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Introduction générale




Depuis leur découverte en milieu du XXeéme siecle, les pesticides ont été excessivement utilisés
pour lutter contre les insectes nuisibles, les maladies fongiques ou les mauvaises herbes, et ceci
dans le but d’augmenter la productivité des exploitations agricoles et améliorer le rendement.
Ces dernieres anneées, la société a pris conscience des effets néfastes de certains produits
phytosanitaires sur la santé de 1’étre humain et sur son environnement (Ministere de la Santé et
de la Prévention-France, 2019). Actuellement, plusieurs essais et travaux de recherche sont
mis en ceuvre pour réduire voire bannir 1’utilisation des pesticides tout en maintenant un
rendement de production économiquement viable(L ‘utilisation des pesticides en France, 2012).
Dans ce contexte, un programme prioritaire de recherche (PPR) a été lancé en France pour
permettre I’émergence, a I’horizon 2030-2040, d’une agriculture sans pesticides.

Parmi les dossiers sélectionnés se trouve le projet CAP ZERO PHYTO. Il s’agit d’un projet de
recherche national dont 1’objectif est de proposer de nouvelles stratégies de protection des
cultures basées sur I’utilisation combinée de leviers immunitaires destinés a moduler les
mécanismes de défense des cultures. Cing leviers immunitaires seront explorés seuls et en
combinaison : résistance génétique, plantes de service, solutions de biocontrole avec une action
SDP (stimulation de défense des plantes), flashs d’UV-C et apport d’azote. Pommier et tomate
seront utilisés comme cultures modeles, avec leurs principaux bioagresseurs. Ces connaissances
seront ensuite transférées et testées sur d’autres mode¢les : de Rosaceae (péche et fraise) et
de Solanaceae (poivron).

Dans le cadre du levier de la résistance génétique, une thése est actuellement en cours pour
rechercher des marqueurs moléculaires et métaboligues de résistance a un ravageur lépidoptére,
Tuta absoluta, chez la tomate. Cette these vise a mieux comprendre les mécanismes écologiques
impliqués dans deux modes de résistance contre Tuta absoluta. Premiérement, la résistance par
antixénose est caractérisée par 1’émission des composés organiques volatils qui perturbent le
comportement des insectes en amont et pendant le choix de la plante hote (ponte des ceufs,
recherche de la nourriture et de 1’abri, ou la colonisation de la plante) (Clavel & Welcker, 1996).
Deuxiémement, la résistance par antibiose est caractérisée par la production de toxines qui
impactent directement le développement et la survie larvaire de I’insecte aprés infestation
(Clavel & Welcker, 1996).

Mon projet de fin d’études, qui fait partie de cette thése, s’intéresse a la détermination de la
résistance par antixenose chez trente accessions de tomate appartenant a 6 especes différentes
de Solanacees. Il consiste a étudier la diversité inter et intra-specifique des composeés organiques
volatils (COVs) emis par les plantes et tester ’influence de cette diversité sur le choix de la

plante héte par T. absoluta a travers des études comportementales.



Présentation de la structure d’accueil

Fondé par Armand Guckert, le Laboratoire Agronomie et Environnement (LAE) est une unité
mixte de recherche (UMR 1121) de I’Institut National de Recherche pour I'Agriculture,
I'Alimentation et I'Environnement (INRAE) et de I’Université de Lorraine (UL).

Ce laboratoire est localisé @ Nancy-Brabois sur le site de ’ENSAIA en Lorraine et & Colmar
sur le site INRAE en Alsace. Le LAE est rattaché au Pdle Agronomie-Agroalimentaire-Foréts

de ’UL et au Département Environnement et Agronomie d'INRAE.

Ses activités sont développées par 2 équipes de recherche (Figure 1).
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Figure 1. Organigramme du LAE (Accueil / LAE).



+ L’équipe AGISEM étudie les effets des pratiques agricoles sur la biodiversité et les
services écosystémiques et développe des méthodes et outils d’évaluation multicritére,
de I’échelle de la parcelle a celle du territoire, pour accompagner la transition agro-

écologique.

+ L’équipe Métabolisme secondaire (M2) travaille a mieux comprendre les voies de
biosynthése et identifie des biomolécules impliquées dans la défense des végétaux. Les

¢tudes vont de I’échelle moléculaire du métabolisme des plantes jusqu’au territoire.

Mon stage a été effectué au sein du LAE et plus particuliérement dans 1’équipe Métabolisme

secondaire (M2) ou j’ai été encadrée par Alan Kergunteuil, Romain Larbat et Komla Amegane.
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Etude Bibliographique

1. Généralités sur la tomate

La tomate (Solanum lycopersicum) est une plante annuelle de la famille des Solanacées. Elle
est originaire du Nord-Ouest de I'Amérique du Sud. Son exploitation est intéressante puisqu’elle
est considérée comme une source alimentaire importante pour 1’étre humain(Friedman, 2002)

et elle est I’un des fruits le plus produit et consommé dans le monde (Naika et al., 2005) .
1.1.  Systématique

En 1753, Linné a donné a la tomate (Figure 2) le nom scientifique, Solanum lycopersicum, et a

proposé la classification classique suivante :

e Reégne: Plantae

e Sous-regne : Trachiobionta

e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Sous-classe : Asteridae

e Ordre: Solanales

e Famille: Solanaceae

e Genre: Solanum

. Espece: lycopersicum Figure 2. Une plante de tomate (Pages

Jaunes, 2015).

Miller Gardner a affiné la classification de Linné, et a donné a la tomate le nom latin,
Lycopersicon esculentum. C’est une reconnaissance et aussi consécration comme plante
alimentaire, puisque esculentum désigne le caractére comestible.

En plus de la tomate cultivée (S. lycopersicum), il existe seize espéces sauvages reconnues :

S. cheesmaniae, S. galapagense, S.chilense, S. chmielewskii, S. habrochaites, S.neorickii,
S. pennellii, S. arcanum, S.corneliomulleri, S. huaylasense, S.peruvianum, S. pimpinellifolium,
S. juglandifolium, S. lycopersicoides, S. ochranthum, S. sitiens (Peralta et al., 2008).

1.2.  Histoire et importance économique

La tomate est originaire de la région Andine, au nord-ouest de I'Amérique du Sud (Colombie,
Equateur, Pérou, nord du Chili). C’est dans ces régions que des plantes sauvages de plusieurs


https://libresavoir.org/index.php?title=Plante
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Tomate.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Nord-Ouest.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Amerique.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Sud.html
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Nord.html
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especes de I'ancien genre Lycopersicon, notamment Solanum lycopersicum var. cerasiforme

(la tomate cerise), ont été retrouvées.

L'Europe ne I'a connue que vers le 16°™ siécle puisqu’elle a été ramenée du Mexique ou du
Pérou par les conquistadors. Elle est arrivée d’abord en Espagne, puis en Italie et elle a gagné
le reste de I’Europe (Polese, 2007). La tomate est connue en France depuis 1560 comme plante
décorative. Cependant, elle n’est considérée comme fruit qu’a partir de 1778. Sa culture n’a

pris d’ailleurs réellement de I’extension qu’a partir de 1800 (Laumonnier, 1979).

Comme c’est une culture a cycle assez court qui donne un rendement élevé, elle a de bonnes

perspectives économiques et la superficie cultivée s’agrandit au fur des années (Naika, 2005).

De nos jours, la tomate est devenue 1’un des végétaux les plus consommés a 1’échelle mondiale
(Eck et al., 2006). Elle est au deuxieme rang mondial apres la culture de pomme de terre, avec

environ 186,8 millions de tonnes produites chaque année (FAOSTAT, 2020).

Cette plante est cultivée dans de nombreux pays du monde (170 selon la FAO) et sous différents
climats (y compris dans des régions relativement froides) grace au développement des cultures

sous abri (Planetoscope - Statistiques : Production mondiale de tomates).

La production majoritaire est localisée en Asie (62.7%), alors que I'Amérique, I'Europe et
I'Afrique représentent respectivement 13.2%, 12.2% et 11.9% de la production mondiale. Le
pays qui consomme le plus de tomates au monde est la Chine, suivie par I’Inde, I’ Afrique du
Nord, le Moyen-Orient, les Etats-Unis et le Brésil (FAOSTAT, 2020).

En plus des fruits frais, ce produit est consommeée apres transformation dans des soupes, des
jus et des sauces (Krauss et al., 2006). Les fruits séchés et les fruits mis en conserve sont des

produits transformés qui ont également une importance économique (Naika, 2005).
1.3.  Physiologie de la tomate

Les tomates cultivées ont des caractéristiques de floraison insensibles a la photopériode, ce qui
les rend adaptables a différentes latitudes.

Par ses fleurs hermaphrodites, la tomate qui est a I’origine une plante allogame est devenue
auto-fertile et principalement autogame dans ses aires de domestication (Perron, 1999). Cette
autogamie est due a la morphologie de la fleur. En effet, le style est inséré dans le tube formé
par les étamines, les stigmates n'apparaissent généralement pas a l'extérieur ce qui limite

fortement la pollinisation croisée, sans l'interdire complétement. Cependant, la pollinisation
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nécessite l'intervention de facteurs extérieurs, comme le vent et certains insectes (comme les

bourdons) capables de faire vibrer les antheres et libérer le pollen (Jones, 1999).

Chez cette plante, la photosynthése est de type "C3", c'est-a-dire qu'elle produit dans un premier

temps des glucides a trois atomes de carbone (Jones, 1999).

2. Tomate : plante modele

Gréace a ses caractéristiques, la tomate est considérée comme une plante modéle de premiere
importance en agronomie, en physiologie végétale et en génétique. En effet, cette plante est
caractérisée par I’autopollinisation, un croisement facile, un génome de taille moyenne (environ
900 Mb) comprenant 12 paires de chromosomes (2n=24), une transformation génétique facile
et efficace et un cycle de vie court pour certaines variétés (Li et al., 2018; Van Eck, 2018). De
plus, le génome de la tomate est totalement séquencé (Lin et al., 2014; Zhu et al., 2018) et un
volume de données transcriptomiques et métaboliques important est disponible (Tohge &
Fernie, 2015; Rothan et al., 2019).

3. Les probléemes associés a la culture de tomate

La culture des tomates est tres sensible aux attaques de ravageurs tels que les pucerons, les
aleurodes, les acariens, les thrips, les noctuelles et les mineuses comme Tuta absoluta. Elle est
sensible aussi aux maladies telles que la maladie des taches noires, la fusariose, 1’oidium, la
pourriture grise et certaines viroses, dont le TYLC (Tomato Yellow Leaf Curk virus) transmis
par des aleurodes.

Quelle que soit la nature de 1’agression, les tomates subissent des pertes de productivités liées
a des dégats causés sur les fruits ou sur les feuilles réduisant ainsi la photosyntheése ce qui limite
le développement de la plante et de ses fruits.

Le nombre élevé de ravageurs et de maladies associés a la tomate et le risque constant de voir
apparaitre de nouveaux ravageurs, ont suscité un certain intérét des producteurs pour le

développement des moyens de lutte chimiques et biologiques. (Trottin-Caudal et al. 1995).

4. La mineuse de la tomate: Tuta absoluta

La mineuse de la tomate (Tuta absoluta) (Figure 3) est un micro Iépidoptére de la famille des
Gelechiidae et qui est considérée a I’heure actuelle comme étant le ravageur le plus dangereux

des tomates et I'une des menaces majeures pour cette plante dans le monde (Biondi et al., 2018).
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4.1. Systématique

En 2011, Bloem et Spaltenstein ont proposé la position
systématique suivante de la mineuse de la tomate :

e Phylum : Arthropoda

e Classe : Insecta

e Ordre : Lepidoptera

e Sub-ordre : Glossata

e Superfamille : Gelechiidaea

e Famille : Gelechiidae

e Sub-famille : Gelechiinae

e Genre: Tuta

Figure 3. Mineuse de la tomate
e Espece : absoluta (Meyrick, 1917) (Stade adulte).

