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Résumé

Pour protéger les tubercules de pomme de terre pendant le stockage et en plein champ
contre deux ennemis, la teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella et le

champignon Rhizoctonia solani, I'application d'extraits de plantes est une méthode alternative.

Tous les extraits ont révélé une richesse en métabolites secondaire ; I’Ammoides

verticillata est la plus riche en polyphénols, flavonoides, tanins et anthocyanes.

Pour ce qui est des facteurs abiotiques idéaux a 1’élevage de Phthorimaea operculella,
la concentration de 10% en sucre; et une température de 27°C, ont permis d’obtenir la

fécondité moyenne la plus élevée de 73.75+£1.06 et 30.6+0.40 ceufs respectivement.

L’ensemble des extraits ont des propriétés anti radicalaires intéressantes, seulement
I’extrait aqueux d’Ammoides verticillata, a enregistré le pouvoir antioxydant le plus élevée
(ICsp = 0,028 = 0.001 mg/ml).

Le traitement des tubercules par les trois extraits, fait que 1’extrait aqueux de Reseda
alba, présente la meilleur CLs, avec une dose de 0.64%. Pour le calcul de I’indice de
dommage, I’extrait aqueux d’Ammoides verticillata, assure une protection complete des
tubercules traités (ID =0.00). Concernant la deuxieme méthode (trempage des larves), 1’extrait
aqueux de Reseda alba a enregistré une CLso de 0.56%. A une dose de 1.5%, Reseda alba a
freiné complétement I’apparition des nymphes et des adultes. Au traitement des ceufs, I’extrait
aqueux de Reseda alba provoque une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs a des
concentrations de 1, 1.5 et 2% et enregistre une CLsy de 0.32%. L’Ammoides verticillata a
considérablement dissuadé la ponte des femelles de Phthorimaea operculella et a atteint le pic
a 2%, avec un OSI de -85.57 £ 3.31 %. La meilleure combinaison est celle de AAL, avec un
effet push pull de 93.49+3.25%.

L’activit¢ antifongique des deux extraits, Ammoides verticillata et Reseda alba,
présente des taux d’inhibition & 62.74 +2.08 % et 56.47 £ 8.26% respectivement. L’extrait de
Phlomis crinita s’est avéré le moins actif contre la souche fongique Rhizoctonia solani, avec
un taux d’inhibition de 23.92 + 1.71%.

Mots clés: pomme de terre, plantes médicinales, biopesticide,  Phthorimaea

operculella, Rhizoctonia solani.



Abstract

The application of plant extracts is an alternative method to protect potato tubers both in
the storage period et in the field against the potato moth, Phthorimaea operculella, et the

fungus Rhizoctonia solani.

All the extracts revealed a richness in secondary metabolites; Ammoides verticillata is

the richest in polyphenols, flavonoids, tannins, et anthocyanins.

As for the ideal abiotic factors for breeding Phthorimaea operculella, the 10% sugar
concentration; et a temperature of 27 ° C, resulted in the highest average fertility of
73.75+1.06 et et 30.6+0.40 eggs respectively.

All the extracts have important anti-radical properties, whereas the aqueous extract of

Ammoides verticillata recorded the highest antioxidant power (ICso = 0.028 + 0.001 mg/ml).

After the treatment of tubers with the three extracts, we noted that the aqueous extract of
Reseda alba presents the best LDsp with a dose of 0.64%. For the calculation of the damage
index, the aqueous extract of Ammoides verticillata, provides complete protection of the
treated tubers (ID = 0.00). Regarding the second method (larvae dipping), the aqueous
extract of Reseda alba recorded an LDsy of 0.56%. At a dose of 1.5%, Reseda alba
completely suppressed the appearance of nymphs et adults. During the treatment of eggs,
the aqueous extract of Reseda alba causes a complete inhibition of egg hatching at the
concentrations of 1, 1.5, et 2%. Also, it records an LDsg of 0.32%. Ammoides verticillata
significantly deterred egg-laying by females of Phthorimaea operculella. It reached its peak
at the concentration of 2% with OSI= -85.57 £3.31%.The best combination is AAl with a
push-pull effect of 93.49+3.25%..

The antifungal activity of the two extracts, Ammoides verticillata, et Reseda alba,
shows inhibition rates of 62.74 +2.08 % et 56.47 + 8.26% respectively. The extract of
Phlomis crinita was shown to be the least active against the fungal strain Rhizoctonia solani,
with an inhibition rate of 23.92 £ 1.71%.

