 uL/mL. L'activité antibactérienne des huiles essentielles des trois especes peut
étre essentiellement associée a leurs principaux constituants, tels que la carvacrol, les
sesquiterpenes hydrocarbonatés et les phénylpropanoides. En fait, ces composés se sont
précédemment montrés actifs contre de nombreux organismes et sont connus comme

présentant une bonne activité antibactérienne.

CONCLUSION
L’ensemble des résultats obtenus quant aux activités biologiques des huiles essentielles des
trois plantes étudiées nous confirment leurs pouvoirs insecticides, fongicides et bactéricides,
ce qui nous incite a les conseiller vivement a nos agriculteurs a les utiliser comme des
alternatives aux pesticides jusque-la utilisés avec toutes les conséquences nocives tant pour la

santé que pour I’environnement !
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DISCUSSION

Le travail effectué porte sur la bioécologie du ravageur de la tomate Tuta absoluta dans notre
région et les différents moyens « naturels » pour lutter contre ce phytophage et la microflore
pathogeéne qui I’accompagne. A cet effet, nous avons utilisé trois plantes aromatiques dont
nous avons extrait les huiles essentielles et analysé leurs compositions chimiques, nous avons
également testé¢ leurs extraits et hydrolats pour en connaitre les activités biologiques

(insecticide, antifongique et antibactérienne).
Dans cette partie nous synthétisons et discutons les principaux résultats obtenus.

Concernant la bioécologie de I’insecte, a la température de 30+1°C, nous enregistrons la
durée la plus courte du développement de Tuta absoluta de 16 jours. Par contre, la durée la
plus longue est de 28 jours a une température ambiante de 24+1°C. Une durée de 21 jours est
obtenue a une température de 27°C. Ces résultats corroborent parfaitement ceux de Mahdi

et al. (2011).

Ghellamallah (2008) a signalé que la durée du cycle est de 18 a 29 jours pour une
température qui varie entre 22°C et 31°C ; dans des conditions analogues de températures,
Barrientos et al. (1998) ont enregistré un cycle de 23 jours. Razuri et Vergas (1975)
rapportent que la durée du cycle de développement de 7. absoluta varie entre 26 et 34 jours
pour une température ambiante de 24°C et de 35.5 jours pour une température variant de 15 a

21°C.

Plusieurs auteurs ont trouvé 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 ; en effet, cette dernicre

joue un grand rdle dans la durée du cycle biologique.

Le développement nymphal dure 11.9 jours a 27°C en moyenne pour nos élevages, ce qui est
supérieur a ceux obtenues par Pirres (2008) et Desneux et al. (2010) pour lesquels la durée

nymphale est de 9.2 jours. Elle est de 8 jours pour Torres et al. (2001) et Silva (2008).

-118 -



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

Barrientos et al. (1998) et Bacci(2006) signalent une phase de chrysalide qui s’accomplit
en 6,5 jours a 27°C.

La longévité des stades adultes est un parametre important a prendre en considération dans
I’étude du cycle biologique. Les adultes femelles présentent une longévité de 8 a 16 jours,
avec une moyenne de 12.6 ; et de 6 a 13 jours pour les adultes males avec une moyenne de

8.9 jours.

Ester et al. (2001) citent une longévité de 10 a 15 jours, donc une période plus longue par
rapport a nos résultats, notamment les males, avec une durée de 10 a 15 pour les femelles et 6

a 7 pour les males.

Par contre, il existe d’autres travaux qui indiquent une période plus longue entre 10 a 22 jours
pour les femelles et de 10 jours pour les males (Souza et Reis, 2000 ; Torres et al., 2001 ;
Ghelamallah, 2008). Mahdi et al, 2011 donne une longévité de 22 a 26 pour les femelles et

12 a 18 pour les males.

Pour ce qui est des extraits et huiles essentielles des plantes aromatiques étudiées, les
rendements moyens obtenus de I’extraction par hydrodistillation a 1’échelle du laboratoire
sont de 1’ordre de 2% pour 7. capitatus, ce qui est inférieur a celui de Belyagoubi (2006)
avec 2.30%. Un rendement de 0.23% pour 7. articulata qui corrobore parfaitement celui
obtenu par Bourkhiss et al. (2007 a) avec 0.22%, et nettement moins important que celui de
Bourkhiss et al.(2007b) avec un rendement de 0.41% dans la région de Khemiss et au Maroc
et 1.63% dans la méme région(Bourkhiss et al., 2010); il est relativement élevé par rapport a
certaines plantes exploitées industriellement comme source d’huiles essentielles (Claus et al.,

1987).

Le rendement moyen de D. crinitus est de 0.37, ce qui est inférieur a celui de Lanfranchi et
al. (2010). En général, ces résultats sont proches de la littérature ou la différence est

probablement due a la période de prélévement et aux facteurs climatiques et géologiques.

En général, la qualité et la quantit¢ de composants présents dans les huiles essentielles
peuvent étre affectées par plusieurs facteurs tels que le génotype de la plante, la situation

géographique, la saison et 1'état agronomique (Gumus et al., 2010).

Un total de 26 éléments représentant 99,3% de la composition de I'huile essentielle de T.

capitatus est identifié. L'huile essentielle est particulierement dominée par des composés
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oxygénés (74,5%) avec une quantité¢ élevée de composants aromatiques terpéniques
(82,6%).Toutefois, les monoterpenes hydrocarbonés sont apparus aussi en proportion

appréciable (23.1 %).

En effet, les principaux constituants de l'huile essentielle sont le carvacrol (69,4%), le p-
cymene (12,4%), suivis par le y-terpinene (4,3%), le myrcene (2,1%), le a-terpinene (1,7%),
le linalol (1,7%) et le terpinéne-4-ol (1,1%).Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés
dans la littérature (Ruberto et al., 2000 ; Bounatirou et al., 2007; Amarti et al, 2008 ;
Tawaha et Hudaib, 2012). D'autre part, les différents profils chimiques des huiles
essentielles (thymol, carvacrol ou thymol/carvacrol comme composants principaux) sont
différents selon les origines géographiques de 7. capitatus (Karouso et al., 2005; Miceli et

al., 2006).

L'analyse de 1'huile essentielle des parties aériennes de D. crinitus récolté dans la forét de
Bensekrane (Tlemcen) a identifié 30 éléments, qui représentent 91,8% de la composition
totale. Ces principaux composants sont les phénylpropanoides, principalement
l'isobutyrateisochavicol (44,9%). Les autres composants majeurs identifiés sont: isochavicol 2
méthylbutyrate (9,7%), pentadécane (5,1%) et undécane (4,1%). Ces résultats sont en accord

avec les données de Lanfranchi et al. (2010).

Un total de 54 éléments représentant 95,9% de 1'huile totale de 7. articulataest identifié. Les
huiles essentielles sont fortement dominées par les monoterpenes hydrocarbonés (63,8%),
suivis par les sesquiterpénes oxygénés (14,7%) et les sesquiterpenes hydrocarbonés
(10,5%).Toutefois, les monoterpenes oxygénés sont apparus en faible proportion (6,4%). Les
composés les plus abondants sont le a-pinéne (32,0%), le cédrol (11,0%), le 3-carene (9,6%),

le limoneéne (4,3%), le sabinéne (4,3%) et le (E)-B-caryophylléne (4,0%).

Ben Jemia et al.(2013) ont isolé et identifié, par CPG/SM, 66 composés ; les principaux
constituants sont: l'acétate de bornyle (31,4%), le a-pinéne (24,5%) et le camphre (20,3%).
Tandis que Toumi et al. (2011) ont identifi¢, par CPG/SM, plus de 45 composés, le camphre
(23.4-31,6%), I’acétate de bornyle (17,1-25,8%), le bornéol (6.6-14,3%), le limonéne (3,70-
10,1%) et le a-pineéne (6,5-11,3%) sont les principaux composants de I’huile essentielle de 7.

articulata.

Il est signalé que les principaux constituants pour les huiles provenant de deux sites différents

en Algérie sont : le a-pinene (19,8 a 24,9%) et de l'acétate de bornyle (de 40,2 a 59,2%)
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(Chikhoune et al, 2013). En outre, les pourcentages de cédrol et du 3-caréne trouvés dans

I'huile essentielle sont plus élevés que le cédrol et le 3-caréne dans les études précédentes.

Trente-trois composés sont identifiés par Bourkhiss et al. (2007), représentant plus de 80%
de la composition chimique totale de cette huile. L’a-pinéne (30,22 %) et le limonene (22,29
%) y sont majoritaires. La présence de composés a un degré moindre est relevée : le widdrol
(5,41 %), l’acétate de bornyle (4,76 %) et I’humuleéne (3,49). Les autres composés sont

présents en faibles quantités.

Bourkhiss et al. (2010), ont identifi¢ vingt-deux composé€s représentant plus de 83% de la
composition chimique totale. Les constituants majoritaires sont : 1’a-acorénol (20,9%), le
cédrol (17,9%), le totarol (8,8%), d’a-cédréne (8,7%) et le P-acorénol (7,4%). Cette
composition est largement dominée par les sesquiterpenes oxygénés (47,8%) suivis des
sesquiterpenes hydrocarbonés (24,3%) et des diterpenes oxygénés (9,4%). On note également
la présence en faible proportion de diterpenes hydrocarbonés (1,9%), de monoterpeénes

oxygénés (0,8%) et I’absence totale de monoterpenes hydrocarbonés.

La composition chimique de 1’huile essentielle des rameaux du Thuya de Berbérie(T.
articulata) pourrait dépendre de facteurs écologiques et environnementaux et de facteurs
génétiques, comme le stipulent d’autres travaux sur les Cupressacées (Angioni et al, 2003).
Les rendements des feuilles, de I’écorce et du bois de 7. articulata peuvent différer. (Barrero
et al, 2005) indiquent que les feuilles et le bois de Tetraclinis articulata ont un profil
différent, avec des concentrations tres différentes, pour le camphre par exemple. L’huile de
Thuya de Berbérie pourrait constituer une nouvelle source de widdrol, alcool sesquiterpenique

rencontré chez les Cupressacées (Touayli, 2002).

Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, du point de
vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre dues a certains facteurs écologiques, a la partie de la
plante utilisée, a I’age de la plante et a la période du cycle végétatif, ou méme a des facteurs
génétiques (Senatore, 1996 ; Kokkini et al, 1997 ; Russo et al., 1998 ; Thompson et al.,
2003 ; Karousou et al., 2005).

L’extraction des composés actifs des plantes aromatiques et médicinales dépend du type de
solvant et de la méthode d’extraction utilisée (Parekh et al., 2005 ; Majhenic et al., 2007).
Les rendements obtenus a partir des extraits des trois plantes montrent des variations

importantes entre les especes. Ces résultats suggerent que 7. articulata est riche en composés
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peu polaires qui a des affinités avec 1'hexane et le chloroforme, respectivement avec des

rendements de 12.58 et 4.94 %.

Cependant, 7. capitatus et D. crinitus semblent riches en composés polaires ayant une forte
affinité pour 1’éthanol et 1’eau, avec des rendements en extractibles de l'ordre de 13,17 % et
6.63 % pour ’extrait éthanolique et 8.56 et 5.22 % pour I’extrait aqueux. Ces résultats sont
plus importants que ceux trouvés par Quaralleh (2009). D’autres auteurs (Karaman et al.,
2003 ; Moniharapon et Hashinaga, 2004) signalent que les résultats de I’extrait aqueux sont

non comparables aux autres solvants comme le méthanol et I’éthanol.

L’étude des activités biologiques des extraits, hydrolats et huiles essentielles des trois plantes

¢tudiées ont donné des résultats que nous comparons a ceux qui sont cités dans la littérature.

Les huiles essentielles de 7. capitatus et T. articulata ainsi que leurs hydrolats sont testés sur
les quatre stades larvaires (L1, L2, L3 et L4) et sur les nymphes de 7. absoluta. 1. ensemble
des résultats obtenus dans nos conditions expérimentales montre que les deux huiles

essentielles ont une nette action larvicide sur les quatre stades larvaires.

Apres traitement par les huiles, nous notons des taux de mortalité tres élevés pouvant varier
de 60 a 100% en fonction de I’H.E utilisée, de sa concentration et du temps. Méme a des
concentrations plutdt faibles (2uL, 1uL), elles sont encore efficaces et les différences avec le
témoin sont significatives. Cela s’explique par une trés bonne activité inhibitrice qui empéche
au moins 60% des larves et des nymphes de poursuivre leur développement. Ces résultats
sont en accord avec ceux de Aiboud (2012) qui a trouvé une forte activité insecticide sur les

ceufs et les larves de coléopteres Bruchidae par six huiles essentielles.

En Algérie, Allal-Benfekih et al. (2011), ont aussi trouvé une bonne activité larvicide des
extraits d’/nula viscosa, Salvia officinalis et Urtica urens contre les stades endophytes de Tuta

absoluta (Ravageur invasif de la tomate).

Au Maroc, Ait Taadaouit et al. (2011) ont mentionné une bonne activité larvicide contre les
larves de T. absoluta par Thymus vulgaris et une activité moins importante par les extraits

méthanoliques et éthanoliques.