Au début, Tuta absoluta a été décrite comme Phthorimaea absoluta (Meyrick, 1917). Puis,
le genre a été remplacé par Gnorimoschema en 1962 et par Scrobipalpula en 1964. De nos

jours, le nom utilisé de I'espece est Tuta absoluta (Povolny, 1994).
4.2.  Répartition géographique

La mineuse de la tomate est originaire de I’Amérique du sud et elle a commence a se diffuser
dans le monde dans les années 2000. Sa présence en Europe a été signalée la premiére fois en
Espagne en 2006 alors qu’en Afrique du Nord, ce ravageur a été détecté, en 2008, en Algérie
(Guenaoui, 2008), au Maroc (OEPP, 2008) et en Tunisie (OEPP, 2009).

Par la suite, il a élargi sa propagation en 2009 pour se trouver aux Pays Bas, au Royaume-Uni,
au Portugal, en Albanie, en Suisse, a Malte, en Bulgarie, a Chypre et en Allemagne. Puis en
2010, la Hongrie a été signalée comme un nouveau foyer. Depuis 2012, son aire s'est étendue a
I’Afrique et I’Asie (Biondi et al., 2018). Actuellement, Tuta absoluta est considérée comme

I’un des ravageurs principaux de la tomate au niveau mondial.

4.3. Morphologie

o (Euf

L’ceuf (Figure 4.a) est le plus souvent de forme ovoide, de couleur blanc créme puis jaune et

jaune-orange au cours du développement (Estay, 2000). 1l mesure 0.4 mm de long et 0.2mm de
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large. Il est pondu en général de maniére isolée, principalement sur les faces supérieures et
inférieures des feuilles mais aussi sur les fruits, les pétioles et les tiges. Il est dépose

généralement dans la partie supérieure des plantes (Rey et al., 2014).

e Larve

La larve (Figure 4.b) est une chenille dont la longueur varie entre 0,6 et 8 mm selon le stade
larvaire. Il existe 4 stades larvaires. La chenille présente 5 paires de ‘fausses pattes’ (Rey et al.,
2014). La chenille est rapidement retrouvee car elle préfére les fleurs, les bourgeons apicaux ou
les fruits, sur lesquels, des excréments noires sont visibles (Kaouthar et al., 2010). A la fin du
dernier stade, la larve se transforme en chrysalide (Figure 4.c) de couleur brune et mesure de 4
a5 mm de long (Rey et al., 2014).

e Adulte

Les adultes (Figure 4.d) sont des papillons ayant une longueur d’environ 5 a 7 mm et une
envergure d’environ 10 mm. Le dimorphisme sexuel est peu marqué, bien que I'abdomen des
males est plus étroit et pointu, alors que celui des femelles est plus large et volumineux (Vargas,
1970; Desneux et al., 2010). Les écailles abdominales chez les femelles sont de couleur créme,
tandis qu’elles sont de couleur grise chez le male (Vargas, 1970). Les adultes sont de couleur
grise avec des taches noiratres sur les ailes et des antennes longues et filiformes (Vargas, 1970;
Sannino & Espinosa, 2010) .
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Figure 4. Stades de développement de Tuta absoluta (a: oeuf, b: larve,

c: chrysalide,(Gouvernement du Canada, 2012) d: adulte).

44. Biologie

La mineuse de la tomate est une espece multivoltine qui fait plusieurs générations par an. La
durée de son cycle de vie (Figure 5) de méme que ses caractéristiques biologiques dépendent
des conditions environnementales, en particulier de la température (Tropea Garzia et al., 2012).
Plusieurs travaux ont étudié le cycle de vie de Tuta absoluta a différentes températures. Ce
cycle est d’environ 1 mois a 25 °C alors qu’a 30°C, il est d’environ 3 semaines. Lorsque la
température est plus basse, la durée de développement est beaucoup plus longue. En effet, a
15 °C, le cycle dure plus de 2 mois (Rey et al., 2014). A 5°C, un taux de mortalité des adultes

de I’ordre de 90%, durant un mois, a été observé (Van Damme et al., 2014).

Le potentiel de reproduction est relativement élevé. Chaque femelle peut pondre de 40 a 229
ceufs au cours de sa vie (Gomide et al., 2001). La longévité des adultes dépend du sexe et de la

température. En effet, la longévité des males est d’environ une semaine alors que la longévité
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des femelles est d’environ deux semaines. De plus, la longévité des adultes diminue avec la
température (Rey et al., 2014).

L’accouplement des adultes, qui se fait généralement pendant la matinée, intervient un a deux
jours apres leur émergence. Pendant cette période, la femelle émet des phéromones sexuelles

pour attirer le male (CSAN Niger, 2016).

Adulte

Durée totale du

cycle :
Durée de 39-40 jours. Obe
L — : . d'incubation :
10 jours Ter?gezr(a)otge : o

Moyenne sur 24h

Durée du stade larvaire :
20 jours

Figure 5. Le cycle de développement de Tuta absoluta & une température moyenne sur 24h de 19-
20°C (Rey et al., 2014).

4.5. Plantes hote

La principale plante hote de Tuta absoluta est la tomate (Solanum lycopersicum), mais d’autres
plantes cultivées de la famille des Solanacées comme la pomme de terre, I'aubergine, le poivron
peuvent également étre attaquées (Desneux et al., 2010; Tropea Garzia et al., 2012; Msisi et al.,
2021). Parmi les hotes alternatifs de ce ravageur, il y a les mauvaises herbes parmi lesquelles
se trouve : la morelle noire (Solanum nigrum), la stramoine commune (Datura stramonium), le

tabac arborescent (Nicotiana glauca) et la stramoine épineuse (Datura ferox) (Estay, 2000).

10
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4.6. Symptdomes et dégats

Tuta absoluta est « une mineuse » qui peut affecter toutes les parties de la plante a différents
stades de développement (Tropea Garzia et al., 2012). La larve est le stade nuisible puisqu’elle

est capable de creuser des mines dans les feuilles, les tiges et méme les fruits.

e Sur les feuilles

Des galeries formées sur les feuilles suite aux attaques de la mineuse, renferment des
chenilles et leurs déjections (Figure 6). La mobilité des larves est élevée. Une larve est
capable de créer un nombre important de mines sur plusieurs feuilles puis sur la plante
entiere (Rey et al., 2014).

Figure 6. Mine de Tuta absoluta sur une foliole.

e Sur les tiges

Des dégats sur les jeunes tiges et pédoncules peuvent étre observés. Elles présentent

des points noirs et des nécroses.
e Sur les fruits

La mineuse peut causer des nécroses sur le calice ou des trous a la surface des tomates
(Figure 7). En effet, les fruits verts et mdrs peuvent étre attaqués des leur formation

jusqu’a leur maturité.

11
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Figure 7. Les dégats de Tuta absoluta sur le fruit
(Tuta Absoluta | Biobest.).

Les dommages causés par ce ravageur sont liés a la diminution de la capacité photosynthétique
et du taux de production, que ce soit pour les cultures de tomates en serre ou en plein champ
(Tropea Garzia et al., 2012).

Les dégats occasionnés par la mineuse a la culture de tomate peuvent atteindre les 80-100%
(Desneux et al., 2021).

Figure 8. Des feuilles totalement endommagées
par Tuta absoluta.

4.7.  Moyens de lutte

Plusieurs techniques de lutte ont été utilisées contre ce ravageur afin de protéger la tomate et

éviter la perte de récolte.

12
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4.7.1. Lalutte culturale (mesures prophylactiques)

Les mesures prophylactiques constituent la base des stratégies de protection contre Tuta
absoluta et elles doivent étre prises au préalable. Ces mesures concernent les aspects suivants :
» Les rotations avec des cultures non hotes de ce ravageur (Oztemiz, 2014).
» Une période de vide (entre 4 et 6 semaines) est recommandee entre 2 cultures hotes de
Tuta absoluta (Terrentroy, 2012).
» La desinfection et la préparation du sol pour réduire le nombre de chrysalides restées
dans le sol.
» Un désherbage doit étre appliqué pour éliminer un grand nombre de plantes hotes dans
la serre et aux alentours (exemple : morelle noire) (Germain et al., 2009).
» Le controle et I’entretien des pie¢ges de détection a phéromones

» L’évacuation réguliere et I’incinération des déchets des plantes et des fruits infestés.

4.7.2. La lutte physique

Pour lutter contre Tuta absoluta, il est nécessaire d’isoler les serres pour empécher I’entrée des

ravageurs. Pour cette raison, il faut appliquer quelques mesures :

> Installation des filets insecte-proof au niveau des ouvertures des serres (Germain et al.,
2009).

» Installation d’un systéme de double-portes pour une meilleure isolation (Gabarra &
Arno, 2010).

» Vérification périodique de I’étanchéité des serres et la réparation des trous (Terrentroy,

2012).

4.7.3. La lutte biotechnique

La lutte biotechnique est basée sur la mise en place des piéges pour détecter la présence des
adultes et suivre 1’évolution de la population de Tuta absoluta. Le piégeage se fait a I’aide des
piéges a phéromones sexuelles, a eau, a glue ou des piéges lumineux (Figure 9) (Biondi et al.,
2018).

13
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Figure 9. Exemples des piéges a phéromones

(a: Plague jaune ; b: Piege Delta (Terrentroy, 2012))

4.7.4. La lutte chimique

L'utilisation d’insecticides est le principal outil de lutte contre les ravageurs nuisibles. Des
’apparition de la mineuse de la tomate, I’Homme a commencé a utiliser ces produits chimiques.
Au début, il a utilisé des organophosphorés qui ont été remplacés par des pyréthrinoides en
1970 puis par I'abamectine et le cartap, puis par I'oxadiazine indoxacarbe, et plus tard par les
inhibiteurs de la synthése de la chitine (Siqueira et al., 2000; Guedes & Picanco, 2012). Dans
les années 2000, des insecticides de synthese, comme les diamides chlorantraniliprole, le
chlorfénapyr pyrrole et flubendiamide (Silva et al., 2011; Guedes & Picanco, 2012; Gontijo et
al., 2013), ont été utilisés.

Aprés un certain temps, les chercheurs ont remarqué que 1’utilisation excessive de ces produits
chimiques a provoqué non seulement des effets néfastes sur la santé de 1I’étre humain et son
environnement (Weisenburger, 1993; Desneux et al., 2007; Biondi et al., 2012); mais aussi le
développement du phénomeéne de résistance par le ravageur vis-a-vis des substances actives
(Campos et al., 2010; Haddi et al., 2012; Reyes et al., 2012; Roditakis et al., 2018).

C’est pour cette raison que les chercheurs ont recouru a I’utilisation des biopesticides comme
le spinosad qui est un produit biologique obtenu par une fermentation naturelle par
Saccharopolyspora spinosa (Benchaabane et al., 2016) ou le bactospeine qui contient une

bactérie (Bacillus thuringiensis).

14
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4.7.5. La lutte biologique

Plusieurs organismes vivants sont considérés comme des ennemis naturels de Tuta absoluta.
Ces agents de lutte peuvent étre soit des prédateurs (insectes, nématodes et acariens), soit des
pathogenes (virus, bactérie et champignons), soit des parasitoides ou des compétiteurs.

Parmi les predateurs les plus utilisés dans les stratégies de lutte contre Tuta absoluta se trouve
Macrolophus pygmaeus qui s’attaque aux oeufs et aux larves (Urbaneja et al., 2009). Une étude
a montré que ’introduction de Macrolophus pygmaeus en plein champ a provoqué une
diminution des dégats sur les feuilles de 1’ordre de 76% et d’environ 56% sur les fruits (2009).
L’utilisation de ces prédateurs peut tre complémentée par 1’utilisation des parasitoides tels que
Trichogramma achaeae qui pond dans les ceufs de Tuta absoluta. Tout le développement du

parasitoide (ceuf, larve, prépupe et pupe) se déroule dans 1’ceuf du ravageur (Rey et al., 2014).

4.8. Le comportement de Tuta absoluta

L'attraction et la ponte des femelles de Tuta absoluta sont déterminées par « une signature
volatile » de leur plante héte. Des études ont montré que les composeés volatils dégagés par les
feuilles de tomate ont un rdle essentiel dans le comportement de recherche de plantes hotes de
ce ravageur puisque ces composés orientent les femelles accouplées pour choisir leur habitat
afin de pondre ses ceufs (Bengtsson et al., 2001; Proffit et al., 2011).