Keywords: potato, medicinal plants, biopesticide, Phthorimaea operculella, Rhizoctonia

solani.
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: Courbe de CLs, pour I'extrait Reseda alba (trempage des larves).

Courbe de CLs, pour I'extrait Ammoides verticillata (trempage des ceufs).

: Courbe de CLs, pour l'extrait Phlomis crinita (trempage des ceufs).

| : Figure 64 : Courbe de CLs, pour I'extrait Reseda alba (trempage des ceufs).



Liste des abréviations

AA : Ammoides verticillata-Ammoides verticillata

AP : Ammoides verticillata-Phlomis crinita

APG : Angiosperme Phylogénétique Groupe.

CIP : Centre International de la Pomme de terre

DDL : Degré de liberté

DPPH : 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl

DPVCT : Direction de la Protection des Végétaux et du Contrdle Technique
DSA : Direction des Services Agricoles

F : Fcritique

FAQO: Food et Agriculture Organisation

FeClI3 : le chlorure de fer

FOASTAT : Food et Agriculture Organization Corporate Statistical Database
H2SO4 : acide sulfurique

HCL : Acide chlorhydrique

IM : indice de mousse

ICs0 : Inhibitory Concentration 50

ITMA : Institut de Technologie Moyen Agricole

mg EAG/g MS: mg équivalent en acide gallique par gramme de matiére séche.
mg EC/g MS: mg équivalent en catéchine par gramme de matiére séche.
mg EQ/g MS: mg équivalent en quercétine par gramme de matiere seche.
NaOH : hydroxyde de sodium

Na,CO; : Carbonate de sodium

NH,OH : Ammoniaque



OSI : Oviposition Stimulation Index

PA : Phlomis crinita-Ammoides verticillata
PP : Phlomis crinita- Phlomis crinita

p/v: poids par volume

PDA: Potato Dextrose Agar

P : Probabilité

RA : Reseda alba- Ammoides verticillata
RP : Reseda alba-Phlomis crinita

R2 : Coefficient de corrélation

TN : témoin négatif
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La pomme de terre est cultivée dans plus de 100 pays , elle occupe la quatrieme place
apres la culture du riz, du blé et du mais (He et al., 2012). En Algérie la filiere de pomme de
terre dans tous ses volets, semences et consommation, occupe aujourd’hui une place
intéressante. C’est une culture stratégique en Algérie. Cette culture a pris de 1’extension dans
les régions du Nord et se développe actuellement dans le Sud algérien. Sa production reste

trés variable, selon les années, allant de 4 a 5 millions de tonnes (FOASTAT, 2021).

Le rendement de la pomme de terre dépend de plusieurs facteurs, des techniques

culturales, des maladies et ravageurs.

Parmi les grands ravageurs, on peut citer la teigne de la pomme de terre Phthorimaea
operculella Zeller (Lep : Gelechiidae), qui est un ravageur mondial de la pomme de terre. La
teigne de la pomme de terre a été signalée pour la premiére fois en Algeérie en 1874, par
Boisduval (INRA, 1913). Tres connue pour sa capacité d’adaptation a 1’environnement, sa
relation étroite avec son hote et sa reproduction élevée (Nirula, 1960; Herman et al., 2005;
Kroschel etSchaub, 2013). ce ravageur est répandu dans toutes les parties les plus chaudes
du monde, dont les dégats sont causés par les larves (Kfir, 2003; Strand, 2006). D’ailleurs
les dégats sur le rendement, sont etroitement liés au minage larvaire du feuillage et des

tubercules.

En plein champ, les larves font la premiere attaque des la germination du plant. La larve
abime les bourgeons terminaux, se nourrit des pétioles par forage (Estrada etSierra, 1997),
des feuilles initiales et, au point de croissance des tubercules-semence lorsque ces derniers
n’ont pas été couverts. Cependant, les dommages foliaires n'entrainent généralement pas de
pertes de rendement significatives, par contre, les dommages dus a l'infestation des tubercules
dans des conditions de stockage, pourraient aller jusqu'a 100% (Ortega etFernandez, 2000;
Capinera, 2008; Perveen, 2018).

D’autre ennemis causent des dégats considérables ; citons les agents pathogenes qui
causent des dégats et plusieurs maladies sur la pomme de terre, le champignon Rhizoctonia
solani (Ogoshi, 1987), le mildiou de la pomme de terre, 1’alternariose et la verticilliose qui

sont des maladies transmises par la semence et/ou le sol (Large, 1962).