Regnault-Roger et Philogéne (2008) ont révélé que certains alcools, phénols, cétones,
aldéhydes et terpenes produits en permanence par des plantes aromatiques et qui peuvent étre

présents dans une méme plante, vont agir sur le comportement d’un grand nombre d’insectes
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phytophages par des processus de répulsion ou d’anti appétence. Leur toxicité s’exerce de
fagon sélective sur le systéme nerveux (neurotoxique), le systeme reproducteur (reprotoxique)

ou le systeme digestif des bioagresseurs.

Zarins et al. (2009) font remarquer que ces phyto-préparations peuvent étre considérées
comme phyto-insecticides de contact, alors que les mines engendrées sur le feuillage par les
larves protegent les larves des insecticides de contact. Les effets toxiques et répulsifs de ces
extraits aqueux pourraient dépendre de leur composition chimique et du niveau de sensibilité
des larves. Le caractere répulsif de ces extraits contre les larves pourrait également étre da a
une forte teneur de constituants majoritaires, a des métabolites minoritaires ou a un effet

synergique de plusieurs constituants.

D’autres auteurs comme : Ansari et al. (2000) ; Redwane et al.(2002) ; Vahitha et
al.(2002) ; Scott et al. (2003) ; Cetin et al. (2004) ; Park et al. (2005) ; Tchoumbougnang
et al. (2007) et Tchoumbougnang et al. (2009) ont tous trouvé une bonne activité insecticide
des huiles aromatiques sur les moustiques (Culex pipiens pallens, Aedes aegypti et

Ocheratatos togoi).

Fardeau et Jonis (2003) et Messaoud et al. (2011) ont utilisédes infusions d'ortie qui sont
particulierement efficaces sur I'Aleurode, notamment sur la variété qui sévit sur le chou rouge.
Les extraits de la sauge présentent un aspect particulierement nocif sur la vitellogénése de S.
gregaria. (Taail et Doumandji-Mitiche, 2006 ; Mouhouche et Bezzaze, 2007). La sauge
est particulierement riche en flavonoides et phytoestrogeénes, qui lui conférent ses principales
propriétés. Elle est également riche en thuyone, en diterpénes et triterpénes, salvénes,

flavonoides, et tanins (Sassella et al., 2008 ; Bisio, 2010).

Contre les champignons, les phénols terpéniques des huiles essentielles provoquent plusieurs
dégats tels que des perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture de la
membrane plasmique et I’altération de la structure des mitochondries (De Billerbeck et al.,

2001 ; Arras et al., 2001).

Concernant la microflore pathogéne des tomates prélevées de notre site d’étude, nous avons
identifi¢ sept souches de champignons isolés de nos tomates: Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Penicillium spl, Penicilliumsp2, Botrytis cinerea, Alternaria solani, et
Trichoderma sp.qui ont servi a tester les activités biologiques des composé€s des trois plantes

étudiées.
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Le pouvoir antifongique des huiles essentielles de 7. capitatus, T. articulata et D. crinitus est
étudié vis-a-vis des sept champignons isolés et identifiés, causant la pourriture des tomates.
L’huile essentielle de 7. capitatus est plus active que celles de T. articulata et D. crinitus, elle

a provoqué une inhibition totale de la croissance de tous les champignons a partir de 2 pug/ml.

L’importante bioactivité de I’huile essentielle de 7. capitatus est en relation avec sa teneur
¢levée en carvacrol (69 %). En effet, plusieurs auteurs (Sivropoulou et al., 1996; Trombetta
et al, 2002 ; Satrani et al., 2008) ont montré que les huiles essentielles riches en dérivés

phénoliques (carvacrol et thymol) possédent une forte activité antifongique et microbienne.

Des études réalisées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1999) ont ¢également
montré que ces constituants possedent une forte activité antifongique et antibactérienne contre

de nombreuses especes, y compris Aspergillus sp., Penicillium sp., S. aureus et E. coli.

Une récente étude a permis aussi de prouver ’efficacité des essences du thym 7. capitatus
contre les mémes champignons Penicillium sp., Aspergillus niger et Fusarium oxysporum
(Amarti et al, 2008). La flore algérienne peut donc constituer une réserve importante
d’espeéces végétales intéressantes, dont les principes actifs peuvent étre employés dans

plusieurs domaines tels que les industries agroalimentaire et pharmaceutique.

Plusieurs auteurs ont attribué la capacité antifongique des huiles essentielles des plantes a la
présence de composants tels que les composés phénoliques et les terpéniques (Beuchat, 1994;
Nychas, 1995; Davidson, 1997), ils ont indiqué que l'inhibition de la croissance des
mycéliums est provoquée par les monoterpenes présents dans les huiles essentielles. Ces
composants pourraient augmenter la concentration de peroxydes lipidiques tels que des
groupements hydroxyle, alkoxy et Alko radicaux peroxyle et ainsi de provoquer la mort

cellulaire.

Lambert et al., 2001; Marino et al., 2001; Abou-Jawdah et al., 2002; Bouchra et al.,
2003; Daferera et al, 2003; Zambonelli et al., 2004; Soylu et al, 2006; Bajpai et al.,
2007; Martinez-Romeroa et al., 2007; Soylu et al., 2007; Hadian et al., 2008; Kordali et
al., 2008; Ozcan et Chalchat, 2008) ont signalé une inhibition du mycélium des

champignons par plusieurs plantes aromatiques et médicinales.
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L'extrait flavonoique et I'huile essentielle de la plante /nule viscosa montre une activité
antifongique contre les dermatophytes et Candida spp et différentes moisissures,

(Benhammou et Atik Bekkara, 2005).

D’autres auteurs ont prouvé une capacité antifongique in vitro sur Botrytis cinerea qui attaque
la tomate (Letessier et al, 2001; Soylu et al, 2005; Oxenham et al., 2005; Soylu et al.,
2006 ; 2007).

Ainsi, (Bianchi et al., 1997; Fiori et al, 2000; Romagnoli et al., 2005; Soylu et al., 2006;
Soylu et al., 2007) ont remarqué que I’huile essentielle de certaines plantes aromatiques
cause une altération morphologique dans les hyphes des moisissures. Tripathi et al. (2009)

ont trouvé que ces hyphes sont surtout endommagés chez Fusarium oxysporum.

La deuxiéme huile essentielle la plus efficace avec ces sept champignons est 1’huile
essentielle de 7. articulata, avec des pourcentage de réduction du mycélium de F. oxysporum
(36.11%), A. niger (11.11%), Penicillium sp1(34.56%), Penicillium sp2(45.12%), Botrytis
cinerea (35.12%), Alternaria, Trichoderma sp (59 %) respectivement, pour une méme

concentration.

Ces résultats sont parfaitement en accord avec ceux de Bourkhiss et al. (2007 et 2010)
contre les souches fongiques Penicillium parasiticus et Aspergillus niger qui sont inhibées a

1/2000 alors que Trametes pini n’est inhibé qu’a partir de 1/1000 (v/v).

Le pouvoir fongicide élevé de 1’huile essentielle de Tetraclinis articulata (Vahl) est da
essentiellement a sa composition chimique tres riche en alcools terpéniques. Plusieurs auteurs
(Cox et al, 2001 ; Hammer et al, 2003 ; Inouye et al, 2001) ont travaillé sur I’activité
antifongique et antibactérienne des composés majoritaires des huiles essentielles qu’ils ont

classé dans ’ordre décroissant suivant:

phénols>alcools>aldéhydes>cétones> éthers>hydrocarbures. Par ailleurs, ces mémes auteurs

ont rapporté que les alcools posseédent une activité fongicide plutot que bactéricide.

Les principaux composants de I'huile essentielle de la partie aérienne de Daucus crinitus sont
les phénylpropanoides, principalement l'isobutyrateisochavicol (44,9%). Les autres
composants majeurs identifiés sont: isochavicol 2 méthylbutyrate (9,7%), pentadécane (5,1%)
et undécane (4,1%). Ces résultats corroborent parfaitement ceux indiqués par (Bendi, 2014)

ou I’activité antifongique de cette huile est faible.
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Concernant 1’interaction moisissure/extrait de Thymus capitatus vis-a-vis des sept souches
isolées, nous remarquons que l’extrait hexanique est le plus actif, suivi des extraits
chloroformique et éthanolique. Ces résultats sont similaires a ceux des travaux effectués par

Sharif et al. (2010) sur F. oxysporum, Botrytis et d’autres souches pathogenes.

Le classement des extraits en fonction de leurs activités antifongiques serait : éther de pétrole,
¢thanolique, hexanique et enfin chloroformique pour 7. articulata ; et aqueux, éthanolique,
enfin chloroformique pour D. crinitus. Dans ce contexte, nous n’avons pas trouvé des études

appropriées aux extraits de ces deux plantes pour pouvoir comparer.

Plusieurs études sont reportés sur 1’activité antifongique in vivo des huiles essentielles de
plantes aromatiques et médicinales (Isman, 2000 ; Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt,
2004 ; Rasooli et al., 2006 ; Soylu et al., 2006 ; Kordali et al., 2008 ; Uldahl, 2009 ; Zhao
et al., 2011 ; Marei et al., 2012). Par contre, il y a peu de travaux sur I’activité des hydrolats

des plantes aromatiques, notamment sur les moisissures de tomate.

Dans la présente étude, les réductions de la croissance du mycélium de colonies en présence
des hydrolats de 7. capitatus et T. articulata ont montré que ces produits contrélent
efficacement les souches de F.oxysporum, A. solani et Penicillium spl et sp2. Cette efficacité
peut étre expliquée par la présence de molécules actives qui inhibent la croissance des
champignons phytopathogénes. Le pouvoir antifongique des hydrolats des deux plantes peut
étre attribué a leurs compositions chimiques ; en effet, le thym est constitu¢ principalement
par le carvacrol qui est un terpene phénolique. Et le thuya est riche en sesquiterpénes

oxygénés et sesquiterpenes hydrocarbonés.

« In vivo », dans une étude menée par Muller-Riebau et al. (1995), le carvacrol a montré une
activité antifongique remarquable par inhibition de la croissance du mycélium de Fusarium
sp. Bouddine et al. (2012) révelent que la croissance d’Aspergillus niger est complétement
inhibée par le carvacrol a des concentrations de 0,025%. En outre, cette étude confirme
l'activité antifongique de ce composé contre la croissance du mycélium de P. italicum in vitro

et in vivo.

Burt, 2004 ; Lopez et al., 2005-2007 ; Secvic-Klaric et al, 2006 ; Bluma et al, 2009 et
Tzortzakis, 2009) ont observé une forte inhibition d 'A.niger, P. notatum, Salmonella enterica

et Listeria monocytogenes par I’hydrolat des plantes avec une concentration de 0.5%.
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En ce qui concerne I’activité bactéricide des différentes H.E. des plantes étudiées, 1’huile
essentielle du thym séché a montré une activité antimicrobienne contre toutes les souches
testées qu’elles soient Gram positif ou Gram négatif. Les résultats obtenus a I’aide de la
méthode de diffusion en puits pour 7. capitatus frais montrent aussi une trés bonne activité
antimicrobienne. A la concentration de 5 uL, nous avons eu une inhibition totale avec des
zones d’inhibition de 90 mm.

Plusieurs études rapportent que 7. capitatus possede une activité antimicrobienne importante
(Alves et al., 2000; Al-Tarawneh, 2004; Bounatirou et al., 2007; Ndukwe et al., 2007;
Ebrahimi et al., 2008 ; Nwaogu et al., 2008).

Amarti et al. (2010) rapportent que I’huile de Thumus ciliatus exerce une forte activité
antibactérienne. La concentration de 1/2 000 v/v est suffisante pour inhiber la croissance
d’Escherichia coli et de Micrococcus luteus. Alors que Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus sont plus sensibles avec une concentration d’inhibition de 1/3 000 v/v. Les mémes
résultats sont obtenus pour 1’huile essentielle de Thymus capitatus (L.) Hoffm. & Link du
Maroc [carvacrol (70,92 %), p-cymene (6,34 %), y-terpinene (4,92 %)], sauf pour S. aureus
qui est inhibée a partir de 1/2 000 v/v (Amarti et al., 2008).

Dorman et al. (2000) ont testé¢ 1’huile essentielle de Thymus vulgaris L. contre quatre
bactéries (E. coli ;M. luteus. ; B. subtilis et S. aureus), ils ont trouvé une sensibilité plus
importante de B. subtilis et d’E. coli.

Loziene et al. (2007) ont montré que S. aureus et M. luteus sont plus sensibles qu’E. coli. a
I’huile essentielle de Thymus pulegioides L. Par ailleurs, 1’huile essentielle de Thymus
revolutus celak. étudiée par Karaman et al en 2001 avec sa composition chimique
particuliere [carvacrol (43,13 %), y-terpinéne (20,86 %), p-cymene (13,94 %)] s’est montrée
trés active contre ces souches bactériennes.

A I’égard de I’essence de Thymus algeriensis,B. subtilis s’est montrée plus résistante avec une
concentration d’inhibition de 1/250 v/v, alors que les autres bactéries sont inhibées a partir de
1/500 v/v.