En effet, grace a son systéme sensoriel bien développé, Tuta absoluta utilise ces stimuli olfactifs
pour distinguer entre les plantes appropriées et les plantes inappropriées puisque certains
volatiles foliaires attirent I’insecte alors que d’autres qui sont émises par les especes résistantes

de tomate repoussent le ravageur (Proffit et al., 2011; Bawin et al., 2014; Stam et al., 2014).

Plusieurs études ont identifié le profil de COVs de quelques accessions de tomate et montré le
role de ces métabolites secondaires tels que les monoterpenes et les sesquiterpénes dans le
mécanisme de résistance des especes sauvages de tomates telle que S. habrochaites (Therezan
et al., 2021) ou le mécanisme d’attraction de 1’espéce cultivée S. lycopersicum (Proffit et al.,
2011).

5. Généralités sur les composés organiques volatils émis par les plantes

Les composés organiques volatils (COV) sont des molécules carbonées (organiques),
hydrophobes, de petite taille et caractérisées par une pression tres élevée et un faible poids
moléculaire (< 300Da) (Dudareva et al., 2006).
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IIs sont généralement d’origine biogénique ou anthropique. Ces derniers sont issus des activités
humaines (combustion, industries, trafic,..) alors que les COV d’origine biogénique proviennent
des surfaces terrestres, des surfaces marines, des animaux et surtout de la végétation (80% a
98% des emissions naturelles totales de COV) (Kettle & Andreae, 2000). En effet, les plantes
produisent plusieurs composes dits métabolites secondaires qui jouent un réle important dans
I’adaptation a leur environnement et dans leurs défenses contre les bio-agresseurs (Jansen et al.,
2009; Niinemets et al., 2012). Parmi ces métabolites, plus de 1700 sont des composes volatils
(Dicke & Loreto, 2010). Ils sont libérés par les différents organes de la plante (racines, tiges,

feuilles, fleurs, fruits et d’autres structures spécialisées comme les trichomes) (Maffei, 2010).

Selon la nature chimique des COV et leur processus de biosynthése, ils peuvent étre classés en

quatre grandes familles :

1) Les terpénoides: regroupent le nombre le plus élevé des COV biogéniques qui sont
dérivés de deux précurseurs a 5 carbones : l'isopentényl diphosphate (IPP) et son
isomére allylique, le diméthylallyl diphosphate (DMAPP) (McGarvey & Croteau,
1995). IIs sont synthétisés par deux voies distinctes, la voie de I’acide mévalonique
(mévalonate) (MVA) dans le cytoplasme et la voie du phosphate de méthylérythritol
(MEP) dans les chloroplastes (Degenhardt et al., 2009; Lombard & Moreira, 2011).
Les monoterpénes comme 1’a- et B-pinéne, o- et vy-terpinéne, d-3-carene,
B-phellandréne, linalool sont constitués de 10 atomes de carbones (2 unités C5). Les
sesquiterpenes comme le B-caryophylléne, le B-coapéne, et 1I’a-humuléne sont quant a
eux constitués de 15 atomes de carbone (3 unités C5). Au-dela des terpenes au sens
strict (composés uniquement de carbone et d’hydrogene), ces métabolites peuvent
subirent  différents  réarrangement  (oxydation, acétylation, estérification,

hydroxylation). Ils sont alors classifiés comme terpénoides (Figure 10).

2) Les phénylpropanoides/benzénoides : représentent la deuxiéme plus large gamme de
composés organiques volatils végétaux et ils sont obtenus par la voie de 1’acide
shikimique (Rambla et al., 2014). Ce sont des dérivés de la phénylalanine qui est un
acide aminé aromatique. Les composés les plus connus sont les composés phénoliques

comme le salicylate de méthyle et 1I’eugénol (Figure 10).

3) Les dérives d’acides gras: Ce sont des substances émises d’une fagon importante dans

des conditions de stress. Cette classe de COV comprend les volatils des feuilles vertes
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4)

(GLV) (C6) et de maniere plus large les oxylipines qui sont obtenus a partir des acides
gras insaturés tel que 1’acide linoléique ou I’acide linolénique. lls sont formés en
présence d’oxygene et des enzymes tels que les lipoxygénases qui catalysent
l'oxygénation de l'acide a-linolénique (Matsui et al., 2009). Les molécules les plus
connus sont : le 1-hexanal, le cis -3-hexénol, le nonanal et le jasmonate de méthyle....
(Figure 10).

Les dérivés d'acides aminés a chaine ramifiée: Plusieurs composés volatils sont dérivés
d'acides aminés tels que la valine, I'alanine, la leucine, I'isoleucine et la méthionine, ou
des intermédiaires de leur biosynthese, et contiennent de I'azote et du soufre (Knudsen
et al., 2006). La biosynthése de ces composés dans la plante se déroule d’une maniere
similaire aux bactéries et aux levures (Dickinson et al., 2000; Tavaria et al., 2002). En
effet, les acides aminés subissent une premiere désamination ou transamination
catalysée par des aminotransférases, conduisant a la formation de 1'a-cétoacide (Gonda
et al., 2010). Ces molécules obtenues peuvent étre par la suite soumises a une
décarboxylation, suivie de réductions, d'oxydations et/ou d'estérifications pour former

des aldéhydes, des alcools, des acides et des esters (Reumann et al., 2007).

H4CO
D/\/ CHS/\/\)]\
HO

Linalool B-carvophyvlléne

-
Eugénol Hexanal Jasmonate de

methyle

Figure 10. Exemples de structure de quelques COVs.
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6. Les méthodes d’extraction

En raison des multiples réles joués par les COVs dans les mécanismes de défense des plantes,

plusieurs techniques d’extraction ont été développées.

6.1. Extraction de ’espace de téte (HS — Head Space)

L’extraction de I’espace de téte est une technique de séparation des composés volatils d’une
matrice complexe (échantillon liquide ou solide). L’espace de téte correspond a la phase
gazeuse qui se trouve dans la partie supérieure du flacon et qui est comprise entre 1’échantillon
et le bouchon. Cette technique est basée sur la volatilité des COVs. Elle est réalisée soit en
mode statique ou le prélévement se fait directement dans I’espace de téte ¢’est-a-dire qu’un
chauffage est effectué afin d’atteindre un équilibre thermodynamique entre la phase liquide ou
solide de I’échantillon et la phase gazeuse, soit dynamique, aprés piégeage des substances sur

un support qui est ensuite désorbé par un choc thermique (Papet et al., 2010).

6.1.1. Mode statique : La micro-extraction sur phase solide (Solid Phase
Micro-Extraction (SPME))

La Micro-Extraction sur Phase Solide ou SPME est une technique d’extraction sans solvant,
utilisée dans différents domaines (environnement, pharmacologie, toxicologie, la chimie leégale,
agroalimentaire...) et applicable a des molécules organiques volatiles a 1’état de traces dans des
matrices complexes. Les substances sont extraites par absorption ou adsorption sur le
revétement d’une fibre en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. La désorption des
molécules piégées est réalisée dans I’injecteur d’une chromatographie en phase gazeuse
(Dudareva et al., 2006).

6.1.2. Mode dynamique : Le systéeme push-pull

Le systéme Push-pull (Figure 11) est une technique d’échantillonnage des COVs qui consiste a
propulser 1’air purifié dans une chambre contenant la plante avec un débit régulé et controlé par
un débitmétre. Une autre pompe, liée a un deuxiéme débitmeétre, est utilisée pour aspirer une
quantité bien définie de cet air. 1l est ainsi possible de quantifier précisément les COVs émis
par les plantes et adsorbés sur un support (‘Capteur de COVs’ dans la figure 11). Plusieurs
supports peuvent étre utilisés. Parmi ceux-ci, les supports Tenax TM sont certainement les plus

utilisés. Les composés organiques volatils piégés sont par la suite analysés par une CG-SM.

18



Etude Bibliographique

Capteur de COVs
Débimeétre
Débimetre

| -

Charbon actif

Pompe a air | Pompe a air

Figure 11. Echantillonnage des COVs : Systéme push-pull.

6.2.  Extraction par solvant

L’extraction par solvants vise a dissoudre les composeés volatils de la plante dans un solvant,
qui sera évaporé par la suite. Cette technique consiste a dissoudre le composé recherché dans
un solvant non miscible avec I'eau et a séparer la phase organique contenant le composé a

extraire de la phase aqueuse.

6.3.  Hydrodistillation

L’hydrodistillation (Figure 12) est une technique trés ancienne. Elle consiste & immerger la
matiére premiére vegétale dans un réacteur rempli d’eau et I’ensemble est porté a ébullition. La
chaleur provoque I’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes.
Le mélange forme d’cau et des molécules aromatiques est par la suite refroidi et condensé dans
un essencier ou vase florentin. Une fois condensé, les constituants se séparent en une phase

organique et une phase aqueuse grace a leurs différences de densité.
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Figure 12. Hydrodistillation (Les Techniques d’Extraction | Superprof, s. d.).
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
1.1. Matériel végétal

Un total de 30 accessions de tomate appartenant a 5 espéces différentes (S. lycopersicum, S.
habrochaites, S. chessmaniae, S. pennellii et S. galapagense) a été utilisé et étudié dans la
totalité de nos travaux. Les graines ont été fournies par le laboratoire GAFL (Génétique et
Amélioration des Fruits et Légumes). Les 30 accessions de tomate se subdivisent en 22
accessions sauvages (S. habrochaites (7), S. pennellii (3), S. cheesmaniae (10), S. galapagense
(1) et une dont I’espéce n’est pas certaine: S. chessmaniae ou S.peruvianum) et 8 accessions

cultivées (S.lycopersicum (2) et S.lycopersicum var cerasiforme (6)).

Le semis des graines se fait une fois par semaine. Pour certaines accessions, un traitement
préalable des graines doit étre réalisé pour favoriser la germination. Selon 1’accession, les
graines subissent un traitement en utilisant une solution d’eau de Javel (%4 de Javel + % d’eau)
et qui est suivi de plusieurs ringages, ou bien les graines sont trempées dans 1’eau jusqu’a quelles
soient translucides. Ces traitements accélerent la dégradation des téguments externes de la
graine et favorise la germination. La durée du traitement différe d’une accession a une autre
(Tableaul). Une fois le traitement est réalisé, chaque graine est déposée dans un petit pot

contenant le terreau (Figure 13).

Figure 13. Dispositif de germination.

Un test de germination a été effectué pour déterminer le pourcentage de germination qui varie
entre 30 et 100% (Tableaul).
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Tableau 1. Les caractéristiques agronomiques des accessions.

Lot de graines Nom de Espece Traitement  Temps Pourcentage  Phénologie
I’accession du de (Semaines)
trempage germination
(sur 10
graines)
BE-18P M i 100% 4
aroc S. lycopersicum Aucun Aucun 0
BE-17P RdB 90% 4
BE-16P LA2078 90% 4
BE-16P Mex-10 S| rsicum 70% 4
BE-18P Mex-121-A véryggrgesi%?r%e Aucun Aucun 70% 4
BE-15P LA2254 60% 4
BE-18P P1438 80% 4
BE-16P MWC 100% 4
BE-16P LA1033 90% 5
BE-16P LA3863 100% 6
BE-16P LA3864 90% 6
BE-16P LAL777 S. habrochaites Aucun Aucun 60% 6
BE-16P P124 90% 6
BE-16P P1308 90% 6
Multiplication 0
Héléne 2020 G1560 90% 5
GAFLTOEO00794 LAO751 50% 6
Héléne S. pennellii Aucun Aucun
BE-18P LA1297 60% 6
BE-18P LA1376 60% 6
(x) INRA 2005 LA0421 100% 6
CHS2, mél 6pl 0
autof, 11.06.05 LAQ429 15 min 90% 6
(x) INRA 2005 LAO0531 100% 5
CHS4, mél 7pl 0
autof, 11.06.05  -A0746 0% 6
CHS5, mél 9pl 0
fl, 25.07.05 LAQ0749 o mir 60% 6
CHS6, mel 8pl S. cheesmaniae Javel 0
autof, 11.06.05 LAL036 90% 6
CHS7, mél 6 pl 0
autof, 11.06.05  -AL406 P 100% 5
CHS8, mél 9pl 0
fl, 11.06.05 LA1412 100% 5
CHS9, mél 6pl . 0
autof, 11.06.05 LA1447 30 min 70% 6
CHS10,mél 7pl . 0
autof 26.05.05 LA1450 15 min 90% 6
AUT 27, mél 8pl . 0
autof 16.12.13 LA1401 S. galapagense Eau 45 min 30% 6
jae ?
(x) Syngenta CGN 15820 S. cheesmaniae ? Aucun Aucun 70% 5

2004

S. peruvianum ?
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La germination est réalisée en phytotron. Les petits pots sont recouverts par du papier
aluminium pendant 48h. Les conditions de germination sont les suivantes : 70% d’humidité
relative, 16h de photopériode a 23°C et 8h de nuit a 18°C.