L’espéce fongique Rhizoctonia solani J.G. Kiihn, cause deux types d’affections sur les
cultures de pomme de terre : le chancre des tiges et le rhizoctone brun. Cet espece est capable

de produire des effets aussi variés que la défiguration des sclérotes noirs superficiels sur les
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tubercules de pomme de terre ; des taches brunes sur les tubercules et des pourritures des
racines (Baker, 2020).

Ces deux affections peuvent provoquer une réduction des rendements, résultant du
développement des lésions sur les tiges, les stolons et les racines et une diminution de la
qualité commerciale, par la formation de sclérotes sur les tubercules (rhizoctone brun)
(Woodhall et al., 2008; Woodhall et al., 2013).

Parmi les moyens de lutte utilisés, on peut citer les pesticides qui sont tres efficaces a la
fois dans les champs et dans les entrep6ts (Foot, 1976; Wale et al., 2008; Kroschel et
Schaub, 2013). L’utilisation des pesticides est presque devenue incontournable dans le
systeme agricole, néanmoins ils sont néfastes et toxiques pour la santé du consommateur et de
I’utilisateur. Ils provoquent également une pollution pérenne des eaux souterraines,
superficielles et de 1’air par volatilisation depuis le sol (Bedos et al., 2005; Calvet R., 2005;
Wale et al., 2008; Bedos et al., 2009; Schrack et al., 2009).

Les pesticides, étant de plus en plus critiquée, Iutilisation des biopesticide, respectueuse
de I'environnement, demeure la méthode alternative, actuellement en cours de recherche pour
assurer la protection des plantes (Regnault-Roger et al., 2005). C’est ainsi que les produits
végétaux ont été identifiés comme alternatives prometteuses, car ils présentent des risques
réduits pour I'environnement et pour la santé humaine et sont plus rapidement dégradables

que les composés synthétiques (Wale et al., 2008; De Morais et Marinho-Prado, 2016).

Depuis 1991, Ghosh a rapporté qu’il existe plus de 600 espéces de plantes dans le
monde, qui peuvent contrdler les insectes et les ravageurs nuisibles. Ainsi s’ouvrent de
nouvelles perspectives de valorisation des métabolites végétaux dans le cadre du
développement de stratégies alternatives de régulation des population des pathogenes et
ravageurs des cultures (Regnault-Roger et al., 2008). Les substances végétales secondaires
possédent des odeurs ou des godts caractéristiques et peuvent, ainsi provoquer des réactions

sensorielles (Fraenkel, 1959).

La richesse de la flore algérienne est incontestable, avec environ 4300 espéces et sous-

especes de plantes vasculaires (Dobignard et Chatelain, 2010-2013).
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Ce qui présente une source d’inspiration pour les chercheurs, de ce fait, plusieurs
équipes de recherches ont focalisé leurs travaux de recherche sur la recherche des substances

naturelles aux propriétés biologiques intéressantes.

Le but du présent travail est d'étudier I'effet biologique de divers extraits aqueux de trois
plantes endémique (Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba), pour protéger les
pommes de terre de I’attaque par la teigne de la pomme de terre et de champignon

Rhizoctonia solani.

La présente thése intitulée « La lutte contre les ennemis de la pomme de terre » s’inscrit

dans le cadre de la protection de I’agroenvironnement.

Durant les travaux de cette thése, nous nous sommes intéressés a 1’étude des deux
ennemis de la pomme de terre ; la teigne Phthorimaea operculella et une souche fongique
isolées Rhizoctonia solani. Et pour répondre aux objectifs fixés a ce travail ; deux parties
distinctes ont été abordées :

La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique, qui contient cing

chapitres :

Dans laquelle on décrit la pomme de terre et les plus importants ennemis, ainsi qu’un
apercu plus détaillé sur les deux ennemis choisis pour 1’étude ; Phthorimaea operculella et le
champignon Rhizoctonia solani, une généralité sur les trois plantes qui vont servir de lutte

biologique contre ces ennemis et enfin 1’étude de la zone de prélévement des trois plantes.

La deuxi¢me partie est consacrée a I’étude expérimentale, divisée en deux chapitres ; le

premier chapitre présente le matériel et les différentes méthodes qui se résument comme suit:

e Préparation des extraits a polarité différente suivie par le criblage phytochimique
des différents métabolites secondaires des différents solvants, qualitatif et
quantitatifs, mettant en ceuvre des concentrations en composés polyphénolique
(Polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins condensée et les anthocyanes) a
1‘aide des dosages spectrophotométries.

e Détermination de la température et du régime alimentaire optimal pour un

élevage réussis de la teigne de la pomme de terre.
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e Purification, conservation et identification morphologique des isolats du
Rhizoctonia solani.

e Activité biologique des trois extraits aqueux (activité antioxydante, et larvicide,
ovicide et activité de ponte de Phthorimaea operculella et fongicide contre

Rhizoctonia solani).