L’huile essentielle de 7. algeriensis est moins active, comparée a 1’essence de T. ciliatus.
Cette faible activité peut étre due a la présence dans I’huile de 7. algeriensis de I’a-pinéne
(20,5 %), du B-pinene (8,02 %) et du limonene (4,85 %) reconnus pour leur faible activité
antibactérienne (Knobloch et al., 1989 ; Chalchat et al., 2000). La méme constatation est
rapportée par Giordani et al. (2008) qui ont montré que parmi les huiles de sept plantes

aromatiques et médicinales différentes de 1’Algérie, I’essence de Thymus algeriensis a
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présenté la plus faible activité antifongique contre Candida albicans. L’ importante bioactivité
de I’huile essentielle de Thymus. Ciliatus est en relation avec sa teneur ¢levée en thymol
(44,2 %). En effet, plusieurs auteurs (Pellecuer et al, 1980 ; Gergis et al., 1990 ; Panizzi et
al., 1993 ; Sivropoulou et al., 1996 ; Trombetta et al., 2002 et 2005 ; Satrani et al., 2008)
ont indiqué que les huiles essentielles riches en dérivés phénoliques (carvacrol et thymol)
posseédent une forte activité antimicrobienne.

Dorman et al. (2000) ont démontré que le thymol est le composé qui possede le plus large

spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées.

Les résultats de ’activité antibactérienne de 7. articulata par la méthode de diffusion des
disques sont similaires a ceux de la méthode de diffusion en puits puisque les bactéries sont
totalement inhibées (90 mm) a la concentration de 10uL.

L’huile essentielle des racines de Daucus crinitus montre un degré de sensibilité différent vis-
a-vis des bactéries pour les deux concentrations.

Les résultats de Bourkhiss et al. (2007) montrent que seules les deux bactéries
Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus sont inhibées a des concentrations élevées 1/250
et 1/100 (v/v). La faible activité antimicrobienne de cette huile essentielle peut s’expliquer par
son profil chimique pauvre en composés connus pour leur pouvoir antimicrobien comme
certains alcools monoterpéniques (Koba et al, 2004) ainsi que les phénols (Franchomme,
1981) et riche en hydrocarbures terpéniques (61 % environ), notamment ’a-pinéne et le
limonene. Ce dernier, en particulier, ne présente aucun effet bactériostatique ou fongistatique

(Scora et Scora, 1998).

Les microorganismes ¢tudiés n’ont pas manifesté la méme sensibilité vis-a-vis de 1’huile
essentielle de Tetraclinis articulata dans 1’étude de Bourkhiss et al. (2010). Chez les
bactéries, Bacillus subtilis et Micrococcus luteus sont inhibés a partir de la plus faible
concentration utilisée (1/1000), par contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont
manifesté une certaine résistance jusqu’a 1/5000 (v/v). Pour les souches fongiques,
Penicillium parasiticus et Aspergillus niger sont inhibés a 1/2000 alors que Trametes pini
n’est inhibé qu’a partir de 1/1000 (v/v).

Les pouvoirs bactéricide et fongicide élevé de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata
(Vahl) sont dus essentiellement a sa composition chimique tres riche en alcools terpéniques.
Les bactéries sont plus vulnérables a I’huile essentielle que les champignons. Ce résultat est a

rapprocher du fait que les terpénols sont abondants par rapport aux hydrocarbures terpéniques.
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En effet, il a été signalé que les terpénols sont plus efficaces contre les bactéries que contre les
champignons (Knobloch et al., 1989). Le totarol (phénol diterpénique) en particulier, est
connu par son efficacité antibactérienne tres élevée (Kubo et al, 1992 ; Becerra et al.,

2002 ; Jaiswal et al., 2007 ; Smith et al., 2007 ainsi que Sato et al., 2008).

D’autres travaux ont été réalisés sur les huiles essentielles ainsi que leurs extraits contre des
bactéries. Les résultats montrent que la bactérie Gram négative est plus résistante que la
bactérie Gram positive. En effet, Klebsiella oxytoca est inhibée a partir de la concentration
2,5% (V/V), Lactobacillus plantarum est inhibée a partir de 0,075% (V/V) (Delaquis et al.,
2002 ; Pintore et al.,, 2002 ; Kunle et al., 2003; Sahin et al., 2004). L’évaluation de I’effet
antimicrobien de I’huile essentielle de J. phoenicea permet d’affirmer qu’elle a un pouvoir
inhibiteur vis a vis de tous les microorganismes testés indépendamment de leur gram et de
leur morphologie, signalons que la bactérie a gram positif est plus sensible que la bactérie a
gram négatif (Bouzouita et al., 2008).

L’ensemble de ces résultats, discuté et comparé a d’autres travaux nous permet de préconiser
I’utilisation des H.E. et hydrolats des trois plantes étudiées contre Tuta absoluta et tous les
germes pathogeénes qui lui sont associés pour protéger les cultures de tomates puisque, méme

a des doses tres faibles, ces substances naturelles sont efficaces en tant que biopesticides.

-129 -



CONCLUSION GENERALE



CONCLUSION GENERALE

CONCLUSION GENERALE

La culture de la tomate a une grande importance dans 1’économie algérienne. Depuis
2008, cette culture est attaquée par Tuta absoluta (un microlépidoptere de 6 2 7 mm)) dont
la larve provoque d’importants dégats sur les feuilles, les tiges et les fruits

particuliérement sur la tomate.

L’objectif de ce travail est de proposer d’autres alternatives a I’utilisation des pesticides
conventionnels et par conséquent, limiter les effets néfastes de ces derniers sur
I’environnement et la santé humaine, afin d’encourager et valoriser la production des

cultures biologiques en Algérie.

La lutte biologique attire 1’attention des chercheurs a I’heure actuelle, surtout par

I’utilisation de substances naturelles d’origine végétale comme insecticides.

L’étude de I’activité insecticide, antifongique et antibactérienne de I’huile essentielle et
des hydrolats de trois plantes aromatiques Thymus capitatus, Daucus crinitus et
Tetraclinis articulata permet de déterminer les effets de chacun sur la mineuse de la
tomate, cultivée en plein champs et de la microflore pathogene qui lui est associée, afin de
sécuriser au mieux la production, en réduisant les dégats tout en limitant ['utilisation des

pesticides.

Pour cela, une bonne connaissance sur la bio-écologie et le développement de Tuta
absoluta est indispensable car 1’étude du cycle biologique en fonction de la température
fait ressortir une durée moyenne des stades de développement de 16 jours a 30+1°C, de 21

jours a 27°C et de 28 jours a 24+1°C.

La longévité des adultes varie de 8 a 16 jours pour les femelles et de 6 a 13 pour les

males. Nous notons clairement I’effet de la température sur la longévité des adultes.

D’autre part, nous avons enregistré un taux de mortalité larvaire de 10% ; une mortalité

nymphale de 20% ; une pupaison qui dure 10,41 jours et un sex- ratio de 1,69.
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Le taux de mortalité atteint les 80% a une concentration de SpuL, allant jusqu'a 100% de

mortalité pour les larves L1 que ce soit par I’effet 7. capitatus ou T. articulata.

Le pourcentage de mortalité¢ des larves traitées est supérieur a celui des larves témoins
pour les différents stades larvaires, ce qui explique que I’hydrolat de 7. capitatus et

I’hydrolat de 7. articulata possédent une bonne activité insecticide.

Les résultats de 1’Anova appliquée sur les différentes doses de Thymus capitatus et T.
articulata sur les stades larvaires montrent une probabilité inférieure a 5%, ce qui
explique qu’il y a une différence entre les doses de la méme plante. Nous remarquons
qu’il existe une différence significative également entre les stades larvaires de 7. absoluta

puisque la probabilité est de 0.009.

Nous enregistrons qu’il n’y a pas de différence de toxicité entre les deux huiles
essentielles puisqu’elles possedent des effets similaires sur les populations larvaires
résiduelles. D’apres I’analyse de variance il n’y a pas de différence significative entre
I’effet de Thymus capitatus et celui de Tetraclinis articulata puisque la probabilité est

supérieure a 5% (p=0.99).

Par ailleurs, 1’étude phytochimique a permis la caractérisation de la composition chimique

des huiles essentielles des trois plantes aromatiques étudiées :

-’huile essentielle de Thymus capitatus est dominée par le carvacrol (69,6%) et le p-
cymene (12,4%), suivie par le y-terpinéne (4,3%), le myrcéne (2,1%), le a-terpinéne
(1,7%), le linalol (1,7%) et le terpinéne-4-ol (1,1%).

-un total de 54 éléments représentant 95,9% de 1'huile totale de 7. articulata a été identifié.
L’huile essentielle est fortement dominée par les monoterpeénes hydrocarbonés (63,8%),
suivis par les sesquiterpenes oxygénés (14,7%) et les sesquiterpenes hydrocarbonés

(10,5%) ; toutefois, les monoterpenes oxygénés sont apparus en faible proportion (6,4%).

-l'analyse de l'huile essentielle de D. crinitus a permis d’identifier 30 éléments qui
représentent 91,8% de la composition totale. Les principaux composants de cette huile
sont les phénylpropanoides dont principalement l'isobutyrateisochavicol (44,9%). Les
autres composants majeurs identifiés sont: I’isochavicol 2 méthylbutyrate (9,7%), le

pentadécane (5,1%) et I'undécane (4,1%).
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Les extractions séquentielles des produits naturels de 7. articulata, T. capitatus et D.
crinitus sont effectuées avec un Soxhlet contenant 40 g de la maticre végétale. Les
rendements obtenus montrent des variations importantes entre les espéces. Ces résultats
indiquent que 7. articulata est riche en composés peu polaires qui a des affinités avec
I'hexane et le chloroforme, avec des rendements de 12.58 et 4.94 % respectivement.
Cependant, T. capitatus et D. crinitus semblent riches en composés polaires ayant une
forte affinité pour I’éthanol et I’eau avec des rendements en extractibles de 1'ordre de

13,17 % et 6.63 % pour I’extrait éthanolique et 8.56 et 5.22 % pour ’extrait aqueux.

L’huile essentielle de 7. capitatus est plus active que celle de T. articulata et D. crinitus,
elle a provoqué une inhibition totale de la croissance de tous les champignons a partir de 2
pg/ml. La deuxiéme huile essentielle la plus efficace avec ses sept champignons est celle
de T. articulata, avec des pourcentages de réduction du mycélium de F. oxysporum
(36.11%), A. niger (11.11%), Penicillium spl1(34.56%), Penicillium sp2(45.12%),
Botritis sp (61%), Alternaria (35.12%) et Trichoderma (59 %), a la méme concentration

de 2 pg/ml.

Cette efficacité s'explique par la présence de molécules actives qui inhibent la croissance

des sept champignons phytopathogenes.

[’évaluation des effets des extraits du Thymus capitatus sur la croissance du mycélium
des moisissures montre que 1’extrait hexanique possede le meilleur effet antifongique et
inhibe totalement la croissance de toutes les espéces de moisissures testées, d'une maniére

dose dépendante, suivi des extraits chloroformiques et éthanoliques.

L’hydrolat de 7. capitatus a inhibé la croissance mycélienne de 60%, 70% et de 80% pour
F. oxysporum, Penicillium spl et Trichoderma sp. respectivement, a partir de la
concentration de 0.2 ug/ml, contrairement au contréle pour lequel nous avons observé une
pourriture totale des tomates. La réduction de la croissance du mycélium des colonies en
présence des hydrolats de 7. capitatus et T. articulata ont montré qu'ils controlent
efficacement les souches de F.oxysporum, A. solani, Trichoderma sp. et Penicillium spl et
sp2. Cette efficacité peut s’expliquer par la présence de molécules actives qui inhibent la
croissance des champignons phytopathogeénes. Le pouvoir antifongique des hydrolats des

deux plantes peut étre attribué a leurs compositions chimiques.
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L’huile essentielle du thym séché a montré une activité antimicrobienne contre toutes les

souches testées.

Les résultats obtenus a I’aide de la méthode de diffusion en puits pour 7. capitatus frais
montrent aussi une trés bonne activité antimicrobienne. A la concentration de 5 pL, nous

avons eu une inhibition totale avec des zones d’inhibition de 90 mm.

Les résultats de 1’activité antibactérienne de T. articulata par la méthode de diffusion des
disques sont similaires a ceux de la méthode de diffusion en puits puisque les bactéries

sont totalement inhibées (90 mm) a la concentration de 10uL.

L’huile essentielle des racines de Daucus crinitus montre un degré de sensibilité différent

vis-a-vis des bactéries pour les deux concentrations.

Les valeurs des CIMs des huiles essentielles contre les souches microbiennes étudiées
démontrent que les huiles essentielles des trois plantes présentent des propriétés
antibactériennes potentielles. Cependant, les huiles essentielles de 7. capitatus et T.
articulata présentent une activité tres intéressante sur toutes les souches, avec des valeurs

de CMI variant de 0.03 2 0.15 pL/mL.

L'activité antibactérienne des huiles essentielles des trois espéces peut étre partiellement
associée a leurs principaux constituants tels que la carvacrol, sesquiterpenes
hydrocarbonatés et phénylpropanoides. En fait, ces composés se sont précédemment
montrés actifs contre de nombreux organismes et sont connus pour présenter une activité

antibactérienne.

Pour conclure, Les huiles essentielles des plantes étudiées ont un effet antifongique, anti
bactérien et insecticide important, elles peuvent donc étre exploitées comme un traitement
efficace et inoffensif contre les maladies de la tomate ou comme une nouvelle source

potentielle des produits naturels pour la consommation et/ou ’industrie pharmaceutique.