Aprés 2 semaines, un repiquage des plantules est réalisé (Figure 14). La culture des plantes est
réalisée en phytotron et dans les mémes conditions que la germination. La durée de croissance
des tomates avant les tests différe d’une espéce a une autre : 4 semaines pour les especes
cultivées et 5 ou 6 semaines pour les espéces sauvages (Tableau 1). Ce décalage phénologique
permet de tester des plantes avec des biomasses comparables tout en s’assurant que toutes les

plantes restent a un stade végétatif.

Figure 14 . Des plantules en phytotron aprés le repiquage.

1.2. Elevage de Tuta absoluta

Des larves de T. absoluta ont été fournies par 1’Institut Sophia Agrobiotech (ISA) afin de les
cultiver dans le Laboratoire Agronomie et Environnement (LAE) et tester le comportement de
ce ravageur. Ces larves sont introduites dans des insectariums (des cages d’¢levage ayant les
dimensions suivantes : 60 cm de largeur x 60 cm de longueur x 60 cm de hauteur) qui
contiennent des plantes de tomate cultivées pour permettre leur développement (ponte,

alimentation des larves, formation des pupes).
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Les cages sont placées dans le phytotron sous les conditions suivantes: 70% d’humidité relative,
16h de photopériode & 23°C et 8h de nuit & 18°C. Des plantes de tomate fraiches sont ajoutées
réguliérement pour assurer le cycle de développement des insectes (pontes d’ceufs par les
femelles, développement larvaire, pupaison, émergence des adultes). Ce cycle s’échelonne
entre 3 et 4 semaines. Une fois que I’émergence des adultes est observée, une solution sucrée

(50% d’eau + 50% de miel) est mise dans les cages afin de nourrir les T. absoluta (Figure 15).

Figure 15. Des insectariums pour I’élevage de T. absoluta.

2. Meéthodologie

2.1. Extraction des composés organiques volatils

Un systéme de type push-pull a été choisi pour échantillonner les composés organiques volatils
émis dans I’environnement de la plante (Figurel16). Cette technique consiste a propulser de 1’air
purifié par du charbon actif dans une chambre en verre contenant la plante, appelée « cloche »,
avec un débit régulé et contr6lé par un débitmétre. Une autre pompe, liée a un deuxiéme
débitmeétre, est utilisée pour aspirer une quantité bien définie de cet air. Une cartouche remplie

d’une phase adsorbante est placée dans le systéme pour piéger les COVs.

24



Matériel et méthodes
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Débimétre

J Débimetre

Charbon actif

Pompe  air Pompe a air

Figure 16. Schéma du principe du systeme push-pull.

Dans le laboratoire, six cloches sont mises en disposition pour échantillonner six plantes
simultanément (Figure 17). Ces plantes sont mises dans la cloche la veille du test sous un débit
d’air de 2000 ml/min pour éliminer les composés volatils de stress émis aprés manipulation des
plantes. La couverture des pots par du papier aluminium est nécessaire pour éviter les COVs
émis par le sol.

Plusieurs essais ont été effectués pour choisir le temps d’échantillonnage approprié et la phase
adsorbante adéquate. Le temps de capture a été fixé a 30 min (pour un débit de 400ml/min) de
maniére a obtenir les meilleurs ratios entre composés majoritaires et traces. La meilleure phase
adsorbante qui a été choisie est le Tenax™ TA de « mesh » 35/60. Cette phase permet de
capturer une grande diversité chimique de COVs. Nous avons donc préparé des cartouches de
captures de COVs avec 200 mg de cette phase adsorbante.

Des cloches vides ou contenant des pots couverts par du papier aluminium ont été testées une
fois par semaine.

Aprés chaque test, un lavage des cloches par du désinfectant et de 1’éthanol doit étre réalisé.

Les cloches sont ensuite séchées avant d’étre ré-utilisées.
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Figure 17. Dispositif d’échantillonnage des COVs émis

2.2. Analyse des COVs: La chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse

Les échantillons de composés volatils ont été analysés a 1’aide d’un appareil de
thermodésorption (TD 100-xr, Markes) couplé a une chromatographie gazeuse (GC, Trace
1310, Thermo Scientific) équipé d’un spectrométre de masse triple quadrupole (TSQ 9000,
Thermo Scientific) (Figure 18). Les COVs capturés sur Tenax ont été désorbés pendant 5 min
a 200°C avec un flux d’hélium a 10ml/min et concentrés sur un piége a froid (Tenax TA)
maintenu a 10°C. Ce piege a froid subit ensuite une augmentation rapide de température
(250°C) pendant 5 min pour transférer les COVs dans la colonne analytique de la GC sans
aucun partage de flux (DB-5MS, 30 m de long, 0.25 mm de diamétre, 0.25 um d’épaisseur). La
ligne de transfert est maintenue a 250°C pendant la thermodésorption du piége a froid. La
température du four suit le programme suivant : 3 min a 50°C, 120°C a 4°C/min, puis 250 °C a
7°C/min, et enfin, la température est maintenue a 250°C pendant 5min. Le flux d’hélium dans
la colonne est maintenu a 1.2 ml/min. La ligne de transfert entre le four de la GC et le
spectrométre de masse est fixée a 250°C. La source d’ionisation du spectrométre est paramétrée
a 250°C. Avant chaque injection en GC-MS, les cartouches de Tenax ont été chargés avec une
masse connue de standard interne (48.65 ng de tétraline) afin de prendre en compte la variabilité
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du détecteur de masse sur I’ensemble des analyses. Au cours de I’analyse, les composés présents
dans I’air ambiant, dans le systéme analytique ou émis par les pots et le terreau ont été soustraits

des échantillons.

Figure 18. Dispositif d’analyse des COVs.

2.3. ldentification et quantification des composés volatils

Pour pouvoir identifier les COVs emis par les plantes, 3 méthodes ont été utilisées. La premiére
méthode consiste a comparer les spectres de masse de chaque composant avec une banque de
données spectrale. Dans le laboratoire, la base de donnees utilisée est NIST 08 (The National
Institute of Standards and Technology). Cette version contient 220 460 spectres de 192 108
composés chimiques différents (National Institute of Standards and Technology). La deuxiéme
méthode consiste a calculer, pour chaque COV, un indice de Kovats afin de le comparer a une
base de données (PubChem, NIST, ChemSpider). Pour effectuer ce calcul, une solution
d’alcanes (C7-C40) doit étre injectée (un volume=1pl) dans les mémes conditions d’injection

de nos échantillons. L’indice de Kovats (IK) est déterminé selon la formule suivante:

(tx — tn)

Ikx = 100 100
nt (tn+1 — tn)
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Sachant que tn et tn+1 Sont les temps de rétention des hydrocarbures n-alcanes de référence élués

immédiatement avant et apres le composé chimique X.

Pour confirmer I’identification, une derniére méthode a été utilisée. Elle consiste a injecter des
standards externes (Annexe 1) dans les mémes conditions que nos échantillons afin de comparer
les temps de rétention et les spectres de masse. La concentration finale des solutions est de

100ng/ pl et le volume a injecter est égal a 1 pl.

Une fois que les COVs sont identifiés, nous avons passé a la quantification relative et ceci en
intégrant les aires des ions majoritaires des composés. Chaque aire est divisée par I’aire de I’ion
majoritaire du standard interne (tétraline, 104m/z) afin de prendre en compte la variabilité du
détecteur de masse. Pour estimer les nanogrammes de COV émis par gramme de plante seche

par heure, il faut diviser 1’aire corrigée par le poids sec des plantes puis le multiplier par 2.

2 * Acov

Qcov = Atr = MS

Avec: Acov= aire du pic majoritaire du composé, At = aire du pic majoritaire de la tétraline,
MS=Masse séche de la plante.

2.4. Test de comportement

Pour étudier le comportement de T. absoluta et I’'impact des composés volatils émis par la
tomate, un systeme d’olfactomeétre en Y a été utilisé. Ce systéme a double bras permet d’évaluer

I’attraction et la répulsion de la mineuse par la plante (Biasazin et al., 2014; Msisi et al., 2021).

Pour effectuer le test de comportement, nous avons besoin d’une pompe a air, du charbon actif,

de I’eau, 2 cloches et un tube en Y (Figure 19).
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TubeenY

Figure 19. Schéma du systéme d’olfactométre en Y (Saad et al., 2015).

Le montage a été place dans une chambre sombre a 19°C. Le tube en Y est dépose sur un trépied
pour le maintenir en position inclinée (Angle de 15° par rapport au plan horizontal). Ce tube a
été mis au milieu d'une boite noire (42 cm de largeur x 100 cm de longueur x 65 cm de hauteur)

sous une lumiere rouge.

Les deux bras du tube sont reliés a deux cloches en verre, auxquelles est fixé un débitmetre. Le
flux d'air provenant de la pompe est d'abord purifié en passant par un bocal rempli de charbon

actif, puis humidifié en passant a travers un erlenmeyer rempli d’eau fraiche (Figure 20).

Figure 20. Dispositif de I’olfactométrie.
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Parmi les 30 accessions de tomate étudiées, 10 accessions (Tableau 2) ont été retenues pour
étudier le comportement de T. absoluta. Le choix a été basé sur les premiers chromatogrammes
obtenus des différentes plantes de telle sorte que nous aurons 3 plantes d’'une méme espéce
ayant une diversité des COVs importante. Les espéces S. galapagense et I’espéce inconnue ne
sont pas retenues parce qu’il y avait un probléme de germination au début. Pour I’espece

cultivée S. lycopersicum, seulement 1’accession RdB est testée.

Le test de comportement est réalisé dans les conditions suivantes : un débit d’air de 500 ml/min
et des femelles accouplées puis isolées pendant 3-5h. Pour chaque accession, 30 femelles ont
¢été testées d’une fagon a avoir 10 insectes par plante (ce qui revient a 1’utilisation de 3 plantes

par accessions). Chaque accession a été testée contre une odeur neutre (une cloche vide).

Tableau 2. Les accessions utilisées pour le test de comportement.

Espéces Accessions
LAO421
S. cheesmaniae LA0429
LA1412
- LAO751
S. pennellii
LA1297
LA1376
LAL1777
S. habrochaites P124
P1308
S. lycopersicum RdB

Une fois que la femelle est introduite dans le tube en Y, nous déclenchons le chronomeétre et
observons le comportement de T. absoluta pendant 10 min (Msisi et al., 2021). Lorsqu’elle
franchit I’intersection et choisi un bras (2 cm apres 1’intersection), il faut attendre 30 secondes
pour confirmer le choix et noter le temps. L'absence de choix durant les 10 minutes est notée

comme un « non-choix » (Figure 21).
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Figure 21. Arbre de décision pour le test de comportement.

Pour comparer d’une maniére quantitative la capacité de répulsion des accessions, nous avons
calculé I’indice de répulsion qui donne une idée sur la proportion des individus qui ont choisi
le blanc (la cloche vide) par rapport a ceux qui ont choisi la plante. Cet indice varie entre -1
(100% des individus choisissent la plante) et 1 (100% des individus choisissent le blanc).