Le deuxiéme chapitre présente une synthese des principaux résultats obtenus et leurs

discussions que nous essayerons de developper.

Enfin une conclusion essentielle afin de cl6turer ce travail, qui résume nos résultats et

qui propose des perspectives pour des etudes ultérieures.
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Partie théorique Chapitre I : Généralité sur la pomme de terre

Cette premiere partie présente une synthése bibliographique permettant de définir les

différents termes abordés dans ce sujet.
1.1 Importance de la pomme de terre

La pomme de terre est une espece vivace de courte durée, un élément de base de
I’alimentation, le tubercule de pomme de terre est un site de stockage des glucides,
d’amidon (Bradeen et Kole, 2016); une quantité considérable de B5, B3 B6 et de vitamine

C, en plus de mineraux tels que le potassium, le phosphore et le magnésium (Joshi, 2018).
1.2 Origine et distribution

L’histoire de la pomme de terre a débuté il y a environ 8 000 ans prés du lac Titicaca, a
la frontiére entre la Bolivie et le Pérou ; prés de 200 especes sauvages de pommes de terre ont
été répertoriées sur le continent américain. Les agriculteurs des Andes cultivaient un grand

nombre de cultures vivrieres (FAO, 2008; Brown et Henfling, 2014).

Bien que de nombreuses récoltes aient été apportées en Europe par Columbus et d'autres
peu apres la découverte du Nouveau Monde en 1492, la pomme de terre est arrivée bien plus
tard ; c'est parce que c'est une culture froide et tempérée des hautes Andes de I’Amérique du
Sud, et ceux-ci n'ont été découverts que par les Espagnols en 1532 (Hawkes et Francisco-
Ortega, 1993; Spire et Rousselle, 1996).

1.3 Production de la pomme de terre en Algérie

La culture est introduite en Algérie au milieu du XIXéme siécle, l'essentiel de la
production était exporté vers la France. En 1962, lorsque le pays acquit son indépendance, il
produisait 250 000 tonnes par an et en exportait environ le tiers (FAOSTAT, 2008). La
production de la pomme de terre en Algérie entre la période de 2012 et 2019, est représentée

dans le tableau 1.

Tableau 1: Evolution de la production de la pomme de terre en Algérie (FOASTAT, 2021).

Production de la pomme de terre en Algérie en (tonnes)

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

4219476 | 4886538 | 4673516 4539577 | 4759677 | 4606402 | 4653322 | 5020 249
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Selon les directions des services agricoles DSA de la wilaya de Tissemsilt, la production

de la pomme de terre entre la période de 2015 et 2021, est représenté dans le tableau 2.

Tableau 2: Evolution de la production de la pomme de terre a Tissemsilt (DSA, 2021).

Production de la pomme de terre a Tissemsilt (Qx)

2015-2016 2016-2017 2017-2018 2018-2019 2019-2020 2020-2021

21 955 22070 50 853 71816 52 306 47 426

1.4 Classification

Solanum vient du latin solor (réconforter); tuberosum vient du latin tubercule (une bosse
ou un gonflement) faisant référence aux organes de stockage souterrains (tubercules) des
plantes (Welbaum, 2015).

Selon Cronquist (1988) , la pomme de terre appartient au :

REGNE & e Plantae.

SOUS-TEONE & .ttt Tracheobionta.

DIVISION & oo Magnoliophyta.

ClASSE & e Magnoliopsida.

OFUre & e Solanales

Famille @ .o Solanaceae

GEINME & o Solanum

ESPECE & i Solanum tuberosum L., (1753)

1.5 Morphologie
1.5.1 Partie aérienne
1511 Tige

La tige est dressee dans les premiers stades de croissance mais elle devient plus étalée,
atteignant 50 cm de haut (Kochhar, 2016; McKenzie, 2020), de couleur verte ou plutot
brundtre du fait de pigments anthocyanes associés a la chlorophylle (Huaman, 1980)
(Fig.01).
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1.5.1.2 Feuille

Les feuilles sont disposées en spirale sur la tige (Huaman, 1980), souvent légerement
arquées, les folioles toujours ovales a ovales-lancéolées, environ deux fois plus longues que
larges (Harris, 1992) (Figure n° 01).