Au terme de cette étude et en fonction des résultats obtenus, nous proposons pour de futurs

travaux :

-de définir le nombre de générations du ravageur Tuta absoluta dans notre région pour

ajuster les interventions prophylaxiques ;
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-1l est impératif de suivre sa progression en pleins champs et élargir des échantillonnages

sur d’autres sites ;

-de tester ces biopesticides (huiles essentielles et extraits) en milieu réel (in vivo) pour

évaluer leurs efficacités pratiques ;

-Vaporiser directement I’hydrolat des plantes sur les feuilles attaquées par la mineuse et

d’en étudier I’efficacité insecticide et antimicrobienne ;

-Enfin, d’inciter les agriculteurs a respecter le plan de lutte et les mesures établies par
I’INPV, en favorisant 'utilisation des produits naturels pour réduire ’action combinée de

T. absoluta et de ces maladies microbiennes sans nuire a I’environnement.
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Tableau 1 : Moyennes mensuelles des précipitations en (mm) durant la période 2003-

2013 de la station Zennata (ONM).

Année Jan Fev Mar Avr Mai Jui Juil | Aou Sep Oct | Nov Dec
2003 78 79 79 19.3 17 24 1.6 |0 8.8 64 48 100.5
2004 53.7 28.8 28.8 27.3 53.5 8.8 07 |24 8.6 33 48 76
2005 22.1 55.38 | 49.02 | 1296 | 0.51 0.76 0 0 25.1 5 5.08 6.61
2006 37.6 5333 [ 2235 |8.12 2439 | 3.05 0.51 | 3.05 18.0 13 8.63 35.05
2007 16.76 | 21.09 | 33.78 | 92.2 4.06 0 0 0.76 11.9 55 58.1 8.12
2008 18.03 | 27.18 | 16.76 | 13.21 | 33.02 | 2.54 0 0 322 107 | 73.6 104.66
2009 111.2 | 44.2 19.81 | 44.46 | 6.1 2.04 0 0 9149 |[2.0 12.4 40.41
2010 55.63 | 36.83 | 69.09 |28.19 | 17.53 | 1448 | 0.51 | 14.73 | 5.58 61 243 42.43
2011 26,16 | 30,98 | 38,6 62,23 | 5842 27,69 [0 3,05 3,05 47,24 1 69,08 | 28,96
2012 20,57 | 43,69 | 23,11 | 32,27 | 8,89 1,02 4,06 | 0 36,83 | 36,07 | 132,86 | 19,81
2013 100,07 | 39,12 | 65,53 | 66,82 | 46,47 | 60,2 0,76 | 0,5 18,29 |0 52,58 | 84,1
Moyennes | 49,07 | 41,96 | 40,53 | 37 24,53 | 11,18 | 0,74 | 2,22 23,62 | 38,48 [ 50,87 | 49,69
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Tableau 2 : Moyennes mensuelles des températures enregistrées en (°C) pendant la

période 2003 a 2013 de la station Zenata (O.N.M.).

Année Jan | fev Mar | Avr | Mai | Jui Juil | Aou |Sep |Oct | Nov | Dec
2003 9.7 104 | 139 |15 18.8 [244 |268 |27 226 |18.7 | 154 |129
2004 11.2 | 122 | 125 143 |[16.7 |23 262 |27 239 193 | 144 |[113
2005 7.3 8.3 128 | 149 |20 234 |26.1 |26 22.1 | 195 | 17.2 |10.7
2006 9.3 105 | 142 |17 20.1 224 |27.1 |26.1 |23 207 (165 | 114
2007 104 | 133 |12.7 | 144 | 19.1 [222 |255 |259 |[227 [186 |13.6 |10.6
2008 11 123 | 13.7 | 169 |18 2277 1265 266 |[234 |193 |[124 |97
2009 103 | 10.6 |13 144 1195 238 |27.6 (259 |[22.1 |20 16.9 | 13.8
2010 12.1 | 13.6 |13.7 | 163 |187 |222 |26.6 |27 237 | 183 | 142 |[122
2011 11,3 |12 12,8 | 13 12,1 | 14 14 13,5 12,9 | 13,7 |11,2 | 12,5
2012 13 11,8 | 11,9 | 11,6 | 154 |13,4 (13,2 |152 |134 |11,8 |8 11,5
2013 10,2 | 11,3 | 11,5 |11 13,3 | 14,7 | 14,7 | 13,8 | 12,6 |[14,5 | 12,53 11,5
Moyennes | 10,52 | 11,48 | 12,97 | 14,43 | 17,42 | 20,56 | 19,65 | 23,09 | 20,21 | 17,67 | 13,84 | 11,64
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Tableau 3 : Résultats des élevages durant la période d’étude

Sortie oeuf L1 L2 L3 L4 Chrysalide | Adulte Sex-
ratio
1 1 6 3 5 13 1 1 IM
2 3 8 5 12 10 6 5 3F2M
3 2 5 6 6 12 8 12 TF/5SM
4 5 10 8 10 11 4 10 9F/1M
5 3 4 7 11 12 9 8 S5F/3M
6 4 7 14 12 10 13 8 4F/AM
7 5 10 15 14 12 15 14 9F/5M
8 3 13 17 15 20 11 10 4F/AM
9 2 21 16 18 15 10 8 6F/2M
10 1 17 12 8 14 15 12 6F/6M
11 9 23 14 18 16 11 9 8F/1M
12 6 10 13 18 19 15 13 TF/6M
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Tableau 4 : Résultats de ’analyse de variance globale des effets de I’huile et de
I’hydrolat sur la population larvaire de T.absoluta.

Plantes
Somme Moyenne Variance Probabilité

T.capitatus

34 2,83333333 2,33333333 0,00582788
T.articulata 32 2,66666667 1,51515152 0,00421969
T.capitatus/T.articulata 122 3,38888889 1,73015873 0,99999977
T.capitatus/Larves 30,5 3,38888889 1,4375 0,03023637
T.articulata/Larves 30,5 3,38888889 1,19444444 0,00906957
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1. Photos de P’activité insecticide par les huiles et les hydrolats
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2. Photos de ’activité antifongique « in vitro » par les huiles et les extraits
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3. Photos de ’activité antifongique « in vivo » par les hydrolats
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4. Photos de I’activité antibactérienne des huiles par méthode de disque

5. Photos des CMIs des huiles essentielles
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6. Photos de I’acticité antibactérienne par la méthode de puits
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Collection de Mme : Bouayad alam Samira

Nombre des souches 5 : les résultats obtenus sont dressés dans ce tableau :

Strain
code Domain Its analysis 16Sanalysis Gram color
SC Bacteria yes yes Gram +
SA Bacteria yes yes Gram -
S K Bacteria yes yes Gram -
SF Bacteria yes yes Gram -
SB Bacteria yes yes Gram -
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Le profil ITS :20/06/13

Gel d’agarose 1%

PCR 16S :03/07/13

Gel d’agarose 1.5%

100pb
L1

L16

SA
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Gel de PCR 16S avec dilution 09/07/13
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Gel de PCR 16S avec dilution : 10/07/13

SC(1/20)
SK (1/20)
SB (1/100)
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Abstract

This study aims to propose alternative solutions based on the use of natural products "biopesticides" to fight against
the tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick) and other pathogens considered as serious threat for tomato production in
Algeria.

The study of the biological cycle of the insect depending to mean duration of days developmental stages and
mortality rate of various stages recorded to times and a sex ratio in our contry.

The tests of toxicity by oils and hydrosol for three plants allowed us to estimate the mortality rate that exceeded
80% for larvae L2 and L3 with concentration 5pL, and reach 100% mortality of larvae L1 by effet of both plant T.capitatus
or T.articulata.

The results show that the essential oil of 7. capitatus present the most important insecticidal, antifungal and
antibacterial activity (total inhibition of 100% of mycelium in concentration with a 2uG / ml). The essential oil of T.
articulata mycelium presents inhibitory effect more than 41% with a concentration of 2ug / ml. The essential oil of D.
crinitus have the lowest activity with (22%) for the same concentration. The hydrosol 7. articulata is more active on
F.oxysporum strains of 4. solani and Pinicillium sp2,. However, the hydrosol 7. capitatus has a remarkable inhibitory activity
on three pathogens: Trichoderma sp F.oxysporum Pinicillium spl and who were the most sensitive.

Keywords : Tuta absoluta, essential oil, insecticidal, antifungal, antibacterial, biological control.

Résumé

La présente étude a pour objectif de proposer des solutions alternatives basées sur 1’utilisation des produits naturels
«bioinsecticides», afin de lutter contre la mineuse de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick), ainsi que d’autres agents
pathogénes considérés comme une menace sérieuse pour la production de la tomate en Algérie.

L’étude du cycle biologique de I’insecte a permis de connaitre les durées de développement et les taux de mortalité des
différents stades selon les dates ainsi que le sex-ratio au niveau de notre région.

Les tests de toxicité des huiles essentielles et hydrolats des trois plantes étudiées ont donné des taux de mortalité qui
atteignent les 80% pour les larves L2 et L3 a une concentration de 5pL, allant jusqu'a 100% de mortalité pour les larves L1
que ce soit par Deffet 7. capitatus ou T. articulata.

Les résultats montrent que 1’huile essentielle de T. capitatus présente I’activité insecticide, antifongique et
antibactérienne la plus importante (inhibition totale de 100% pour le mycélium avec une concentration de 2uG/ml).L huile
essentielle de T. articulata présente un effet inhibiteur du mycélium dépassant 41% avec une concentration de 2pg/ml.
L’huile essentielle de D. crinitus est celle dont I’activité est la plus faible (22%) pour la méme concentration.

L’hydrolat de T. articulata est plus actif sur les souches de F. oxysporum, A. solani et Penicillium sp2,. En revanche,
I’hydrolat de 7. capitatus a exercé une remarquable activité inhibitrice sur trois agents pathogeénes : Trichoderma sp.,
F.oxysporum et Penicillium sp1 qui sont les plus sensibles.

Mots clés : Tuta absoluta, huile essentielle, activité insecticide, activité antifongique, activité antibactérienne, lutte
biologique.
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Summary

The antifungal effect of the essential oils from Thymus capitatus
L., Daucus crinitus Desf. and Tetraclinis articulate Vahl., aerial
parts was evaluated in vitro against five phytopathogenic fungi of
tomato (Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Aspergillus niger,
Penicillium spl and Penicillium sp2). Our results showed that
among the three plant species tested, T. capitatus oil was the most
potent antifungal against the fungi (inhibition of mycelial growth of
100 % at a concentration of 2 pg mL'!). Furthermore, the essential
oil of T. articulata was also effective against F. oxysporum, A. solani,
A. niger, Penicillium spl and Penicillium sp2 with an inhibition of
mycelial growth greater than 57 % at a concentration of 5 ug mL"!.
D. crinitus essential oil was less effective. T. capitatus essential
oil was dominated by carvacrol (69.6 %) and p-cymene (12.4 %).
The isochavicol isobutyrate (44.9 %) and isochavicol 2-methyl-
butyrate (9.7 %) were the major compounds in D. crinitus essential
oil, while the most abundant compounds in 7. articulata were o-
pinene (32.0 %), cedrol (11.0 %) and 3-carene (9.6 %). The plant
essential oils were found to be an effective antifungal against of
mycelial growth and, therefore, can be exploited as an ideal treat-
ment against disease rot of tomato or as a new potential source of
natural additives for the food and/or pharmaceutical industries.

Introduction

Tomato (Lycopersicon esculentum) is an important commercial crop
in the world. Nutritional values of tomato make it a widely accepted
vegetable by consumers. Nevertheless, tomato is a very perishable
vegetable with a short shelf-life and high susceptibility to fungal
disease. Tomatoes are among the most popular fruits grown in
Algeria. They are of an excellent quality and are greatly appreciated
for their nutritional value. Furthermore, tomato production repre-
sents an important agricultural and economic activity in the country.
The growing awareness of consumers concerning the relation be-
tween food and health is revolutionizing the food industry. Fungal
pathogens are mainly responsible for the decay of fruits and vege-
tables during the postharvest period (PATHAK, 1997). Aspergillus,
Fusarium and Penicillium are responsible for spoilage of many
foods and causes decay on stored fruits damaged by insects, animals,
early splits, and mechanical harvesting. Apart from causing diseases
in plants, many species of Aspergillus, Penicillium and Alternaria
can also synthesize mycotoxins (AGRIOS, 1997; RoJAS et al., 2005).
Considerable interest has developed on the preservation of foods by
the use of essential oils to effectively retard growth and mycotoxin
production. Essential oils and their main components possess a wide
spectrum of biological activity, which may be of great importance
in several fields, from food chemistry to pharmacology and pharma-
ceutics (CRISTANI, 2007). The main aim of this work was to eva-
luate the antifungal properties of the essential oils of T. capitatus,

* Corresponding author

D. crinitus and T. articulate against phytopathogens that cause se-
vere diseases in tomato, such as F. oxysporum, A. solani, A. niger,
Penicillium spl and Penicillium sp2.