L’indice de répulsion (IR) est déterminé selon la formule suivante:

_ N1-N2
" N1+ N2

Avec N1 : Le nombre des individus qui ont choisi le blanc.

N2 : Le nombre des individus qui ont choisi la plante.

3. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées sous la version 4.2.1 de R (R Core Team, 2022).
Pour analyser les données comportementales en olfactométrie, nous avons réalisé un test du
de Pearson afin de comparer les proportions d’individus ayant choisi la cloche vide et la cloche
contenant la plante (fonction ‘prop.test’ avec un test unilatéral sans correction de Yates). Les
corrélations entre I’indice de répulsion de chaque accession de tomate avec la proportion
d’individu non-répondant ainsi que le temps de réponse ont été testées a 1’aide d’un test de
corrélation avec un coefficient de Kendall.

Pour analyser les données analytiques, nous avons d’abord utilisé le package xcms (Smith et

al., 2006) pour détecter les pics au sein des chromatogrammes a 1’aide de la méthode
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‘CentWaveParam’ (largeur de pics entre 3 et 20 secondes, une résolution en masse a 200ppm,
un bruit de fond fixé a 1.10° et un ratio signal/bruit a 10). Les pics ont ensuite été alignés grace
a la méthode ‘ObiwarpParam’ puis groupés a 1’aide de la méthode ‘PeakDensityParam’ (avec
une fraction minimum de 1/3). Suite a cette procédure, nous avons obtenus une matrice avec
les aires de 1257 ions détectés. L’ utilisation du package CAMERA (Kuhl et al., 2012) a permis
de regrouper ces ions en 307 molécules avec la fonction ‘groupFWHM’. Nous avons isolé les
ions majoritaires de ces 307 molécules avant de standardiser leurs aires par celui du standard
interne (tétraline, m/z=104) puis par le poids sec de chaque plante. Aprés avoir soustrait les
molécules présentes dans le systtme de capture (air ambiant, cloche, connectiques) et le
systéme analytique (décrochage de colonne), nous avons retiré les artefacts a I’aide du logiciel
‘Xcalibur’. Nous avons alors retenus 77 COVs. Par la suite, nous avons réalisé une analyse de
redondance avec le package ‘vegan’ pour tester I’importance de la diversité des COVs dans la
discrimination entre accessions et espéces de tomate.

Enfin, pour identifier les COVs impliqués dans I’attraction et la répulsion de 7. absoluta, nous
avons réalisé un graphique en volcan. Sur I’axe des abscisses, nous avons calculé le ‘fold change’
logarithmique (base 2) entre 1’émission moyenne chez les accessions répulsives et les
accessions attractives. Sur 1’axe des ordonnées, nous avons représenté la probabilité critique

d’un test de Wilcoxon (opposé du logarithme en base 10).
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Résultats et discussion

Une étude de la diversité des composés organiques volatils (COVs) émis par 30 accessions de
tomate appartenant a 6 espéces ainsi que le comportement de la mineuse de la tomate, Tuta
absoluta, sera développée dans cette partie afin de trouver une relation entre la diversité des

COVs et le choix de la plante héte par ce ravageur.

1. Analyse des profils de COVs

1.1. Identification des COVs

L’analyse par GC-MS des 266 échantillons des 30 accessions de tomate a permis d’identifier
76 constituants représentant 98,7% du total des COVs détectés (Tableau 3). Nos travaux
corroborent ceux trouvés par Silva et al., (2017) sur S. lycopersicum cultivar Moneymaker.

La classification chimique de ces composés a révelé une dominance quantitative des
oxylipines (Alcanes, alcools, aldéhydes, cétones) (37 composés), des monoterpénoides (15
composés), des benzénoides (11 composés) et des sesquiterpénoides (9 composés).

Une Analyse de Redondance (RDA, sur la base des 76 COVs, a été réalisée pour obtenir une
représentation simultanée de regroupement des especes en fonction des COVs.

Cette analyse montre que nos 6 espéces de tomate émettent des profils de COVs
significativement différents (p<0.001). Les 77 COVs detectés expliquent 47% de la variabilité
entre accessions (R2=0.47) (Figure 22).

Une différenciation hautement significative entre les espéces a eté observée. En effet, I’espéce
cultivée S. lycopersicum se distingue par une richesse des monoterpénoides, a I’exception d’un
composé benzénoide. Les profils émis par les especes sauvages sont beaucoup plus diversifiés
avec une dominance de sesquiterpénoides et de COVs oxydés (alcools, aldéhydes, cétones).
Les accessions de S. pennellii sont caractérisées par des profils de COVs les plus complexes
qui regroupent les différentes classes des composés a I’exception des monoterpénoides.

La dominance des monoterpénoides dans la composition chimique de S. lycopersicum par
rapport a la variabilité de celle des especes sauvage, plaide en faveur de I’hypothése que la
sélection et la domestication des plantes conduisent a la perte de la diversité de COVs. Cette
modification est susceptible de résulter un affaiblissement des défenses naturelles comme cela
a été montré pour d’autres métabolites secondaires (Chen et al., 2015).

D’autre part, le profil de COVs émit par 1’accession CGN15820, dont 1’identification reste
imprécise, ressemble nettement a celui de S. chessmaniae. Cette chémotaxonomie semble
préciser son appartenance a S. chessmaniae. Ainsi, 5 espéces seront considérées dans la suite

de ce travail.
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Tableau 3. La liste des composés organiques volatils détectés.

lon

Comlt)o\s/e;sI ;t:?sanlques Classe chimique qtéér;n/tzi;ié (miFri) IKc IKL 5 éﬁf‘ gees
1 3-Hexenal Aldéhyde 39 4,76 802 802 pubchem
2  4-Methyl-3-penten-2-one  Cétone 55 4,78 803 804 pubchem
3 2,4-Dimethyl-1-heptene  Alcane 70 579 834 836 pubchem
4  (E)-2-Hexenal Aldéhyde 41 591 838 838 pubchem
5 '1I"r:?n§(_ethylcyclohexane Alcane 69 6,29 849 849 pubchem
6  Aldéhyde Aldéhyde 55 6,33 851 NI NI
7 (E)-3-Hexenol Alcool 67 6,34 851 851 pubchem
8  Alcane Alcane 57 6,5 856 NI NI
9  1-Hexanol Alcool 56 6,72 863 863 pubchem
10 g;ggec"’pe”te”e'l’& Cétone 96 724 879 880 oubchem
11  2-heptanone Cétone 58 7,49 886 886 pubchem
12 L-Methoxy-2-propyl- Cétone 45 786 898 914 pubchem

acetate

13 2-Furyl-methyl-ketone Cétone 110 8,24 908 908 pubchem
14 2,5-Hexanedione Cétone 99 8,91 924 925 pubchem
15 o-pinene Monoterpénoides 93 9,14 930 930 pubchem
16 4-Methyl-2-heptanone Cétone 58 9,32 934 936 pubchem
17 5-Methyl-2-furaldehyde  Aldéhyde 110 104 960 960 pubchem
18  Dimethyl-trisulfide ;%Trzgses 126 10,71 968 968 pubchem
19 Monoterpénoide Monoterpénoides 119 11,27 981 NI NI
20 isolimonéne Monoterpénoides 79 11,39 984 983 NIST
21 B-myrcene Monoterpénoides 41 11,65 990 990 NIST
22 m:ttﬁ%'pinrt‘;’gggi‘g“ Alcool 90 11,75 993 978 pubchem
23 a-phellandréne Monoterpénoides 93 12 999 999 pubchem
24 o-terpinene Monoterpénoides 136 12,92 1007 1007 pubchem
25 Benzene Benzénoides 117 13,44 1013 NI NI
26 D-Limonéne Monoterpénoides 68 13,57 1018 1018 pubchem
27 Monoterpénoide Monoterpénoides 77 13,7 1028 NI NI
28 y-terpinéne Monoterpénoides 93 13,89 1031 1031 pubchem
29 2-phenylacetaldehyde Benzénoides 91 13,94 1033 1033 pubchem
30 Alcool Alcool 45 14,21 1038 NI NI
31 Benzéne Benzénoides 105 14,41 1044 NI NI
32 Alcool Alcool 87 14,67 1048 1066 pubchem
33 Aldéhyde Aldéhyde 95 154 1064 NI NI
34  1-Ethoxy-2-heptanone Cétone 99 1546 1068 1068 pubchem
35 ﬁ’5'D'm.ethy"2’5' Alcool 59 155 1069 1059 NIST

exanediol
36 Benzyl-formate Benzénoides 90 15,74 1070 1076 pubchem
37 Benzeéne Benzénoides 119 16,01 1074 NI NI
38 Terpinolene Monoterpénoides 93 16,09 1081 1081 pubchem
39  2-methoxy-phenol Benzénoides 109 16,12 1081 1082 pubchem
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40
41
42
43
44
45

46
47
48

49

50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60

61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

Alcool
2-phenylethanol
(4E,6E)-Alloocimene
(E)-limonene-oxide
Alcane

Benzyl cyanide
3,9-Epoxy-p_menth-1-
ene

Salicylate de méthyle

7-Methyl-3-methylene-6-

octen-1-ol
2-Ethyl-3-
methylmaleimide
Carvone
Salicylate d'éthyle
2-Undecanol
2-Undecanone
Isocarveol

Alcane

d-eleméne
p-Eugenol
a-copaene
1,1,3-Trimethyl-1H-
indene
2-Dodecanone
5-ethyl-2-
thiophenecarboxylic-
acide
2-Dodecanol
Dodecanal
B-caryophyllene
Inconnu

v- élémene
Dihydropseudoionone
Humulene

Cétone
1-dodecanol
a-curcumene
a-zingiberéne
2-Tridecanone
Cétone
2-Tridecanol
TMTT
2-Tetradecanone

Alcool
Benzénoides
Monoterpénoides
Monoterpénoides
Alcane
Composés azotés

Monoterpénoides
Benzénoides

Alcool

Composés azotés

Monoterpénoides
Benzénoides
Alcool

Cétone
Monoterpénoides
Alcane
Sesquiterpénaides
Benzénoides
Sesquiterpénoides

Benzénoides
Cétone

Composés
soufrés

Alcool

Aldéhyde
Sesquiterpénoides
Inconnu
Sesquiterpénoides
Sesquiterpénoides
Sesquiterpénoides
Cétone

Alcool
Sesquiterpénoides
Sesquiterpénoides
Cétone

Cétone

Alcool
Sesquiterpénoides
Cétone

110
91
121
108
57
90

137
120
111

139

54
120
45
170
93
69
93
164
161

143
184

156

45
55
91
130
93
43
80
161
56
132
119
71
202
45
81
58

17,22
17,52
18,12
18,14
19,76
20,29

20,88
21,17
22,28

23,07

23,55
24,67
25,68
25,82
26,03
26,42
27,61
28,4

29,27

29,31
29,97

30,2

30,25
30,45
30,76
30,86
31,04
31,54
31,77
32,14
32,28
32,42
32,73
32,76
33,28
33,66
34,47
34,93

1080
1100
1115
1118
1125
1161

1171
1172
1215

1232

1242
1265
1286
1289
1293
1302
1333
1354
1377

1378
1396

1402

1404
1411
1423
1426
1433
1451
1459
1472
1477
1482
1493
1494
1518
1537
1577
1600

NI
1100
1115
1118
NI
1161

1178
1172
1222

1235

1242
1265
1285
1289
1293
NI

1337
1354
1377

NI
1396

NI

1417
1411
1423
NI

1433
1451
1459
NI

1478
1482
1493
1494
NI

1510
1573
1600

NI
pubchem
pubchem
pubchem
NI
pubchem

NIST
pubchem

pubchem

pubchem

pubchem
pubchem
pubchem
pubchem
pubchem
NI
pherobase
pubchem
NIST

NI

pubchem
NI

pubchem
pubchem
pubchem
NI
pubchem
pubchem
pubchem
NI

NIST
NIST
NIST
pubchem
NI

NI
pubchem
pubchem

TR : Temps de rétention. , IKc: Indice de Kovats calculé, 1K, : Indice de Kovats a partir de la littérature,

NI : Non identifié.
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Figure 22. Analyse de redondance (RDA) des COVs émis par les 30 accessions.