fruit

feuille composée

tige principale

tige secondaire

stolon /
_—

tubercule | ‘ L $ N
GRS @
FINN @) |

tubercule mére

/1 4 /
7ok [
racines ~

Figure 1: Caractéristiques morphologiques de la pomme de terre (FAO, 2008).
1.5.1.3 Fleur

les fleurs sont actinomorphes et pentameres avec 5 calices, 5 corolles et 5 étamines
(Gopalakrishnan, 2007; Bradeen et Kole, 2016; Khare et Bhale, 2016), la couleur varie ,
du blanc au rose au violet bleuatre (Welbaum, 2015), elle est portée par un pédicelle, les

fleurs sont autogames, sont souvent stériles (Huaman, 1980) (Fig. 1).
1.5.2 Partie souterraine

Il est constitué par les racines et par les stolons, sur lesquels se forment les tubercules
(Polese, 2006).
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1.5.2.1 Racine

Les plantes cultivées a partir de graines forment une racine pivotante avec des branches
latérales ; les plantes cultivées a partir de tubercules forment des racines adventives a la base
de chaque pousse et plus tard au-dessus des nceuds de la partie souterraine de chaque tige,
(Huaman, 1980) parfois , les racines peuvent également pousser sur des stolons (Kochhar,
2016).

1.5.2.2 Tubercule

Ce sont des organes souterrains gorgés de substance de réserve, la forme et la couleur
varient selon les variétés. Selon la forme, ils sont classé en quatre grandes classes : les

claviformes, les oblongs, les arrondis, et les cylindriques (Polese, 2006).

A leur surface on observe des yeux qui sont en fait des bourgeons axillaires formé a
l'aisselle d'une feuille en forme de petites écailles, leur nombre varie considérablement en
fonction de nombreux facteurs tels que la variété, taille des tubercules et les conditions de
croissance (Van der Zaag, 1980; Horton, 1987; Raven et al., 2020), ils sont plus ou moins

enfoncées par rapport a la surface du tubercule (Peterson et al., 1985).

La peau peut étre lisse ou rugueuse (Polese, 2006), en dessous de la peau on trouve la
chair comprenant ; le cortex; ’anneau vasculaire et le parenchyme (moelle) (Rossignol et

Rousselle, 1996), ce dernier sa couleur peut aller du blanc au jaune (Polese, 2006) (Fig.2).

Apex
(couronne)

oeil
anneau
vasculaire
cortex

zone péri-
médullaire

moelle

périderme

point d'insertion du stolon

Talon

Figure 2: Coupe longitudinale d’un tubercule de la pomme de terre (Eck, 2007).
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1.6 Développement des tubercules

Les tubercules souterrains poussent a partir des extrémités des stolons ou les rhizomes
(Struik, 2007), les stolons commencent a se développer d’abord au niveau des cotylédons
puis aux aisselles situé au-dessus et s’enfoncent dans le sol (Rossignol et Rousselle, 1996),
au bout d’un certain temps, les stolons cessent leur ¢longation et leur extrémités se renflent
pour former les ébauches (Ellisseche, 1996). Les températures optimales pour le
développement des tubercules sont d'environ 16 °C pas au-dessus de 27°C (Struik et Ewing,
1995; Hill, 2008).

Les tubercules exposés a la lumiere, devient verdatre (Marchoux et al., 2008) et
produit certaines quantités de glycoalcaloides et solanine; a haute concentration, peut
provoquer une intoxication et un effets analogue a ceux de I’atropine (Lisinska et
Leszczynski, 1989; Bianchini et Bianchini, 1994; Navarre et al., 2009; Madison, 2017).

1.7 Les problémes phytosanitaires
1.7.1 Stockage

Que les tubercules soient consommés frais ou transformés, ils doivent étre stockés a
’abri de la lumiére, les tubercules doivent étre stockes a une température comprise entre 6 et
8°C, dans un endroit obscure, bien aéré dont le taux d’humidité est relativement élevé, entre
85 et 90 % (FAO, 2008). Les pommes de terre sont un produit sensible aux
endommagement, aux infections par moisissures (Hayma, 2004); le tri des tubercules
endommagés et le traitement avec des insecticides directement sur les tubercules restants
avant de les remettre au stockage sont généralement surveillés pour réduire les blessures et les

pertes (Raman et al., 2003).
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1.7.2 Les ennemis de la pomme de terre

Tableau 3 : Les différents ennemis de la pomme de terre.