Materials and methods

Plant materials and essential oils extraction

Aerial parts of D. crinitus were collected in Bensekrane forest area
(Tlemcen Province) at the flowering stage, in June 2011. The oil
yield was 0.37 % (w/w). T. capitatus aerial parts were collected
from Beni snous in Tlemcen city at the flowering stage, during June
2011 and yielded 0.52 % (w/w). T. articulata aerial parts were col-
lected from Oujlida region, Tlemcen Province during June 2011 and
yielded 0.31 % (w/w). The plant species were stored at -18 °C after
harvest. A portion (550-600 g) of material from each plant spe-
cies was subjected to a Clevenger-type apparatus according to the
European Pharmacopoeia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004). The
essential oils were dried over anhydrous sodium sulfate and, after
filtration, stored in sterilized amber vials at 4 °C until it was used.

Gas chromatography

Analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus 600 GC ap-
paratus equipped with a dual flame ionization detection system and
2 fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm [.D., film thick-
ness 0.25 um), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (poly-
ethylene glycol). The oven temperature was programmed from
60 °C to 230 °C at 2 °C/min and then held isothermally at 230 °C
for 35 min. Injector and detector temperatures were maintained at
280 °C. Essential oils were injected in the split mode (1/50), us-
ing helium as the carrier gas (1 mL/min); the injection volume was
0.2 pL. Retention indices (RI) of the compounds were determined
from Perkin-Elmer software.

Gas chromatography-mass spectrometry

Essential oils were analyzed with a Perkin—Elmer TurboMass
quadrupole analyzer, coupled to a Perkin—Elmer Autosystem XL,
equipped with 2 fused-silica capillary columns and operated with
the same GC conditions described above, except for a split of 1/80.
Electronic Impact (EI) mass spectra were acquired under the follow-
ing conditions: Ion source temperature 150 °C, energy ionization 70
eV, mass range 35-350 Da (scan time: 1 s).

Component identification

The identification of the components was based on a comparison:
(i) between the calculated retention indices on the polar (RI p) and
apolar (RI a) columns with those of pure standard authentic com-
pounds and literature data (JENNINGS and SHIBAMOTO, 1980; KONIG
et al., 2001; NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY,
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2008); and (ii) of the mass spectra with those of our own library of
authentic compounds and with those of a commercial library (McC
LAFFERTY and STAUFFER, 1994; Mc LAFFERTY and STAUFFER, 1988;
NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY, 1999).

Component quantification

Quantification of the essential oil components was carried out using
the methodology reported by COSTA et al. (2008), and modified as
follows. The response factor (RF) of 29 standard compounds grouped
into 7 chemical groups (monoterpene hydrocarbons, sesquiterpene
hydrocarbons, alcohols, ketones, aldehydes, esters, and others) was
measured using GC (ZNINI et al., 2011). RFs and cali-bration curves
were determined by diluting each standard in hexane at 5 concen-
trations, containing tridecane (final concentration = 0.7 g/100 g)
as an internal standard. Analysis of each standard was performed
in triplicate. For the quantification of the essential oil components,
tridecane (0.2 g/100 g) was added as internal standard to the essential
oil. The correction factor (average of the response factors from stan-
dards) of each chemical group was calculated and used to determine
the essential oil component concentration (g/100 g) according to the
chemical group.

Pathogenic fungi

Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Aspergillus niger, Peni-
cillium spl and Penicillium sp2 were isolated from naturally de-
cayed tomato after storage of several weeks. These isolates were
the most aggressive one in our collection and produced the largest
lesions on inoculated fruit. A pure culture of these fungus were main-
tained on potato dextrose agar medium (PDA: potato 200, dextrose
20 g and agar 15 gL'! in distilled water at 25 °C) in the presence
of a quantity of lactic acid (25 %) for stop the growth of bacteria.
The plates were incubated at 25 + 2 °C for 8 days and darkness.
The developing fungal colonies were purified and identified up to
the species level by microscopic examination through the help of the
following references (BARNETT and HUNTER, 2006).

In vitro antifungal assay

The antifungal activity of the three essential oils was tested using
radial growth technique (BAJPAI et al., 2007). Appropriate volumes
of the stock solutions of the oils in dimethyl sulfoxide (DMSO) were
added to PDA medium immediately before it was poured into the
Petri dishes (9.0 cm diameter) at 40-45 °C to obtain two concen-
trations (2.0 and 5.0 ug mL"). Each concentration was tested in
triplicate. Parallel controls were maintained with DMSO mixed
with PDA. The discs of mycelial felt (0.5 cm diameter) of the plant
pathogenic fungi, taken from 8-day-old cultures on PDA plates, were
transferred aseptically to the centre of Petri dishes. Carbendazim was
used as reference fungicide. The treatments were incubated at 27 °C
in the dark. Colony growth diameter was measured after the fungal
growth in the control treatments had completely covered the Petri
dishes. Percentage of mycelial growth inhibition was calculated
from the

formula: (/%) = [(DC-DT)/DC] x 100 (PANDEY et al., 1982);

where DC and DT are average diameters of fungal colony of control
and treatment, respectively.

Statistical Analysis

The inhibitory effect of essential oils on mycelial growth was ex-
pressed as mean =+ standard error of mean (S.E.M.) and analyzed
for ANOVA and post hoc Dunnet’s t-test. The separation of means

was done by using the least significant difference test at p <0.05.
Analysis of each test was performed in triplicate.

Results

Essential oils composition

A total of 26 components accounting to 99.5 % of the essential oil
composition of T. capitatus were identified by comparison of their
El-mass spectra and their retention indices (RI) with those of our
own authentic compound library (Tab. 1). The essential oil was high-
ly dominated by oxygenated compounds (87.1%) with high amount
of aromatic terpenic components (82.6 %). However, hydrocarbons
appeared also in appreciable proportion (12.4%) which monoterpene
hydrocarbons are well represented (10.7 %). Indeed, the main con-
stituents of essential oil were carvacrol (69.6 %), p-cymene (12.4 %)
followed by y-terpinene (4.3 %), myrcene (2.1 %), o-terpinene
(1.7 %), linalool (1.7 %) and terpinen-4-ol (1.1 %). These results were
in accordance with those previously reported in literature (AMARTI
et al., 2008; BOUNATIROU et al., 2007; RUBERTO et al., 2000; TAWAHA
and HUDAIB, 2012). Other hand, various chemical profiles of essen-
tial oils (thymol, cavacrol or thymol/carvacrol as main components)
have been reported according to geographical origins of T. capitatus
(KAROUSO et al., 2005; MICELI et al., 2006). The analysis of the es-
sential oil from the aerial parts of D. crinitus harvested in the forest
of Bensekrane (Tlemcen) identified 30 components, which account-
ed for 91.3 % of the total composition. Their retention indices and re-
lative percentages are shown in Tab. 1. The main components of the
aerial parts oil were phenylpropanoids isochavicol esters, principally
the isochavicol isobutyrate (44.9 %). The other major components
identified were: isochavicol 2-methylbutyrate (9.7 %), pentadecane
(5.1 %) and undecane (4.1 %) (Tab. 1). This result is in according
with literature data (LANFRANCHI et al., 2010).

A total of 54 components accounting for 95.9 % of the total oil of
T. articulata were identified (Tab. 1). The essential oils was highly
dominated by the monoterpene hydrocarbons (63.8 %) followed by
oxygenated sesquiterpenes (14.7 %) and sesquiterpene hydrocarbons
(10.5 %). However, the oxygenated monoterpenes appeared in small
proportion (6.4 %). The most abundant compounds were d-pinene
(32.0 %), cedrol (11.0 %), 3-carene (9.6 %), limonene (4.3 %), sabi-
nene (4.3 %) and (E)-f-caryophyllene (4.0 %). BEN JEMIA et al.
(2013) have isolated and identified, by GC-MS, 66 constituents, the
major constituents of the oil are: bornyl acetate (31.4 %), a-pinene
(24.5 %) and camphor (20.3 %). while Toumr et al. (2011) have
identified, by GC/MS, more 45 compounds, with camphor(23.4-
31,6 %), bornyl acetate (17,1-25,8 %), borneol (6.6-14,3 %), limo-
nene (3,70-10,1 %) and o-pinene (6,5-11.3 %) were the major com-
ponents of T. articulata essential oil. It was observed that the per-
centage of a-pinene (19.8-24.9 %) and bornyl acetate (40.2-59.2 %)
for the leaves oils from two different sites in Algeria were the major
constituents (CHIKHOUNE et al., 2013). In addition, the percentage of
cedrol and 3-carene found in our essential oil was higher than cedrol
and 3-carene in previous studies. Generally, the quality and quantity
of components available in essential oils may be affected by several
factors, such as plant genotype, geographical condition, season, and
agronomic condition (GUMUS et al., 2010).

Antifungal activity of three essential oils against the develop-
ment of fungi of tomato

The data presented in Tab. 2 show the antifungal activity of 3 plant
species, belonging to 3 botanical families (Lamiaceae, Apiaceae and
Cupressaceae), against F. oxysporum, A. solani, A. niger, Penicillium
spl and Penicillium sp2. The effect of plant essential oils varied ac-
cording to plant species. Indeed, 2 plant species out of 3 reduced
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Tab. 1: Chemical compositions of aerial parts essential oils of 7. capitatus, D. crinitus and T. articulate.

No.?| Components RIL, P RI, ¢ RI,,d T. capitatus D. crinitus T. articulata Identification ©
Nonane 906 902 907 - 0.6 - RI, MS
a-Thujene 932 924 1028 0.2 - tr RI,MS
a-Pinene 936 931 1028 0.9 0.5 32.0 RI, MS
a-Fenchene 941 943 1039 - - 0.6 RI, MS
Camphene 950 945 1071 0.2 - 03 RI,MS
Oct-1-en-3-ol 962 962 1441 0.5 - - RI, MS
Sabinene 973 967 1122 - 0.6 43 RI, MS
p-Pinene 978 972 1113 0.1 0.1 14 RI, MS
Myrcene 987 982 1160 2.1 0.6 33 RI,MS
a-Phellandrene 1002 999 1161 0.2 - 1.5 RI, MS
3-Carene 1005 1006 1149 0.1 - 9.6 RI, MS
a-Terpinene 1008 1011 1270 1.7 - - RI, MS
p-Cymene 1015 1015 1270 124 0.2 0.5 RI, MS
Limonene 1025 1023 1201 - 0.9 43 RI, MS
B-Phellandrene 1023 1023 1209 - - 14 RI,MS
(E)-p-Ocimene 1041 1037 1247 - 0.6 0.7 RI, MS
(2)-p-Ocimene 1029 1022 1234 0.6 - - RI, MS
y-Terpinene 1051 1050 1245 43 1.6 0.7 RI, MS
(E)-Sabinene hydrate 1051 1054 1445 0.1 - 0.2 RI,MS
Nonanal 1076 1074 1403 - 0.1 - RI, MS
Terpinolene 1082 1079 1281 0.2 04 32 RI,MS
(Z)-Sabinene hydrate 1087 1084 1537 - - 0.8 RI,MS
Linalool 1083 1085 1538 1.7 02 02 RI, MS
Undecane 1100 1098 1101 - 4.1 - RI, MS
3-Octyl acetate 1113 1107 1330 - - 0.2 RI,MS
Veratol 1112 1113 1713 - - 0.1 RI, MS
Camphor 1123 1124 1506 0.1 - - RI, MS
(Z)-Verbenol 1027 1128 1642 - - 0.3 RI,MS
Isoborneol 1143 1144 1670 0.5 - - RI, MS
Borneol 1148 1150 1688 03 - - RI, MS
Terpinen-4-ol 1164 1162 1591 1.1 0.1 20 RI,MS
a-Terpineol 1176 1176 1690 0.1 - 0.1 RI, MS
Octyl acetate 1188 1187 1460 - 23 - RI, MS
Decanal 1188 1187 1483 - 14 - RI, MS
Linalyl acetate 1239 1239 1552 - - 02 RI, MS
Decanol 1263 1259 1729 - 0.1 - RI, MS
Nonanoic acid 1263 1263 2119 - 0.1 - RI, MS
(E)-Anethole 1264 1261 1815 - - 0.1 RI, MS
Thymol 1266 1263 2181 0.6 - - RI, MS
Bornyl acetate 1269 1269 1562 - - 0.7 RI, MS
Carvacrol 1278 1286 2193 69.6 - - RI,MS
Eugenol 1330 1329 2164 0,1 - - RI,MS
o-Terpinyl acetate 1335 1333 1686 - - 1.8 RI,MS
(E)-Myrtanyl acetate 1366 1370 1479 - - 0.1 RI, MS
-Bourbonene 1386 1384 1518 - - 0.1 RI, MS
B-Elemene 1389 1386 1584 - - 02 RI, MS
Dodecanal 1389 1389 1695 - 3.1 - RI, MS
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No.2| Components RL," RI, € RIpd T. capitatus D. crinitus T. articulata Identification ©
B-Funebrene 1419 1411 1591 - - 1.6 RI, MS
(E)-B-Caryophyllene 1421 1416 1591 1.6 0.6 40 RI,MS
Thujopsene 1435 1427 1614 - - 02 RI, MS
a-Humulene 1455 1448 1668 0.1 - 25 RI, MS
a-Acoradiene 1444 1455 1616 - - 0.1 RI, MS
B-Acoradiene 1458 1459 1642 - - 0.1 RI, MS
Alloaromadendrene 1462 1461 1630 - - 0,1 RI,MS
v-Curcumene 1475 1471 1680 - - 03 RI, MS
Germacrene D 1479 1474 1700 - - 1,3 RI,MS
[-Selinene 1482 1480 1703 - - 0,1 RI, MS
y-Humulene 1483 1480 1702 - 0.7 - RI, MS
Pentadecane 1500 1497 1502 - 5.1 - RI,MS
d-Cadinene 1520 1511 1760 - 0.1 03 RI, MS
B-Elemol 1535 1533 2063 - - 04 RI, MS
Isochavicol isobutyrate 1546 1541 2134 - 449 - RI, MS
Dodecanoic acid 1554 1560 2474 - 1.1 - RI, MS, ref
Caryophyllene oxide 1578 1567 1969 0.1 - 04 RI, MS
Dodecyl acetate 1585 1580 1882 - 2.5 - RI, MS, ref
Globulol 1589 1577 2085 - - 0.9 RI, MS
Cedrol 1595 1591 2101 - - 11.0 RI, MS
Humulene epoxide II 1602 1599 2044 - - 0.1 RI,MS
epi-Cedrol 1613 1614 2141 - - 0.2 RI, MS
a-Acorenol 1623 1617 2106 - - 03 RI, MS
v-Eudesmol 1619 1624 2198 - - 0.1 RI, MS
t-Cadinol 1633 1632 2146 - - 02 RI, MS
a-Eudesmol 1632 1636 2211 - - 03 RI, MS
Isochavicol 2-methyl butyrate 1651 1648 2255 - 9.7 - RI, MS
Bulnesol 1665 1664 2198 - - 0.2 RI, MS
Heptadecane 1700 1703 1699 - 34 - RI, MS
Tetradecanoic acid 1761 1756 2649 - 3.1 - RI, MS, ref
Cedryl acetate 1764 1750 2160 - - 0.6 RI, MS
Neophytadiene 1807 1807 1918 - 04 - RI, MS, ref
Hexadecanoic acid 1951 1949 2916 - 1.1 - RI,MS
Manool 2070 2109 2684 - - 03 RI, MS
(E)-Phytol 2114 2102 2620 - 1.7 - RI, MS
Total identification % 99.5 92.0 96.5
% Hydrocarbon compounds 124 20.5 74.5
% Monoterpene hydrocarbons 10.7 55 63.8
% Sesquiterpene hydrocarbons 1.7 14 10.7
% Non terpenic hydrocarnon compgunds - 13.2 -