Les fleches représentent les 76 COVs détectés, les points représentent les 266 plantes testées et les cercles
représentent les différentes especes. Plus un point est proche d’une fléche, plus cette plante se caractérise
par I’émission de ce COV.

1.2. Quantification des COVs

Une quantification par le standard interne (la tétraline) des 77 COVs détectés a eté réalisée.
Une variabilité intra et inter spécifique a été observée. 19 composés sont émis avec des quantités
significativement différentes (p<0.05) d’une accession a une autre. En se focalisant sur les 10
accessions choisies pour le test de comportement (Tableau 4), une richesse quantitative en
monoterpénoides (328,01 ng/g/h) a été révélée pour I’accession cultivée RdB. Les
monoterpénoides majoritaires pour cette accession est le y-terpinene (104,26 ng/g/h), le
a-phellandrene (64,25 ng/g/h), le COV 27 (20,11 ng/g/h), I’isolimonéne (20,11 ng/g/h) et
I’a-terpinene (13,14 ng/g/h).

Par contre, les accessions sauvages sont caractérisées par une dominance quantitative de
sesquiterpénoides par rapport aux monoterpénoides émis par ’espéce cultivée. En effet, le
(3E,7E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene (TMTT) est présent chez les espéces
sauvages avec des quantités élevées qui varient de 6.77 ng/g/h (LA1412) a 230,12 ng/g/h
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(P124). D’autres composés semblent distinguer significativement les especes sauvages par

rapport a celle cultivée : le salicylate de méthyle, a-curcumene et a-zingiberéene.

37



Résultats et discussion

Tableau 4. Les moyennes des quantités de COVs en ng/g/h émises par les 10 accessions étudiées.

Composés S. lycopersicum S.habrochaites S. pennellii S. cheesmaniae
RdB LAL777 P124 P1308 LA0751 LA1297 LA1376 LA0421 LA0429 LA1412

covi 0,74 % 0,74 1,89 + 1,89 225+115 258+258 | 183+183 157+157 044044 | 026+026  006+006  094%076
cov2 3,25+3,16 2,36+ 1,63 208+191 1645%1005 | 054+037 751+732 132+117 | 021£021  07%047 2,19+ 1,38
cov3 0,11+ 0,04 0,99 + 0,37 1574067 125044 | 041£016 115+057 033+011 | 027+005 135+117  0,78+0,55
CoV4 tra 422+188%  63+33® 175+166% | 02£0,15® 2,66+255® 057+03L% | 10540480 45+425%  263£2,2%
Covs 0,04 £ 0,032 501+485®  93+378® 15:+048%® | 01+006° 045+019% 024+017% | 063+052% 641+563% 193+173%
CoV6 0,19+0,18 6,94 % 6,14 699+347 11053 | 013+007 035024 013+013 | 073+052  2,79+205  1,74+1,54
cov? tr 2,66+ 1,72 2,3+ 0,64 1,306 013+01  008+004 007+006 | 002£002 177166  022+0,19
covs 0,04 £ 0,04 1,52 0,79 2,25+ 0,56 tr 03028  036+034 079+045 | 023+014  022+011 0,14 +0,08
Cov9 0,05 £ 0,03 2,74+ 1,89 469+162 256+103 | 017006 068+027 041+018 | 036+019  292+253  043%025
cov1o 0,01 0,01 tr 0,13+007 032+028 | 006+004 003+002 002+001 | 001+001  001+001 0,05z 0,04
covil 0,01+ 0,01 0,05 % 0,05 011+009 013+009 | 094+08L 006+004 006003 | 06+019  058+027  039%012
cov12 0,030,022 0,09+006% 087045 081+049% | 409+396%® 0,12+006%® 003+003a |015+005° 108+06%  025%0,21 %
Ccovi3 tr tr 0,8+0,7 tr tr tr tr tr tr tr
covi4 0,02 0,02 0,08 £ 0,05 01+006  0,03%0,03 tr 002£002 008+005 | 003+002 001+001  0,02+001
COVIS 10084335 | 020+016% 0530l 343243 | 363r119  107:034  902%414 12%;4;5@ 085:016  503%1155
covi6 0,01+ 0,01 tr tr tr 0,03+ 0,03 tr 0,01+ 0,01 tr tr 0,03+ 0,02
coviz tr tr 043032 001001 | 0,02%0,02 tr tr tr tr 0,04 + 0,04
covis tr 0,4 +0,13 027+015 036+017 | 002+001  0,04+0,03 tr tr 0,06 + 0,06 tr
cov19 43,77 + 34,79 1,51+ 14 042+037 004+003 | 052+037 004002 012+004 | 041+012  014£014  034+012
CoV20 20,11 + 14,58 0,32 +0,19 038+035 033+025 | 1,15+027 053+019 104041 | 318+1,19 014+011  362+113
cov21 2,8+1,31 1,14 £ 0,43 1374041  228+111 | 26+056  285+123  38l+12 | 285+114  07+0,55 3,79+ 0,03
Cov22 tr 0,01 +£0,01 tr tr tr tr tr tr tr u
cov23 64,25 + 35,06 a 043+02%  025+0,13" 3%243; * | 118+316e H23EL7T 1037232 | 1662044 14, g4 1454033 e
Cov24 13,14 £ 9,6 2 805+7,65%  026+015% 329+106% |132+039® 04+011® 241+056% | 035+0,1% 004+004° 043+0,08%®
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COV25
COV26
Covz7
Covag
COoVv29
COV30
Covail

COoVv32

COV33
COVv34
COV35
COV36
COovar
COva3s
COV39
COov40
cov4l
COov42
COVv43
COVv44
COV45

COV46

cov4r

COVv48
COov49
COV50
COVsl

COV52

1,05+0,48
581+1,26
56,13 +18,17 2
104,26 + 31,7
77,81+23,23%
0,01+0,01
0,96 + 0,46

0,06 + 0,04

tr

tr

tr

tr
0,32+£0,26

442 +372%®

0,03+£0,03

tr
0,7+£0,58
157+1,14
0,07 £0,07
0,01+£0,01

tr

155+0,66°

0,13+0,07%

tr
tr
tr
tr

0,02+0,01ab

2,17+176
24,06 + 20,95
0,55+0,29°
46,37 + 43,63

27,75+ 20,46 ®

0,05+0,03
197 +£1,27

231+08%

0,04 + 0,04
0,01+£0,01
0,12+0,12
0,01+£0,01
1,04 £0,96
0,36 £ 0,33
0,03 +0,03
0,03+0,02
3,14+2,61
0,11+0,11
0,01+0,01
0,04 £ 0,04
0,01+0,01

1,69+ 0,52 %

514 £ 3,78 %®
0,01 +0,01
0,02 £ 0,02
0,07 £ 0,07

tr

0,03+ 0,03 @

1,85+1,26
1,98+0,71
2,98+147%®
2+0,68
5,7+251%®
0,3+0,19
1,73+ 0,74

261+122°

0,15+ 0,13
tr
0,06 + 0,05
0,14 + 0,09
0,34+0,34
0,42+0,23 %
0,49+0,15
0,16 + 0,09
8,3+ 3,08
0,13 + 0,07
tr
0,08 + 0,08
0,18 £ 0,09
0,06 £ 0,04
bed

17,2+4,95°

tr
0,61+0,36

tr

tr

1,02 +0,34 %

2,09+0,65
115,2 + 36,4
8,52+ 6,05
26,85 + 6,37
14,16 £ 8,2 ®
0,09 + 0,06
6,49 + 3,23
0,86 £ 0,27

abc

tr

tr

tr

tr

tr

0,87+0,37%®

tr

tr
1,42 +0,34
0,47 £ 0,47
0,03+0,03
0,06 £ 0,06

tr

0,17+0,14
abcd

4,75+1,26%®

tr
0,03+0,03

tr
0,02 £0,02
0,09 £ 0,06

abc

1,74 +0,79
55,6 + 53,29
6,08 + 4,66 ®
63,2 + 59,56
22,9+20,6%®

0,04 +0,03

1,71+0,83

trb

tr

tr

tr

tr
0,94 £0,89

0,39 +0,17 ®

tr
0,01+£0,01
0,96 £ 0,53
062+04
0,14 +£0,14
0,04 £0,03

tr

trd

1,42 +0,72®
tr
0,05+0,05
0,18 +0,18
tr

0,01+0,01%

0,29 £ 0,08
091+0,2
0,87 +£0,26 ®
09+0,34
1,13+0,71®
0,1+0,05
3,22+ 2,69
0,01+0,01