L’espéce, et les dégats causés

Mildiou (Phytophthora infestans) : tache brunes sur les feuilles, feutrage blanc sur la face

inferieur des feuilles et des taches grise sur les tubercules (Snowden, 2010).

Rhizoctone brun (Rhizoctonia solani) : un enroulement et un jaunissement du feuillage ,

presence de crolte noire sur les tubercules (Gupta et al., 2017).

Alternariose (Alternaria solani) : présence de petites taches brunes dispersées sur la feuille. et

une pourriture séche sur les tubercules (Torres, 2002; Wale et al., 2008).

Les maladies bactériennes | Les maladies fongiques

Jambe noir (Pectobacterium spp) : jaunissement, flétrissement et enroulement des feuilles, et

pourriture molle compléte des tubercule (Montesdeoca et al., 2013).

Pourriture annulaire (Clavibacter michiganensis) : jaunissement du bord du limbe qui vire

ensuite au brun, les tubercules pourrissent de l'intérieur (CIP, 1996).

La gale commune (Streptomyces) : Gale en pustules ou en relief dans les tubercules (Messiaen
et al., 1991).

Virus de I'enroulement (PLRV) : Les feuilles enroulées et présentent un jaunissement, et des

% nécroses internes (Jayasinghe, 1993).
Z virus Y,A,S,X : taches nécrotiques, mosaique, enroulement ou dépigmentations foliaire et
— | nécrose des tubercules (Herrera et al., 2000; Ramos, 2000; Koike et al., 2006).
La teigne (Phthorimea operculella): les larves minent le feuillage et les tubercules (Romeis et
al., 2008).
Doryphore (Leptinotarsa decemlineata) : se nourrissent des  feuilles; impactant le
développement des tubercules (Polese, 2006).
% Taupins (Agriotes sp) : des galeries dans les tubercules (Kihne et al., 2011).
(@]
S
E Puceron vert (Myzus persicae) : déformation des feuilles, et vecteur de virus chez les plantes
3
-

(Capinera, 2008).

Nématodes (Globodera spp) : les plantes sont chétives et produisent de petits tubercules.
(Pumisacho et Sherwood, 2002).

Nématodes (Meloidogyne spp): le nanisme de la plante, et des galles sur les racines et les
tubercules (Egusquiza, 2000).
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2.1 Origine et répartition géographique
2.1.1 Origine

Phthorimaea operculella a été enregistrée dans la Californie depuis 1856, et plusieurs
fois au cours des deux derniéres decennies, il a été enregistré dans le Bassin du Columbia de
I'Oregon et de Washington (Alvarez et al., 2005).

2.1.2 Répartition géographique

L’aire d’origine est probablement les régions subtropicales humide d’Amérique du sud,
elle est cosmopolite et se retrouve partout, trés fréquente dans tous les pays du bassin
méditerranéen ou elle commet d’énorme dégat, en Afrique du nord et au Moyen-Orient
(Mugniery et Robert, 1996). En Afrique, on cite Algérie, Congo, Egypte, Ethiopie, Kenya et
Maroc (Hagstrum et Subramanyam, 2016) (Fig.03).

Generation index [2000]
Phthorimaea operculella

1 o
- 1+ 3geneeatens | year
[ 4« 6 gencsateons /yoar
[ 7- 9 geeratons iyaar
D 10+ 12 genesations / yeat
- 13- 15 genesmtions / year
B 13- 10 geneations /yoar

Figure 3 : Evolution de I'abondance (potentiel de dommages) de la teigne des tubercules
de la pomme de terre Phthorimaea operculella dans le monde entier selon les prévisions des
modeles en utilisant I'indice de génération pour les années 2000 (Kroschel et al., 2013).

2.2 Généralités

La teigne de la pomme de terre s’attaque a diverses solanacées et préféere le plus le
tabac, suivie de pomme de terre et aubergine, également la tomate, le poivron, et autres
plantes solanacées (Jing et al., 2012), et se trouve dans les climats chauds tropicaux et

subtropicaux; c'est le ravageur le plus dommageable des pommes de terre dans les champs et

11
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dans les magasins de stockage (Radcliffe et Lagnaoui, 2007), c’est un organisme
poikilothermique, son développement dépend largement de la température (Kroschel et
Schaub, 2013) .