% Diterpenes hydrocarbons - 04 -

% Oxygenated compounds 87.1 71.5 22,0
% Oxygenated monoterpenes 3.8 0.3 6.5
% Oxygenated sesquiterpenes 0.1 - 14.7
% Non terpenic oxygenated compopinds 0.5 14.9 0.2
% Aromatic compounds 82.6 - 0.1
% Phenylpropanoids 0.1 54.6 -

% Oxygenated diterpenes - 1.7 0.5

2 Order of elution is given on apolar column (Rtx-1), ® Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa), ¢ Retention indices on the polar Rtx-Wax column
(RIp), ¢ Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp), ¢ RI: Retention Indices; MS: Mass Spectrometry in EI mod.
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Tab. 2: Percentage of inhibition of mycelial growth at various volumes of essential oils.

Incubation F. oxysporum A. solani A. niger Penicillium sp1 Penicillium sp2
25°c+2 25°c+2 25°c+2 25°c 2 25°c 2

Essential oil

(2 ug mLY)

T. capitatus 100 + 0.00 100 + 0.00 100 + 0.00 100 + 0.00 100 + 0.00

T. articulata 36.11+0.08 35.12+0.01 11.11£0.11 34.56 +0.02 45.12+0.06
D. crinitus - - - - 5432+ 0.21
Essential oil

(5 ug mL1)

T. articulata 72.22+0.06 70.12+ 0.20 57.77+0.11 64.44+0.12 84.44+0.08
D. crinitus - - - 5.55+0.21 77.77+0.06

mycelial growth of F. oxysporum, A. solani, A. niger, Penicillium
spl and Penicillium sp2 by more than 50 %. Among these plants
T. capitatus, belonging to the families of Lamiaceae, completely in-
hibited mycelial growth of tested fungus. 7. capitatus essential oil
produced the greatest reduction in mycelium growth with these fungi
at 2 ug mL'!, with percentage reductions of 100 % (Tab. 2). The sec-
ond most effective essential oil with this five fungi was 7. articulata
essential oil, with percentage of mycelial reduction in F. oxysporum,
A. solani, A. niger, penicillium spl and penicillium sp2 of 36.11,
35.12, 11.11, 34.56 and 45.12 %, respectively, at the same concen-
tration (Tab. 2). However, the data indicate that the percentage in-
hibition of mycelial growth increased with increasing concentration
of essential oils for all strains tested, suggesting that the essential oil
of T. articulata inhibited the growth of all strains in a dose-dependent
manner. Essential oil D. crinitus cause no percentage of mycelial re-
duction, except against penicillium sp2. This activity was more pro-
nounced, where the percentage of inhibition increased to 54.32 % at
2 ug mL!, reaching a maximum of 77.77 % at 5 pg mL"!, suggesting
that this strain was the most sensitive to the essential oil (Tab. 2).

Discussion

In this study, the antifungal activity of essential oils of three plant
species was evaluated against F. oxysporum, A. solani, A. niger,
Penicillium sp1 and Penicillium sp2.The mycelial growth of colonies
in the presence of the essential oil of 7. capitatus and T. articulata
showed that it effectively controlled all the fungi tested. The mycelial
growth of colonies in the presence of the essential oil of T. capitatus
and T. articulata showed that it effectively controlled all the fungi
tested. This efficiency can be explained by the presence of active
molecules that inhibited the growth of the five phytopathogenic
fungi. This activity may be produced by a single major compound
or by the synergistic or antagonistic effect of various compounds
(DEBA et al., 2008). Several authors have attributed the antifungal
capacity of plant essential oils to the presence of components such
as phenolic and terpene compounds (BEUCHAT, 1994; DAVIDSON,
1997; NYCHAS, 1995) indicated that mycelial growth inhibition
is caused by the monoterpenes present in essential oils. These
components would increase the concentration of lipidic peroxides
such as hydroxyl, alkoxy and alko peroxyl radicals and so bring
about cell death. However, the influence of essential oil or bioactive
compounds on flavor and aroma of tomato was not investigated and
further work should be conducted to purpose the use efficiency of
oil components in real applications such as fumigant. In conclusion,
this paper is a part of an overall study that aims to determine the
antifungal activities of natural floral resources of Algeria, in order to
find new bioactive natural products. The essential oils of these plants

studied, exhibited an interesting antifungal activity against mycelial
growth. Further work is necessary to explore the efficacy of these
essential oils against disease rot of tomato and to exploit these oils
as a new potential source of natural additives for the food and/or
pharmaceutical industries.
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Background: Many medicinal plants from the Lamiaceae family can be easily found in Algeria. These plants have been used as traditional
medicines by local ethnic groups. Thymus capitatus is known in Algeria as "Zaatar" and has been commonly used as a spice, and reported
to have many biological effects.

Objectives: This paper focused on the assessment of the antioxidant potential and antifungal activity of essential oil and solvent extracts
of T. capitatus against the growth of certain fungi.

Materials and Methods: Essential oil, ethanol and hexane extracts of T. capitatus were tested for their antioxidant and antifungal activities.
The 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay was used to determine the free radical quenching capacity. Antifungal activity was assessed
using the radial growth technique.

Results: DPPH free radical scavenging effect of the extracts was compared with standard antioxidant ascorbic acid and showed significant
results. The ethanol extract showed high activity at the concentration of 80 g/mL, but less than the standard ascorbic acid. The essential oil
was effective against all the fungi used in the experiment. The highest inhibitory effect on the growth of Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Penicillium digitatum, and Fusarium solani was exhibited by the essential oil at concentrations between 0.1 and 0.5 pg/mL.

Conclusions: These findings demonstrated that ethanol extract obtained from T. capitatus is a potential source of natural antioxidant,
while the essential oil extract can be exploited as an ideal alternative to synthetic fungicides for use in the treatment of many fungal
phytopathogens.

Keywords: Antioxidants; Citrus sinensis; 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; Lamiaceae

1. Background

Recently, the use of spices and herbs as antioxidants
and antimicrobial agents in foods is becoming increas-
ingly important. The growth of fungi on fresh fruits and
vegetables is responsible for food spoilage and numer-
ous plant diseases, which lead to significant economic
losses. Aspergillus, Fusarium and Penicillium are responsi-
ble for spoilage of many foods and cause decay of stored
fruits damaged by insects, animals, early splits, and me-
chanical harvesting (1, 2). Apart from causing diseases in
plants, many species of Aspergillus, Penicillium and Alter-
naria can also synthesize mycotoxins. These compounds
are hazardous to animal and human health as they can
be lethal, carcinogenic, mutagenic, teratogenic, immu-
nosuppressant, or may mimic estrogens (3). On the other
hand, antioxidants have been widely used as food addi-

tives to provide protection against oxidative degradation
of foods (4, 5). The request for reduced use of synthetic
antioxidants such as butylated hydroxyl toluene (BHT)
and butylated hydroxyl anisole (BHA) in the food indus-
try has triggered the need to develop alternative active
compounds, which are harmless to the consumers and to
the environment (6, 7). Additionally, in the food industry,
the biological properties of plant extracts have been in-
vestigated for the possible use of essential oils and/or sol-
vent extracts of plants for the control of pathogenic mi-
croorganisms. Consequently, reports on antioxidant and
antifungal properties of local plants are of great interest.
Thyme belongs to the Apiaceae family, and in Algeria this
herb is used as a food additive and has been reported to
possess various medicinal properties (8), and has proved

Implication for health policy makers/practice/research/medical education:

The essential oil from T. capitatus can be exploited as an ideal alternative to synthetic fungicides for use in the treatment of fungal phytopathogens. On
the other hand, the ethanol extract from T. capitatus was found to be an effective antioxidant by in vitro assays.

Copyright © 2014, School of Pharmacy, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences; Published by DOCS. This is an open-access article distributed under the
terms of the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work
is properly cited.
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to be toxic to insects (9). The essential oils from Thymus
species are rich sources of phenolic monoterpenes such
as thymol and carvacrol (10-12). Several studies have been
published on the biological properties of Thymus capita-
tus (L.) Hoffmanns and Link, such as its antibacterial (13-
15), antifungal (16), antioxidant (17-21) and antiviral activi-
ties (22).

2. Objectives

The main aim of this work was to evaluate, for the first
time, the antifungal properties of essential oil and sol-
vent extracts of T. capitatus against the phytopathogens
that cause severe diseases in Citrus, such as A. niger, A. ory-
zae, P. digitatum, and F. solani. Secondly, we evaluated the
antioxidant activity of these extracts by the free radical 2,
2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method.

3. Materials and Methods

3.1. Plant Material

The aerial parts of T. capitatus were collected from Beni
Snous forests near Tlemcen, Algeria during May 2011
Voucher specimens were deposited in the herbarium of
the Tlemcen University Botanical Laboratory (Voucher
number: UTL 05.11). The C. sinensis fruits were harvested
from orchards of the El-Fhoul cooperative in Tlemcen
(Algeria). The identification of the species was confirmed
by Professor Noury Benabadji, and the specimens were
deposited in the herbarium of the Faculty of Sciences of
Tlemcen (Algeria).

3.2. Preparation of the Extracts

The oil was isolated by hydrodistillation (550-600 g of
plant per sample) for 6 hours using a Clevenger-type ap-
paratus according to the European Pharmacopoeia (23).
The air-dried plant (50 g) was extracted three times (3 x
20 mL) with organic solvents (hexane and ethanol 98%)
using a Soxhlet apparatus. The ethanol (98%) and hexane
extracts were filtered and concentrated under vacuum.
The organic solvent extracts were dried over anhydrous
sodium sulfate, and then stored in sealed glass vials
at 4-5°C prior to the analysis. Each extraction was per-
formed in triplicate.

3.3. Pathogenic Fungi

Four fungal isolates causing Citrus rot. Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Penicillium digitatum and Fusarium so-
lani were isolated directly from rotten C. sinensis fruits.
All isolated fungal species were transferred to sterilized
triplicate 9 cm Petri dishes containing fresh potato dex-
trose agar medium (PDA: potato 200, dextrose 20 g and
agar 15 gL in distilled water at 25°C) in the presence of
a quantity of lactic acid (25%) to stop the growth of bac-

50

teria. The plates were incubated at 25 + 2°C for 8 days, in
darkness. The developing fungal colonies were purified
and identified up to the species level by microscopic ex-
amination through the help of published materials (24).