abc

tr

tr
0,04 £0,03

tr
0,11 +0,08

0,11+0,05%®

tr

tr
1,3+0,92
0,09 £0,03

tr

tr

tr

tr abcd

0,24 +0,07 %

tr
tr
tr

tr
0,01+0,01

abc

1,46 + 0,42
5,82+ 1,33
1,63 0,64 ®
7,74 %252
2,68+0,88°
0,03 +0,02
1,79+ 0,61

0,02 +0,02

tr

tr
0,02 £0,01

tr
0,12 £ 0,04

0,53+0,21%®

tr
0,08 £ 0,05
0,28+0,14
14+0,74

tr
0,01+£0,01

tr

trd

1,64 +0,87 ®

0,01 +0,01
tr
tr
0,01+£0,01
0,03+0,03

abc

0,16 + 0,07
3,92+ 1,65
3,12+ 0,98%
10,25 + 3,94
2,6 £1,06
0,05+ 0,02
0,24 £ 0,08

tr @

tr

tr

tr

tr
0,02 £0,01
0,49 0,2
0,03+£0,03

tr
0,21 £0,05
146+1,01

tr
0,05+0,03

tr

trcd

1,24 £ 0,67
ab

0,02 + 0,02
tr
tr

tr
0,01+£0,01

abc

0,66 + 0,64
043+0,18
0,29+0,12%®
0,28 + 0,09
0,62+0,25%®
0,02 +0,02
0,87 +0,33

0,04 + 0,04 ¢

tr
0,02 + 0,02
0,05+ 0,05
0,06 + 0,06
0,32+0,31

tr@
0,13+0,13
0,02 + 0,02
0,95+0,92
0,16 + 0,13

tr
0,01 +0,01
0,01+0,01

tr ¢

248+171%®
0,02+0,01
0,03+0,03
0,02 +0,02
tr

0,03 + 0,02 ¢

0,21+0,1
4031
362+1,13%®
9,98 + 3,37
307+1,4%
0,03+0,02
0,14 £ 0,05

tr @

0,01+£0,01

tr
0,01+£0,01

tr
0,03+£0,01
0,5+0,1ab

tr

tr
0,3+0,15
1,75+ 0,56

tr

tr

tr

tr ¢

0,2+0,04 %

0,04 +0,02
tr
tr
0,01+£0,01

0,01+ 0,01 ¢
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COV53 tré tré 0,52+0,17¢ tr@ tré tré tré tré tr@ tré
COV54 0,05 + 0,05 0,13 + 0,05 0,02+002 022+015 | 0,03+0,01 tr 0,01 +0,01 tr tr tr
COV55 0,19 + 0,06 0,73+0,43 0,78 £ 0,35 0,1+0,07 0,66 + 0,33 02+0,1 0,1+0,07 0,32+0,14 0,34 +0,21 0,18 £ 0,05
COVES 06413 46240 0,08 + 0,08 2,06a;_erO,96 0,25;;0,19 0,113;_;10,06 0,11;10,04 4‘72a$d3’31 2,38a;_erO,83 401412
COV57 tr tr 0,31+£0,17 tr tr tr tr tr 0,16 £ 0,16 tr
COV58 0,37 0,18 11,98 + 5,05 1,05+0,3 282+192 | 005+£004 002+001 0,12+0,04 | 0,09+ 0,06 0,26 £ 0,11 0,15 + 0,07
COV59 tr 0,07 £ 0,03 0,01 +0,01 tr tr tr 0,01 +0,01 tr tr tr
Ccoveo tr@ tré tr@ tré tré tré tr@ tr@ tr@ tr@
CoVvel tr 0,08 + 0,07 0,15 + 0,09 tr 0,03 + 0,02 tr 0,02+0,01 | 0,01+0,01 0,03 +0,02 0,05 + 0,04
COVe62 tre tr e tr e tr e 0,02 +0,02 % tr e tr e tra tr e tr o
CoV63 0,38 +0,11 1,68 + 0,47 157+064 524+191 | 0,74+0,18 0,8+0,36 0,62+017 | 0,49+0,11 1+03 0,82 +0,25
COVe4 2,48+0,76 6,15+ 2 281+1 10,89 + 4,35 2,6+0,6 1,82+05 259+074 | 445+259 5,31 +1,22 4,96 + 1,26
COV65 tr 0,09 + 0,04 tr tr tr tr tr 0,02 + 0,02 0,02 + 0,01 0,01 +0,01
COV66 1,8 +0,59 15,91 + 6,66 37319 9,05+247 | 223+034 228+083  1,85+0,74 | 187+067 4,09 + 1,24 3,63+1,12
COoV67 0,18 + 0,06 0,61+0,12 068+025 105+046 | 013+004 012+004  0,23+0,08 | 0,12+0,08 0,95 +0,71 0,14 + 0,06
COV68 0,46 + 0,16 0,74 + 0,27 043+009 156+056 | 055+016 037+011  056+0,16 | 1,01+0,62 1,27 0,33 1,06 + 0,25
COV69 0,24 +0,08 1,31+ 0,55 1,29+058  412+286 | 033+012 0,18+0,05 0,24+0,08 | 0,52+0,27 0,31+0,1 0,24 + 0,08
COV70 0,09 + 0,06 0,21+0,12 0,6 +0,12 0,57 +0,2 0,18+005 034+018  0,17+0,06 | 0,15+0,06 0,11 + 0,06 0,08 + 0,03
Ccov7l 0,01+0,01 0,16 + 0,06 0,34+007 095+064 | 019+007 015+013  0,08+0,02 | 0,07 +0,03 0,19 +0,17 0,08 + 0,04
COoV72 0,17 £ 0,05 0,66 + 0,16 205+052 519+409 | 104+046 033+022 0,18+006 | 047+0,19 1,63 +1,37 0,27 + 0,08
CoVv73 tr 0,18 0,16 tr 0,28 +0,28 0,6+0,6 tr 0,03 + 0,03 tr 0,02 + 0,02 0,14 +0,14
CoV74 0,02 +0,01 2 0,03+002%  001+001% 0,02+0,02¢® tr® 0,03+ 0,03 2 tr® 0,03+0,01® 0,06+0,03% 0,060,022
CoV75 0,03 0,02 0,06 + 0,02 026+013  0,27+0,13 0,2+0,06 0,19+0,1 0,1+0,04 0,07 + 0,03 0,05 + 0,02 0,06 + 0,03
cov76 756347 | 8985+3612% 2301x467 2204r419 %gi o 1911x678  2854x71 | 15982659 5311 ggac 6774206
Ccov77 0,03+0,03 0,05 + 0,02 012+006 037+025 | 006+003 009+007  0,07+0,02 | 0,05+0,03 0,03 + 0,02 0,04 + 0,02
Monoterpénoides 328,01 85,09 10,8 223,67 147,21 12 43,9 67,83 3,19 79,81
Sesquiterpénoides 15,63 130,68 241,29 55,61 74,9 24,31 34,26 28,78 39,19 21,07
Benzénoides 81,00 41,32 36,07 28,93 29,69 6,29 7,99 4,50 6,25 3,96
Oxylipines 5,6 36,38 49,71 41,88 11,84 17,06 6,03 6,34 23,59 13,56

Les valeurs suivies des lettres différentes dans la méme ligne sont significativement différentes (p<0.05) ; tr : trace,
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COV 1: 3-Hexenal; COV 2 : 4-Methyl-3-penten-2-one; COV 3 : 2,4-Dimethyl-1-heptene; COV 4 : (E)-2-Hexenal; COV 5 : 1,3,5-Trimethylcyclohexane; COV
6 : Aldéhyde; COV 7 : (E)-3-Hexenol; COV 8 : Alcane; COV 9 : 1-Hexanol; COV 10 : 4-Cyclopentene-1,3-dione; COV 11 : 2-heptanone; COV 12 :
1-Methoxy-2-propyl-acetate; COV 13 : 2-Furyl-methyl-ketone; COV 14 : 2,5-Hexanedione; COV 15 : a-pinene; COV 16 : 4-Methyl-2-heptanone; COV 17 :
5-Methyl-2-furaldehyde; COV 18 : Dimethyl-trisulfide; COV 19 : Monoterpénoide; COV 20 : isolimonéne; COV 21 : B-myrcene; COV 22 : Methyl-2-hydroxy-
3-methylpentanoate; COV 23 : a-phellandréne; COV 24 : a-terpinéne; COV 25 : Benzéne; COV 26 : D-Limonene; COV 27 : Monoterpénoide; COV 28 :
y-terpinene; COV 29 : 2-phenylacetaldehyde; COV 30 : Alcool; COV 31 : Benzene; COV 32 : Alcool; COV 33 : Aldéhyde; COV 34 : 1-Ethoxy-2-heptanone;
COV 35: 2,5-Dimethyl-2,5-hexanediol; COV 36 : Benzyl-formate; COV 37 : Benzéne; COV 38 : Terpinoléne; COV 39 : 2-methoxy-phenol; COV 40 : Alcool;
COV 41 : 2-phenylethanol; COV 42 : (4E,6E)-Alloociméne; COV 43 : (E)-limonene-oxide; COV 44 : Alcane; COV 45 : Benzyl_cyanide; COV 46 : 3,9-Epoxy-
p_menth-1-ene; COV 47 : Salicylate de méthyle; COV 48 : 7-Methyl-3-methylene-6-octen-1-ol; COV 49 : 2-Ethyl-3-methylmaleimide; COV 50 : Carvone;
COV 51 : Salicylate d'éthyle; COV 52 : 2-Undecanol; COV 53 : 2-Undecanone; COV 54 : Isocarveol; COV 55 : Alcane; COV 56 : 5-eleméne; COV 57 :
p-Eugenol; COV 58 : a-copaéne; COV 59 : 1,1,3-Trimethyl-1H-indene; COV 60 : 2-Dodecanone; COV 61 : 5-ethyl-2-thiophenecarboxylic-acide; COV 62 :
2-Dodecanol; COV 63 : Dodecanal; COV 64 : B-caryophylléne; COV 65 : Inconnu; COV 66 : y- éléméne; COV 67 : Dihydropseudoionone; COV 68 : Humulene;
COV 69 : Cétone; COV 70 : 1-dodecanol; COV 71 : a-curcuméne; COV 72 : a-zingiberene; COV 73 : 2-Tridecanone; COV 74 : Cétone; COV 75 : 2-Tridecanol;
COV 76 : TMTT; COV 77: 2-Tetradecanone.
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2. Comportement de Tuta absoluta

Pour tester I’effet de la présence des intumescences (désordre physiologique lié a un stress
abiotique) ainsi que la variation du poids de la plante sur le choix de I’insecte, hous avons réalisé
des modeles linéaires généralisés suivant une loi binomiale avec 2 choix : plante ou cloche vide.
Nous avons comparé par la suite ces 2 modéles a des modeles nuls en utilisant la fonction
« anova ». Les résultats montrent que ni la présence des intumescences ni le poids des plantes
ont un effet significatif sur le choix des insectes (p=0.4521, p= 0.2847 respectivement).
L’absence d’effets du poids de la plante renforce I’hypothese que le choix de 1’insecte repose

majoritairement sur un aspect qualitatif, et non quantitatif, au sein des profils de COVs.

Le comportement des femelles de T. absoluta accouplées dans 1’olfactométre est différent
d’une accession a une autre (Tableau 5). Le nombre des individus qui n’ont pas répondu (non
choix), est de 85 par rapport a un total de 300, représentant ainsi 28% du nombre total des

individus testés.

Tableau 5. Résultats du premier test de comportement de Tuta absoluta.

Espece Accession Cloche vide Non-choix Plante Total
) LAO421 14 12 4 30
S. cheesmaniae LA0429 8 8 14 30
LA1412 10 8 12 30
s. pennellii LAO751 13 11 6 30
LA1297 11 11 8 30
LA1376 17 3 10 30
LAL1777 11 10 9 30
S. habrochaites P124 11 12 7 30
PI1308 13 3 14 30
S. lycopersicum RdB 8 7 15 30
Total 116 85 99 300

Sur la base des résultats du premier test de comportement des femelles de T. absoluta vis-a-vis
aux 4 espéces de tomate, le test khi carré (x?) de Pearson a révélé des différences hautement
significatives (**), significatives (*) et non significatives (ns). Parmi les 10 accessions testees,
nous déduisons que Rose de Berne (RdB) est attractive, ce qui confirme le résultat trouvé par
Msisi et al., (2021). Toutefois, une tendance attractive (p=0.054) a été considérée pour

I’accession sauvage LA0429.
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Par contre, les accessions LA0421, LAQO751 et LA1376 sont significativement répulsives
puisque le nombre d’individus qui ont choisi la cloche vide est significativement (p<0,05)
supérieur au nombre d’individus qui ont choisi la plante.

Toutefois, les 5 accessions sauvages (P124, LA1297, LA1777, P1308, LA1412) ont montré un
effet non significatif (p>0,05). Par conséquent, elles ne sont pas considérées comme attractives

ou répulsives.

LA0421 (n=30) [ i %%
LA0751 (n=30) m—1 *
o — (R —
LA 1297 (n=30) >—n8— — NS

LA1777 (n=30)

i NS

P1308 (n=30) — NS

LA1412 (n=30) py N8

— P =0.054

LA0429 (n=30)

RdB (n=30)

_‘*

| | | | | | |

75% 50 25 0 25 50 75%
Controle Plante

Figure 23. Réponse des femelles de T. absoluta (n=30) aux composés volatils émis par les 10
accessions de tomates en olfactometre en .
ns non significatif, * : différence significative (p<0,05); ** : différence hautement significative
(p<0,001).

Nos travaux corroborent ceux trouves par Proffit et al., (2011), qui ont signalé que, d’une
maniere générale, les plantes cultivées sont attractives par rapport aux especes sauvages
caractérisées par leur effet répulsif. Toutefois, une accession sauvage (LA0429) a tendance a

étre attractive.
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Une difféerence de la réponse des femelles de T. absoluta entre les accessions de la méme espéce
a été observée. En effet, , la plupart des recherches comparent la réponse des femelles de
T. absoluta a plusieurs plantes hétes (poivron, aubergine, pomme de terre) dont la tomate
(Mandour et al., 2020; Msisi et al., 2021). Cependant, la comparaison entre les 10 accessions
de tomate nous a permis de mettre en évidence une variabilité¢ au sein d’une méme espece de
tomate. En effet, les 2 accessions LA0421 et LA0429 de I’espéce S. cheesmaniae représentent

un comportement différent.

Pour comparer d’une maniére quantitative la capacité de répulsion des accessions, nous avons
calculé I’indice de répulsion qui donne une idée sur la proportion des individus qui ont choisi
le blanc (la cloche vide) par rapport a ceux qui ont choisi la plante. Cet indice varie entre -1

(100% des individus choisissent la plante) et 1 (100% des individus choisissent le blanc).

(= ..IIII
| I

FdB LAD429 LA1412 PI308 LA1777 LA1297 Pi24 LA1376 LAOTS LAG421

0.4

0.2

Indice de répulsion

0.2

Figure 24. Indices de répulsion des 10 accessions.

L’indice de répulsion (Figure 24) est negatif pour les 4 accessions RdB, LA0429, LA1412,
P1308 avec une valeur extréme (-0.304) pour RdB. Par contre, il est positif pour les autres
accessions (LA1777, LA1297, P124, LA1376, LAO751, LA0421) avec une valeur extréme
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(0.555) pour LA0421. La distribution de cet indice est continue ce qui suggere que la répulsion

est un trait continu reposant sur 1’expression de QTL et non pas d’un seul géne.