2.3 Systématique

Ndiaye (1997) rappelle la systématique de la teigne de la pomme de terre comme suit :

REGNE & oo Animal

Embranchement : ..o Arthropodes

ClASSE .iviiieieie et Insectes

OFUre & oo Lépidoptéres

SOUS OFArE & v Micro-lépidopteres

Super famille : ...coooovii Tineoidae

FamMIlle & oo Gelechiidae

GEBINIE & e Phtorimaea

ESPECE & oo Phthorimaea operculella Zeller (1873).

2.4 Biologie du cycle de développement

La reproduction chez les lépidoptéres commence par la période pendant laquelle les
femelles émettent les phéromones sexuelles, qui vont agir sur le comportement des males,
pendant cette période les males ont un comportement dit de recherche, caractérisé par un vol
anémotaxique, le méle vole en direction de la femelle en effectuant des zigzags dans le flux
phéromonal (Ono, 1985a; Ono, 1985b; Félix, 2008).

La fécondité par femelle atteint un maximum de plus de 25 ceufs par jour (Arx, 1987),
une intensité lumineuse élevée inhibe la ponte (Broodryk, 1971), elles pondent au niveau de
la tige, des feuilles, ou sur les tubercules (Gill et al., 2014). A I’éclosion les larves du premier
stade creusent dans les tubercules et méme les tiges de la plante, des galeries sinueuses
tapissés de fils soyeux et renferment des excréments noiratres (Nyabyenda, 2005; Chandla
etal., 2011).

Les larves se nymphoses dans les feuilles de pommes, de terre morte, dans le sol ou sur
les tubercules des pommes de terre entreposés, si ces habitats ne sont pas disponibles, les
larves chercheront d'autres endroits protégés pour la nymphose, comme les crevasses des

murs et sols ou autres endroits ou la température est au-dessus du point de congélation, les
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nymphes forment un cocon de soie recouvert de terre et de débris disponibles tout pres
(Alvarez et al., 2005; Vétek et al., 2017), la durée du cycle de vie et le nombre de
génerations chaque année est influencée par la température qui varie considérablement (20 a

165 jours), 7 a 13 générations sont comptées chaque année (Chandel et al., 2020).

La parthénogenése, qui est trés rare chez les lépidoptéres mais possible chez
Phthorimaea operculella avec un taux d'éclosion d'ceufs plus faible, un stade larvaire plus
court et une durée de vie plus courte des males par rapport a la population non

parthénogénétique (Liu et al., 2018).

2.5 Description de la teigne de la pomme de terre
2.5.1 (Euf

Les ceufs sont lisses, ovales de couleur blanc nacré qui deviennent plus foncés a mesure
gu'elles deviennent mature (Alvarez et al., 2005; Gill et al., 2014), la taille est de 0,5 x 0,35
mm, déposé individuellement ou en petits lots (Kroschel et al., 2016), les ceufs éclosent

généralement apres cing jours (Gill et al., 2014) (Fig. 4a).

2.5.2 Larves

2.5.2.1 Premier stade larvaire

De couleur blanc terne avec une téte brunatre (Strand, 2006), mesure environ 1 mm de
long (Kroschel et al., 2016), la largeur de la capsule céphalique varie de 0,14 a 0,17 mm, la
durée du premier stade est de 2 a 4 jours, la larve nouvellement éclose est discréte et tres
difficile a détecter, elle devient assez actif et commence a se nourrir quelques heures apres
I'émergence (Chandel et al., 2005).

2.5.2.2 Deuxiéme stade larvaire

La couleur un peu blanc péle avec capsule céphalique brun foncé, la longueur du corps
varie de 2,8 a 3,3 mm et la largeur de la capsule céphalique est comprise entre 0,28 et

0,34mm, la durée du deuxiéme stade est de 2 a 6 jours (Chandel et al., 2005).
2.5.2.3 Troisieme stade larvaire

Les larves du deuxiéme et troisieme stade ne montrent pas de différence de caracteres

morphologiques et d'apparences. La larve au troisieme stade, mesure de 5,0 a 6,0mm de
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longueur du corps et 0,54 a 0,65 mm de largeur de capsule céphalique. Cela dure entre 2,80 et
5,35 jours pendant la période chaude (Chandel et al., 2005).

R

Figure 4 : Développement de la teigne de la pomme de terre Phthorimaea operculella,
a : ceuf, b : larve (stade 4), ¢ : nymphe, d : adulte. (Originale, 2021).