3.4.In Vitro Antifungal Assay

The antifungal activity of essential oil and extracts was
tested using the radial growth technique (25, 26). Appro-
priate volumes of the essential oil and extracts were add-
ed to the PDA medium immediately before it was poured
into the Petri dishes (9.0 cm diameter) (at 40-45°C) to
obtain a series of concentrations (0,01 to 5500 pg/mL).
Each concentration was tested in triplicate. The discs of
mycelial felt (0.5 cm diameter) of the plant pathogenic
fungi, taken from 8-day-old cultures on PDA plates, were
transferred aseptically to the center of Petri dishes. Am-
photericin B was used as a reference fungicide. The treat-
ments were incubated at 27°C in the dark. Colony growth
diameter was measured after the fungal growth in the
control treatments had completely covered the Petri
dishes. Percentage of mycelial growth inhibition (I%) was
calculated using the following formula (27):

1% = [(DC-DT)/DC] x 100

Where DC and DT are average diameters of fungal colo-
ny from control and treatment samples, respectively. The
measurements were used to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC); lowest concentration of
the essential oil and extracts that would inhibit the vis-
ible growth of a microorganism after overnight incuba-
tion. The fungistatic-fungicidal nature of essential oil
and extracts was tested by observing revival of growth of
the inhibited mycelial disc following its transfer to non-
treated PDA. A fungicidal effect was when there was no
growth, whereas a fungistatic effect was when temporary
inhibition of microbial growth occurred.

3.5. Free radical Scavenging Effectiveness

The free radical-scavenging activities of essential oil and
solvent extracts were measured using DPPH as described
by Hatano et al. (1988) (28). Various concentrations (50,
100, 150, and 200 pgft mL) of the oil, (50-200 pg/mL)
hexane and (20-80 pg/mL) ethanol extracts were added
to 4 mL of a DPPH radical solution in ethanol (the final
concentration of DPPH was 0.05 mM). The mixture was
strongly shaken and left to stand at room temperature
for 30 minutes in the dark. The absorbance was measured
at 517 nm against a blank. Inhibition percentage (I%) of
the free radical, DPPH was calculated according to the fol-
lowing formula:

1% =100 x (A control - A sample) | A control

Where A control is the absorbance of the control reac-
tion, and A sample is the absorbance of the test com-
pound. The sample concentration providing 50% inhibi-
tion (IC,,) was calculated from the graph of inhibition
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percentage against sample concentration. Tests were
performed in triplicates. Ascorbic acid was used as a
positive control.

4. Results

4.1. Antioxidant Properties of Extracts

On one hand, the yields resultants of obtained solvent
extraction, by Soxhlet apparatus were 1.6 and 0.27% for
ethanol and hexane extract, respectively. On the other
hand, the yield of T. capitatus essential oil obtained by
hydrodistillation was 0.52% (w/w). The DPPH radical scav-
enging assay was used to compare the powerful antioxi-
dant activity of extracts of T. capitatus with ascorbic acid
as the standard. A freshly prepared DPPH solution dis-
plays a deep purple color (A, =517 nm) which gradually
vanishes in the presence of a good hydrogen donor, i.e., a
potent antioxidant. Table 1 demonstrates DPPH scaveng-
ing activity, expressed as percentage, caused by different
concentrations of essential oil and solvent extracts from
T capitatus.

Table 1. DPPH Radical-scavenging of the Extracts From T. capitatus
at Different Concentrations 2

Extracts and Concen-  Scavenging Effect DPPHIC,,

trations, pg/mL on DPPH, % pg/mL
EO 102 +1.01
50 39+1
100 48 +3.1
150 63+2.5
200 78+ 4.1
Ethanol 31+ 0.92
20 43+31
40 56+2.8
60 68+4.5
80 88+£3.0
Hexane 99+1.06
80 41+3.2
100 55+1
150 63+2.6
200 82%5.1
Ascorbic acid 0.95+0.12
0.4 28+0.7
0.5 38+0.6
1 59+11
2 8612.6

2value is expressed as Mean £ SD, (n=3)

Comparison of the DPPH scavenging activity of inves-
tigated essential oil and solvent extracts with those ex-
pressed by ascorbic acid showed that all of the examined
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extracts had noticeable antioxidant effects. The weakest
radical scavenging activity (82 and 78%) was exhibited by
the hexane extract and essential oil at a concentration
of 200 ug/mL, whereas the strongest activity (88%) was
exhibited by the ethanol extract at a concentration of
80 ug/mL. As shown in Table 1, the antioxidant activity of
extracts and essential oil also increased with an increase
in their concentrations. At higher concentrations, the
antioxidant activity of extracts was closer to the scaveng-
ing effect of ascorbic acid. For instance, at 2.0 ng/mL, the
scavenging activity of ascorbic acid was around 86%, and
an 80 pg/mL ethanol extract solution had a scavenging ac-
tivity of 88%. The same value was obtained for the hexane
extract and essential oil at a concentration of 200 pg/mL.
Therefore, DPPH scavenging activity is usually presented
by the IC,, value. Concentrations of the antioxidants pro-
viding 50% inhibition of DPPH in the test solution (IC)
were calculated and presented in Table 1. The ethanol
extract of T. capitatus had the highest radical scavenging
activity with the lowest IC, value of (31 ng/mL). This was
higher than the hexane extract with an IC,, value of 99
ng/mL, and essential oil with an IC,, value of 102 ng/mL.

4.2. Antifungal Activity of T. capitatus Extracts

The inhibitory effects of the three extracts were evalu-
ated against four pathogenic fungi: A. niger, A. oryzae, P.
digitatum and F. solani. The results obtained from assays
of antifungal activity at different concentrations of T.
capitatus extracts by the radial growth technique are re-
ported in Table 2. The results indicate that the inhibition
of the mycelial growth of each strain was significantly
influenced by the extracts concentration. This study re-
vealed the significant antifungal activity of T. capitatus ex-
tracts. Essential oil had the highest observed antifungal
activity against all fungi. Essential oil completely inhib-
ited all strains. The highest observed activity was against
A. niger with the minimum concentration causing 100%
mycelial growth inhibition value of 0.1 ug/mL. The second
highest activity was observed against A. oryzae and F. so-
lani with the minimum concentration causing 100% my-
celial growth inhibition being 0.2 pg/mL. However, the
minimum concentration causing 100% mycelial growth
inhibition for P. digitatum strain was 0.5 pg/mL. More-
over, the oil was fungicidal for the 3 pathogens A. niger, A.
oryzae and F. solani, and fungistatic for P. digitatum. How-
ever, hexane and ethanol extracts had the lowest activity,
with the minimum concentration causing 100% mycelial
growth inhibition value being greater than 1200 pg/mL.

5. Discussion

Antioxidants have been widely used as food additives
to provide protection against oxidative degradation of
food. Furthermore, many synthetic antioxidant compo-
nents have toxic andjor mutagenic effects. On the other
hand, food decay by spoilage fungi causes considerable
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Table 2. Antifungal Activity of T. capitatus Extracts Against A. niger, A. oryzae, P. digitatum and F. solani 2

economicloss,and constitutes a health risk for consumers
due to the potential of fungi to produce mycotoxins. The
indiscriminate use of synthetic antifungals has led to the
development of resistant strains, which has necessitated
the utilization of higher concentrations, with the
consequent increase of toxic residues in food products.
Plants produce diverse arrays of phytochemicals, which
are useful for the development of new drugs. These
phytochemicals are mostly secondary metabolites
constantly synthesized by the plantfor defensive purposes
(29). In this study, we evaluated the antioxidant activity
of different solvent extracts of the T. capitatus by the free
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method. The
results demonstrated that the ethanol extract compared
to essential oil and hexane extract from T. capitatus was
more active in scavenging stable free radical DPPH system
with IC,, of 31 £ 0.92 ug/mL, comparable with ascorbic
acid, a synthetic antioxidant agent (0.95 + 0.12 pg/mL).
This antiradical activity could be due to the phenolic
compounds. In fact, it has been found that antioxidant
molecules such as polyphenols, flavonoids, and tannins
reduce and discolor DPPH due to their hydrogen
donating ability (30). Similar results were found in the
literature, which demonstrated that methanolic extracts
of T. capitatus flowers are able to reduce DPPH to the
yellow-colored diphenylpicrylhydrazine with an IC,, of
12 pg/ml, exhibiting higher activity than the synthetic
antioxidant agent BHT (25 pg/mL) (31). Moreover, T.
capitatus expressed different DPPH assay values (DPPH-
TEAC = 30.4 mg Trolox/g DW) (32). Furthermore, T.
capitatus essential oil showed pronounced antifungal
activity against all fungi, the minimum concentration
causing 100% mycelial growth inhibition values ranged
between 0. and 0.5 pg/mL stronger to the reference
fungicide, amphotericin B. The antimicrobial activity of
T. capitatus essential oil might be related to its phenolic
terpenes, especially the major components carvacrol
and thymol (33, 34). Previous work focusing on the
antimicrobial activities of different Thymus essential oils
have tried to correlate these activities to one or many
major components. In fact, antifungal activities of some
Thymus oils were previously explained by the high phenol
(thymol and carvacrol) content. It has been shown that
the strong antifungal activity of T. vulgaris essential oil is
due to its high amount of thymol (25.57%) (35). Effective
antifungal activity of a T. pallescens from certain regions
in Algeria was also explained by their high content of
thymol (49.3%) and carvacrol (57.7%), respectively (36).
However, the carvacrol and thymol, which are the main
components of the essential oils of Thymus, showed
strong larvicidal efficiency (37, 38). This paper is part of
an overall study aimed to determine the antifungal and
antioxidantactivities of natural floralresources of Algeria,
to find new bioactive natural products. The essential oil
possesses potent antifungal activities against A. niger, A.
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oryzae, P. digitatum and F. solani. Therefore, the essential
oil can be exploited as an ideal alternative to synthetic
fungicides for using in the treatment of many fungal
phytopathogens of C. sinensis. However, the influence
of essential oil or bioactive compounds on flavor and
aroma of Citrus was not investigated and further work
should be conducted to examine the efficiency of volatile
components in real applications such as fumigant
(essential oil). Secondly, the ethanol extract of T. capitatus
was found to be an affective antioxidant by in vitro
assays. On the basis of these results, the thyme essential
oil would thus be recommended as a plant based ideal
preservative for enhancement of shelf life of stored food
commodities. The findings of the present study may
draw the attention of food industries to conduct further
experiments regarding large scale exploitation of thyme
oil as preservative of food commodities.
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The aerial parts of Thymus capitatus were examined for fungicidal
activities and analyzed for their fatly acids concentrations, using
trans-esterification and gas chromatography mass spectroscopy
analysis. Fifleen fally acids were identified, accounting for 95.0
% of the lipid content. Two major fatty acids, a-linolenic (29.6 %)
and linoleic (15.1 %), were found in abundance in the hexane
extract. The effect of fatty acids and bexane extract on the growth
of the plant pathogenic fungi isolated by citrus fruits—Aspergillus
niger, Aspergillus oryza, Penicillium digitatum, and Fusarium
solani—fungi were examined by in vitro studies. The fatty acids
and hexane extract inhibited the mycelial growth of all strains
tested.

KEYWORDS fatty-acids, fungicidal activity, phytopathogens,
Thymus capitatus

INTRODUCTION

Aspergillus, Fusarium, and Penicillium species are responsible for food
spoilage and decay of stored fruits damaged by insects, animals, early
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splits, and mechanical harvesting (26,28); they also synthesize hazardous
mycotoxins that can be lethal, carcinogenic, mutagenic, teratogenic, or
immunosuppressant or/and may mimic estrogens (15). Thymus Capitatus
is used both for food and medicinal purposes throughout Algeria. It is
a commonly used spice locally known as “zaitar.” Previous studies have
shown that Thymus sp. have strong antifungal, antibacterial, antioxidant, and
insecticidal activities (9,10,20,27).

Environmental quality and pesticide resistance have dictated the need
for alternative pest management techniques in field crops (25). Studies have
demonstrated the antibacterial and antifungal activity of lauric acid, (5,6);
linoleic acid against Bacillus cereus and Staphylococcus aureus (17,24); and
linoleic acid and oleic acid against fourth instar Aedes aegyptii larvae (12,14).
This study evaluated the antifungal properties of the fatty acids and hexane
extract against phytopathogens that cause citrus rot including Aspergillus
niger, A. oryza, Penicillium digitatum, and Fusarium solani.

MATERIAL AND METHODS
Plant Material

The aerial parts of T. capitatus were collected from Beni Snous forests near
Tlemcen, Algeria in May 2011. The plant material was botanically identified
by the Laboratory of Ecology and Ecosystem Management of University of
Tlemcen, Algeria.

Preparation of the Extract

Boiling water extracts (100 mL) of plant samples (50 g) obtained under reflux
conditions were extracted by liquid-liquid extraction with organic solvent
(Hexane), three times (3 x 20 mL), filtered, concentrated under vacuum to
obtain an extract in yields of 0.57 % (w/w), dried over anhydrous sodium
sulfate, and then stored in sealed glass vials at 4° to 5°C prior to analysis.

Phytochemical Prospecting of the Plant Extracts

A small portion of the dry hexane extract was used for the phytochemical
screening for the presence of flavonoids, alkaloids, coumarins, polyter-
penoids, and steroids (13,16).