Par la suite, nous avons montré grace au test de corrélation de Kendall que la proportion
d’individus qui n’ont pas répondu (non choix) est positivement corrélée avec I’indice de
répulsion (rho=0.488, p= 0.028). Nous pouvons conclure que plus I’indice de répulsion est
important et que la plante est répulsive, plus le nombre d’individus non-répondant augmente.
Ceci peut étre expliqué par le fait que les plantes résistantes par antixénose émettent des COVs
répulsives ou inhibiteurs.

Le méme test de corrélation de Kendall a permis de mettre en évidence une corrélation positive
mais non significative (r= 0.244 ; p= 0.190) entre le temps nécessaire pour faire un choix et
I’indice de répulsion. Autrement dit, le choix de la femelle de T. absoluta entre la cloche vide

et la plante n’est pas affecté par le temps.

LAD421 (n=30) | %
RB (n=30) * &
[ | | | [ | 1
75% 50 25 0 25 50 75%

Controle Plante

Figure 25. Réponse des femelles de T. absoluta (n=30) aux composés volatils émis par les2
accessions de tomates (LA0421 et RdB) en olfactometre en Y.

Afin de confirmer la réponse des femelles de T. absoluta, nous avons effectué un deuxiéme test
de comportement sur les deux accessions ayant les indices de répulsion extrémes (RdB et
LA0421) en modifiant deux paramétres d’expérimentation. Nous avons utilisé 30 femelles
accouplées, isolées et nourries pendant 24h et un débit d’air de 2000ml/min pour chaque
accession. L’analyse statistique des résultats confirme que LA0421 est répulsive tandis que
RdB est attractive (Figure 25).
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3. Relation entre I’analyse des COVs et le comportement de Tuta absoluta

L’analyse des 266 échantillons des 30 accessions de tomate par GC-MS a permis de détecter
77 composés organiques volatils émis et de mettre en évidence la diversité des profils de COVs.
D’autre part, 1’étude comportementale des femelles de T. absoluta a permis de révéler 5
accessions classées en 2 catégories : RdB et LA0429 qui sont attractives et LA0421, LA0751
et LA1376 qui sont répulsives. A partir de ces données, nous avons essayé de trouver une
relation entre les deux parties et d’identifier les COVs impliqués dans le mécanisme de
résistance par antixénose des accessions de tomate. Pour cela, un diagramme en volcan a été

réalisé (Figure 26).
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Figure 26. Diagramme en volcan montrant les COVs potentiellement impliqués (p<0.05) dans le
mécanisme de résistance (en rouge) et dans le mécanisme d’attraction (en vert) pour les 2 catégories
de tomate.

COV 21 : B-myrcene; COV 29 : 2-phenylacetaldehyde; COV 34 : 1-Ethoxy-2-heptanone; COV 41 : 2-
phenylethanol; COV 46 : 3,9-Epoxy-p_menth-1-ene; COV 47 : Salicylate de méthyle; COV 56 : 5-elemene;
COV 58 : a-copaéne; COV 65 : Inconnu; COV 70 : 1-dodecanol; COV 71 : a-curcumeéne; COV 74 : Cétone;
COV 75 : 2-Tridecanol; COV 76 : TMTT;
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A partir de la figure 26, nous pouvons constater que 6 COV'S parmi les 77 détectés (Tableau 3)
sont potentiellement impliqués dans le mécanisme de la résistance (p<0.05). Des recherches
antérieures ont montré que le composeé (3E,7E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene
(TMTT) (COVT76), et le salicylate de méthyle (COV47), sont des composés impliqués dans la
défense des plantes contre des insectes nuisibles (Oluwafemi et al., 2011), et ces recherches ont
¢été confirmées par nos résultats. Nous avons montré aussi que la tomate émet d’autres composés
volatils répulsifs qui sont le B-myrcene (COV 21) (un monoterpene) et le curcuméne (le COV
71) (un sesquiterpene). En effet, une étude de Bleeker et al., (2011) a montré que le curcuméne
est impliqué dans des défenses contre les aleurodes. Pour les 2 alcools émis (le 2_Tridecanol
(COV 75) et le 1_dodecanol (COV 70), qui sont potentiellement des oxylipines issus de la
dégradation des acides gras membranaires, nos résultats corroborent ceux trouveés par (Santino
et al., 2013) sur le rdle de cette classe de COVs dans la défense contre le stress biotique.

Pour les COVs attractifs, nous montrons que 8 COVs sont potentiellement impliqués dans le
mécanisme d’attraction. Ces composés sont: le 3,9-Epoxy-p-menth-1-ene (COV 46), le
2-phenylacetaldehyde (COV 29), le 1-Ethoxy-2-heptanone (COV 34), 2-phenylethanol (COV
41), le - élémene (COV 56), le a-copaéne (COV 58), une cétone (COV 74) et le compose
inconnu (COV 65). Bien que d’autres terpénes soient attractifs pour T.absoluta tel que le
B-phellandréne, le limonene et le B-caryophyllene (Proffit et al., 2011), notre étude a permis
d’identifier de nouveaux composés utilisés par les femelles pour localiser la plante hote.

Le diagramme en volcan ne permet pas seulement de classer les COVs mais il permet aussi de
déterminer la quantité émise par une catégorie de plantes par rapport a une autre. Par exemple,
nous remarquons que le COV 75, qui est le 2-Tridecanol, est 4 fois plus exprimé chez les plantes
répulsives que chez les plantes attractives. Par contre, le COV 46, qui est le 3,9-Epoxy-p-menth-
1-ene (un monoterpéne), est presque 724 fois plus exprimé chez les plantes attractives que chez
les plantes répulsives.

Pour confirmer ces hypothéses sur le rdle de chacun de ces 14 COVs répulsifs et attractifs, il
faudra etudier par olfactométrie la réponse des femelles de T. absoluta a ces composes volatils

isolés ou en mélange.
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La mineuse de la tomate (Tuta absoluta) est considérée a I’heure actuelle comme étant le
ravageur le plus dangereux des tomates et lI'une des menaces majeures pour cette plante dans le
monde. Le moyen de lutte le plus courant est 'usage des insecticides dont les effets néfastes
sur la santé de I’étre humain et sur son environnement sont malheureusement tres
nombreux(L ‘utilisation des pesticides en France, 2012). Au cours des dernieres décennies, de
nombreux essais et travaux de recherche ont été menés dans le but de réduire ’utilisation des
insecticides tout en maintenant un rendement de production économiquement viable
(L’utilisation des pesticides en France, 2012). Dans ce contexte, de nouvelles stratégies de
protection des cultures basées sur 1’utilisation combinée de leviers immunitaires destinés a
moduler les mécanismes de défense des cultures ont été proposées. Le présent travail s’ intéresse
a une partie du levier de la résistance génétique qui consiste a déterminer la résistance par
antixénose chez trente accessions de tomate et expliquer comment le volatilome influence le

comportement de T. absoluta.

L’analyse des 266 échantillons des 30 accessions par GC-MS a permis d’identifier 76
constituants dont les classes chimiques majoritaires sont les oxylipines (37 composes), les
monoterpénoides (15 composés), les benzénoides (11 composés) et les sesquiterpénoides (9
COMpOSES).

Des tests statistiques et une analyse de redondance ont montré que les 5 espéces de tomate
émettent des profils de COVs significativement différents et que les 77 COVs détectés
expliquent 47% de la variabilité entre accessions.

Les résultats du test de comportement ont montré que la réponse des femelles de T. absoluta
accouplées dans I’olfactométre est significativement différente pour 4 accessions (p<0.05).
Parmi les 10 accessions testées, nous déduisons que Rose de Berne (RdB) est attractive, ce qui
confirme le résultat trouve par (Msisi et al., 2021). De plus, LA0429 a tendance a étre attractive
puisque p est proche de 0.05. Par contre, les accessions LA0421, LAO751 et LA1376 sont
répulsives. Ensuite, afin de comparer d’une maniére quantitative la capacité de répulsion des
accessions, un indice de répulsion a été calculé. A partir de la fagon ou cet indice est distribue,
nous avons pu conclure que la répulsion est un trait continu reposant sur I’expression de QTL
et non pas d’un seul geéne. Suite a ces résultats, des recherches intéressantes peuvent étre
réalisées pour identifier I’ensemble des genes impliqués dans le mécanisme de résistance et

étudier les facteurs de régulations de ces QTL.
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Pour confirmer la réponse des femelles de Tuta absoluta, un deuxieme test de comportement a
éteé effectué sur les deux accessions ayant les indices de répulsion extrémes (RdB et LA0421)
en modifiant deux parameétres d’expérimentation. Les résultats obtenus ont confirmé ce que

nous avons trouveé pour le premier test.

Dans la derniere partie de ce projet, nous avons essayé de trouver une relation entre les deux
parties et d’identifier les COVs impliqués dans le mécanisme de résistance par antixénose. Pour
cela nous avons réalisé un diagramme en volcan qui rassemble tous les COVs émis par les 2
catégories de tomate : 1) les plantes attractives (RdB et LA0429) et 2) les plantes répulsives
(LA0421, LA0751 et LA1376). Ce travail nous a permis d’identifier 6 COVs potentiellement
impliqués dans le mécanisme de la résistance qui sont le (3E,7E)-4,8,12-trimethyltrideca-
1,3,7,11-tetraene (TMTT), le salicylate de méthyle, le p-myrceéne, le curcumeéne, le 2-
Tridecanol et le 1-dodecanol et 8 COVs qui sont potentiellement impliqués dans le mécanisme
d’attraction. Ces composés sont: le 3,9-Epoxy-p-menth-1-ene, le 2-phenylacetaldehyde, le 1-
Ethoxy-2-heptanone, 2-phenylethanol, le 5- élémeéne, le a-copaene, une cétone et le composé
non connu.

En conclusion, suite aux différents travaux effectués, nous pouvons affirmer qu’il existe une
diversité de COVs entre les espéces de tomate et méme entre les accessions. De plus, cette
diversité affecte le comportement des femelles de T.absoluta puisqu’il existe des COVs
potentiellement impliqués dans le mécanisme de répulsion émis par LA0421, LAQ751 et
LA1376 et des COVs potentiellement impliqués dans le mécanisme de répulsion émis par
LA0429 et RdB. Pour confirmer le role de ces COVs identifiés, il faudra étudier par
olfactométrie la réponse des femelles de T. absoluta a ces composés volatils isolés ou en

mélange.
En guise de perspectives, ce travail peut étre poursuivi par:

e La détermination de la résistance par antibiose chez les 30 accessions de tomate.

e [’analyse des métabolites secondaires solubles des plantes testées et la recherche des
corrélations entre les métabolites volatils et solubles.

e La détermination des régions du genome (QTLS) qui sont associées a la résistance vis-

a-vis de T. absoluta.
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Annexes

Annexe 1. La liste des standards externes

(R)-(+)-Limonéne Solution 8 Huile de gingembre
(+)-Carvone
Terpinolene Solution 9 Cis-3-Hexenol
Solution 1 (-)-Bornyl-acétate (-)-Trans-3-Hexenol
a-Phellandréne
Myrcéne . Cis-2-Hexenol
p-Cymeéne Solution10 Trans-2-Hexenol
2-Undecanone . a-Pinene
2-Heptanol Solution 11 B-Pinéne
2-(5H)-Furanone
Solution 2 Ethyl_Salicylate Solution 12 2-Car§ne
2-Heptanone 3-Carene
Salicylate de méthyle
2-PhenylEthanol Solution 13 Trans-Caryophéllene
(Benzeneethanol)
Solution 3 Indole Trans-2-Hexenal
6-Méthyl-5-heptenol
Solution 4 Piperitone . 1-Hexanol
Solution 14 2,6-Dimethyl-2,4,6-
octatriene
Solution 5 B- Eléméne cis-3-Hexenyl acétate
Solution 6 a-Terpinéne Linalool
. Eucalyptol
Solution 7 y-Terpinéne Solution 15 Farnesene

Cis-Jasmone