Extraction of Fatty Acids

Aerial parts of T. capitatus (100 g) were shaken in petroleum ether for 8 h
and concentrated under reduced pressure to give 1.62 g (1.62 % w/w) of the



Downloaded by [ Université Aboubeker Belkaid de Tlemcen] at 08:25 22 August 2014

Antifungal Activity of Extracts of Thymus capitatus 205

oil sample. Complete removal of solvents from the oil sample was achieved
by passing a stream of nitrogen through it, and thereafter the oil was stored
below 4°C before derivate of its fatty acids. One gram of petroleum ether
extract was saponified with 50 mL of methanolic potassium hydroxide solu-
tion (2 mol.L™") for 1 h under reflux. The soapy aqueous solution obtained
previously was acidified (HCl 1N) until precipitation of fatty acids (pH 5-0).
The free fatty acids were extracted with ether (3 x 50 mL) and dried on
MgSOy4 and then weighed. Fatty acids were transformed into their methyl
ester derivatives by the addition of a methanolic solution of BF; 10% (19).
Then the fatty acids were extracted three times with 50 mL of hexane at
room temperature. The organic layer was evaporated and dried on Na,SOy
and yielded 57% w/w of diethyl ether extract.

Gas Chromatography Analysis

Gas chromatography (GC) analyses were carried out using a Perkin-Elmer
(Waltham, MA, USA) Autosystem XL GC apparatus equipped with a dual
flame ionization detection system and a fused-silica capillary column (60 m
x 0.22 mm LD., film thickness 0.25 pm), Rtx-1 (polydimethylsiloxane). The
oven temperature was programmed from 60°C to 230°C at 2°C. min~!' and
then held isothermally at 230°C for 35 min. Injector and detector temper-
atures were maintained at 280°C. Samples were injected in the split mode
(1/50) using helium as the carrier gas (1 mL.min™!); the injection volume was
0.2 nL. Retention indices of the compounds were determined using Perkin-
Elmer software, and the relative concentrations were calculated based on GC
peak areas without using correction factors.

Gas Chromatography Mass Spectrometry Analysis

Samples were analyzed with a Perkin-Elmer Turbo mass detector
(quadrupole), coupled to a Perkin-Elmer Autosystem XL, equipped with
fused-silica capillary columns Rtx-1 and Rtx-Wax (ion source temperature
150°C; energy ionization 70 eV). EI mass spectra were acquired over the
mass range 35-350 Da (scan time: 1s). All GC conditions were as above with
split 1/80.

Component Identification

The method used for identification of individual components was based on
a comparison of calculated retention indices on an apolar column with those
of either authentic compounds or literature data (21,22) and comparison of
MS with those of authentic compounds.
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Pathogenic Fungi

Four fungal isolates causing citrus rot—A. niger, A. oryza, P. digitatum,
and F. solani—were isolated directly from rooted Citrus sinensis fruits from
orchards of the El-Fhoul cooperative in Tlemcen (Algeria) and transferred to
three sterilized replicates of 9-cm Petri dishes containing fresh potato dex-
trose agar medium (PDA: potato, 200; dextrose, 20 g; and agar, 15 gL™! in
distilled water at 25°C) in the presence of lactic acid (25%) to stop the growth
of bacteria. The plates were incubated at 25° & 2°C for 8 d in darkness. The
developing fungal colonies were purified and identified up to the species
level by microscopic examination (4).

In vitro Antifungal Assay

The antifungal activity of fatty acids was tested using radial growth technique
(3). Appropriate volumes of the fatty acids were added to PDA medium
immediately before it was poured into the Petri dishes (9.0-cm diameter)
at 40° to 45°C to obtain a series of concentrations (0.01-1.0 pg.mL™"). Each
concentration was tested in triplicate. The discs of mycelial felt (0.5-cm diam-
eter) of the plant pathogenic fungi, taken from 8-day-old cultures on PDA
plates, were transferred aseptically to the center of Petri dishes. Amphotericin
B was used as reference fungicide. The treatments were incubated at 27°C in
the dark. Colony growth diameter was measured after the fungal growth in
the control treatments had completely covered the Petri dishes. Percentage
of mycelial growth inhibition (I1%) was calculated as:

(I%) = [(DC-DT)/DC] x 100 (23);

where DC and DT are average diameters of fungal colony of control and
treatment, respectively. The measurements were used to determine the min-
imum inhibitory concentration (MIC—the lowest concentration of fatty acids
that will inhibit the visible growth of a microorganism after overnight incuba-
tion). The fungistatic-fungicidal nature of fatty acids was tested by observing
the revival of growth of the inhibited mycelial disc following its transfer
to non-treated PDA. A fungicidal effect was where there was no growth,
and a fungistatic effect was where temporary inhibition of microbial growth
occurred. Data were analyzed by one-way analysis of variance and the means
compared by Dunnett’s test (p < 0.05).

RESULTS
Phytochemical Screening

The hexane extracts tested positive for flavonoids, polyterpenoids, and
steroids and negative for coumarins and alkaloids.
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Fatty Acids Profile

The gas chromatography mass spectroscopy analysis of the lipid extracts had
15 fatty acids, accounting for 95.0% of the total acid fraction (Table 1). The
extract was characterized by high content of a-linolenic (29.6%), palmitic
(16.6%), linoleic (15.1%), and behenic acid (9.6%). Other compounds found
included 1,2-benzendicarboxylic (3.9%), stearic (3.8%), arachidic (3.5%), and
oleic acids (2.2%).

Antifungal Activity of Extracts

The data indicated antifungal activity on the mycelial growth of all strains
tested (Table 2). The percentage inhibition increased with increasing quantity
of fatty acids and hexane extract, suggesting a dose-dependent response (see
Table 2). The fatty acids exhibited more pronounced activity for F. solani, A.
oryzae, and P. digitatum, where the percentages of inhibition increased to
53.26, 63.96, and 73.13, respectively, at 0.1 mg.mL™", reaching a maximum of
100% at 0.5 mg.mL™". Thus these strains were the most sensitive to the fatty

TABLE 1 Fatty Acids Present in the Hexane Extracts of Aerial Parts of Thymus capitatus

N¢ Acid components IRI2>  RIa®  RIp?  Aerial parts® Identification
1 Myristic (Tetradecanoic) 1707 1708 2000 0.5 RI, MS, Ref.
2 Pentadecanoic 1810 1808 2126 0.2 RI, MS, Ref.
3 Palmitic (Hexadecanoic) 1907 1910 2208 16.6 RI, MS, Ref.
4 Margaric (Heptadecanoic) 2011 2009 2309 0.2 RI, MS, Ref.
5 Linoleic ((Z,2)-9,12- 2073 2073 2481 15.1 RI, MS, Ref.

octadecadienoic)
6  a-Linolenic ((Z,Z,2)-9.12.15- 2078 2078 2549 29.6 RI, MS, Ref.
octadecatrienoic)
7 Oleic ((2)-9-Octadecenoic) 2081 2081 2433 2.2 RI, MS, Ref.
8  (Z)-6-Octadecenoic 2104 2087 2437 0.9 RI, MS, Ref.
9  Stearic (Octadecanoic) 2113 2111 2414 3.8 RI, MS, Ref.

10  Nonadecanoic 2210 2210 2517 0.2 RI, MS, Ref.

11  Arachidic (Eicosanoic) 2311 2310 2622 3.5 RI, MS, Ref.

12 Heneicosanoic 2410 2411 2724 0.8 RI, MS, Ref.

13 1,2-Benzendicarboxylic 2500 2505 2884 3.9 RI, MS, Ref.

14  Behenic (Docosanoic) 2512 2513 2829 16.7 RI, MS, Ref.

15  Tricosanoic 2611 2613 2929 0.8 RI, MS, Ref.

Total identified 95.0

Saturated fatty acids 43.3

Unsaturated fatty acids 47.8

Other 3.9

RI, retention indices; MS, mass spectrometry in EI mode; Ref, compounds identified from literature
data (16,17). Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). PRetention indices of literature of
corresponding esters on the apolar column (IRIa). “Retention indices of corresponding esters on the
apolar Rx-1 column (RIa). Retention indices of corresponding esters on the polar Rtx-1 column (RIp).
“Relative percentages (%) on apolar column (Rtx-1).
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TABLE 2 Effects of Fatty Acids and Hexane Extract of Thymus capitatus on Mycelial Growth

of Pathogenic Fungi from Citrus Rot

Mycelial growth (%)

Extract
Concentration Aspergillus Aspergillus Penicillium Fusarium
(mg.mL™) niger oryza digitatum solani
Fatty acids
0.1 15.23+0.15 63.96+0.36 73.13£0.25 53.26+0.12
0.5 33.33+£0.36 100.00+0.01 100.00+£0.01 100.00 £0.01
Hexane
0.1 57.14£0.16 72.10£0.56 70.00+0.16 72.22£0.22
0.5 71.4240.10 100.00£0.01 90.00+0.66 100.00+0.01
1.2 90.11+0.26 100.00+0.01 100.00+0.01 100.00 £ 0.01

Note: Data are mean £ SD.

acids, indicating that this quantity was the minimal inhibitory quantity (MIQ)
of T. capitatus against F. solani, A. oryzae, and P. digitatum (see Table 2). A.
niger showed some resistance to the fatty acids, and its action was moderate
for both concentrations tested. Hexane extract of 7. capitatus also exhibited
antifungal activity against F. solani, A. oryzae, and P. digitatum fungus with
an MIQ of 1.2 mg.mL™'. On the other hand, the hexane extract had an effect
at 1.2 mg.mL™" of 90.11% for A. niger, where the MIC against this fungal
strain was >1.2 mg.mL™".

DISCUSSION

Results of this study showed antifungal activities of T. capitatus against the
fungi causing citrus rot. Other studies showed that arachidonic acid (20:4), a
polyunsaturated fatty acid, may increase antifungal susceptibility of biofilms
formed by two closely related Candida sp. and could result in the reduction
of the dose of the antimycotic agent required to inhibit biofilm formation and
that linoleic acid (18:2), a polyunsaturated fatty acid, was antifungal against
several plant pathogenic fungi (18). Avis (2) also showed that antifungal
compounds targeting fungal membranes were prone to pathogen resistance
that would shorten their effective life span, but the synergism of these com-
pounds with antifungal fatty acids could provide prolonged usage (9,11). The
results are supported by previous reports of insecticidal activity of linoleic
acid and oleic acid against fourth instar Aedes aegyptii larvae (24).

Additional health benefits may be achieved from Thymus capitatus
due to the presence of flavonoids and polyterpenoids, which demonstrated
anti-inflammatory, antifungal, and antioxidant properties (3,9,16), and the
essential fatty acids linolenic and linoleic acids implicated in human health
promotion (1,2,7,8).
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Abstract

This study aims to propose aternative solutions based on the use of natural products "biopesticides' to fight against
the tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick) and other pathogens considered as serious threat for tomato production in
Algeria.

The study of the biological cycle of the insect depending to mean duration of days developmental stages and
mortality rate of various stages recorded to times and a sex ratio in our contry.

The tests of toxicity by oils and hydrosol for three plants allowed us to estimate the mortality rate that exceeded
80% for larvae L2 and L3 with concentration 5uL, and reach 100% mortality of larvae L1 by effet of both plant T.capitatus
or T.articulata.

The results show that the essential oil of T. capitatus present the most important insecticidal, antifungal and
antibacterial activity (total inhibition of 100% of mycelium in concentration with a 2uG / ml). The essential oil of T.
articulata mycelium presents inhibitory effect more than 41% with a concentration of 2ug / ml. The essential oil of D.
crinitus have the lowest activity with (22%) for the same concentration. The hydrosol T. articulata is more active on
F.oxysporum strains of A. solani and Pinicillium sp2,. However, the hydrosol T. capitatus has a remarkable inhibitory activity
on three pathogens: Trichoderma sp F.oxysporum Pinicillium spl and who were the most sensitive.

Keywords : Tuta absoluta, essentia oil, insecticidal, antifungal, antibacterial, biological control.
Résumé

La présente étude a pour objectif de proposer des solutions alternatives basées sur I’ utilisation des produits naturels
«bioinsecticides», afin de lutter contre la mineuse de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick), ains que d autres agents
pathogenes considérés comme une menace sérieuse pour la production de latomate en Algérie.

L’étude du cycle biologique de I'insecte a permis de connaitre les durées de développement et les taux de mortalité des
différents stades selon les dates ainsi que le sex-ratio au niveau de notre région.

Les tests de toxicité des huiles essentielles et hydrolats des trois plantes étudiées ont donné des taux de mortalité qui
atteignent les 80% pour les larves L2 et L3 a une concentration de 5L, allant jusqu'a 100% de mortalité pour les larves L1
que ce soit par I’ effet T.capitatus ou T.articulata.

Les résultats montrent que I'huile essentielle de T. capitatus présente I'activité insecticide, antifongique et
antibactérienne la plus importante (inhibition totale de 100% pour le mycélium avec une concentration de 2uG/ml).L’ huile
essentielle de T. articulata présente un effet inhibiteur du mycélium dépassant 41% avec une concentration de 2ug/ml.
L'huile essentielle de D. crinitus est celle dont I activité est la plus faible (22%) pour la méme concentration.

L’ hydrolat de T. articulata est plus actif sur les souches de F.oxysporum, A. solaniet Pinicillium sp2,. En revanche, I’ hydrolat
de T. capitatus a exercé une remarquable activité inhibitrice sur trois agents pathogénes : Trichodermasp.,F.oxysporumet
Pinicillium spl qui sont les plus sensibles.

Mots clés: Tuta absoluta, huile essentielle, activité insecticide, activité antifongique, activité antibactérienne, lutte
biologique.