2.5.2.4 Quatriéme stade

La coloration dépend des sources d'alimentation (Sporleder et al., 2016), elle passe du
blanc au jaune au rose ou au vert au fur et @ mesure qu’elles marissent (Gill et al., 2014), ces
larves mesurent entre 9,8 et 11,3 mm de longueur, et 1,07 a 1,16 mm de largeur de capsule

céphalique, le quatrieme stade prend de 3 a 7 jours en été (Chandel et al., 2005) (Fig. 4b).
2.5.3 Nymphe

Les nymphes mesurent 7 a 8 mm de long, d'abord de couleur brunatre, devenant ensuite
brun foncé et presque noires un jour avant I'émergence (Sporleder et al., 2016), les nymphes
males et femelles different les unes des autres par leur morphologie caractéristique. La
longueur corporelle et le poids des nymphes femelles sont supérieurs & celle du male
(Chandel et al., 2005). Les nymphes méales mesurent 6,4 = 1,2 mm de longueur, tandis que
les nymphes femelles mesuraient 6,6 £ 1,1 mm en longueur (Rondon et Xue, 2010). La
morphologie des segments abdominaux de la nymphe femelle, a une longue suture présente
au milieu du 8°™ segment abdominal (Chandel et al., 2005; Xue et al., 2013), et qui
*me ot les 9°M®

s’étend jusqu’au 7 segments abdominaux, sous forme de fente, lettre « Y » a
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Iarticulation du 7°™ segment abdominal. La longue suture est formée en reliant le gonopore
sur le 8°™ segment abdominal avec ’oviporus sur le 9°™ abdominal segment. Contrairement
au male il n’y a qu’une suture longitudinale courte sur le 9¢ segment abdominal (Chandel et

al., 2005; Dong et al., 2013) (Fig. 4c), (Fig. 5).

0O O O (o it -+

aQ

Figure 5 : L'extrémité de I'abdomen des nymphe femelles et males (de gauche a droite) de
Phthorimaea operculella, a : 7eme section abdominale b : 8eme section abdominale ¢ :
pores génitaux d : trou de ponte e : 9eme section abdominale f: 10eme section abdominale
g : Anus (Dong et al., 2013).

2.5.4 Adulte

Le papillon mesure de 6 a 10 mm de long et I’envergure de ses ailes antérieures est
d’environ de 10-15mm (Mugniery et Robert, 1996), les papillons sont étroits, de couleur gris
argenté, les ailes sont brun grisatre, frangé et allongé avec de petites marques brunes ou
noires, avec des bordures frangées (Gill et al., 2014), ses antennes sont fines presque aussi
longues que le corps (Mugniery et Robert, 1996) (Fig. 4d).

Ces lepidopteres sont actifs la nuit; pendant la journée ils se cachent sous des sacs ou
sous les tubercules stockés (Tantowijoyo et Van De Flie, 2006). Le dimorphisme sexuel est
marqué par des points présents dans les ailes antérieures et les extrémités de 1’abdomen, y
compris les organes genitaux; les femelles présentent une tache caractéristique de points en
forme de «croix » au niveau des ailes, tandis que les méales présentent trois ensembles de

points clairement définis, ’abdomen terminal du male est plus large que celui des femelles
(Rondon et Xue, 2010; Horvéth, 2017).

15



Partie théorique Chapitre II : La teigne de la pomme de terre

Le segment abdominal terminal de l'ovipositeur de la teigne de la pomme de terre a

environ 50 poils sensoriels sur chacune des papilles anales (Valencia et al., 1982).
2.6 Dégats et symptbmes

Les larves entrent a travers des trous minuscules dans les yeux de tubercules, et
forment des mines qui deviennent noiratre en raison de I'accumulation d'excréments prés de

I'entrée du trou, ce qui facilite I’infection par des microorganismes (Chandel et al., 2005),

Figure 6 : Les dommages causés par les larves de Phthorimaea operculella, a :

apparition de L4, b ; ¢ : les mines causeé par les larves, d ; e : les excréments noiréatre pres des
yeux, f : pourriture (infection par les microorganismes) aprés les dommages causé par les

larves (Originale, 2021).
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des pertes en stockage peut aller jusqu'a 100%, en particulier dans les systemes non
réfrigérés (Rondon, 2010) (Fig. 6).

2.7 Méthode de lutte

Plusieurs méthodes sont possibles pour la lutte contre la teigne de la pomme de terre
Phthorimaea operculella, et souvent un bon contréle est obtenu par 1’association de plusieurs

approches.

2.7.1 Lutte éthologique

Utiliser des capsules de phéromones sexuelles pour surveiller la teigne de la pomme de
terre dans les champs et les magasins, a l'aide de simples pieges artisanaux (seuil d'action 20
papillons / piege en une nuit) (Giri et al., 2013b).

2.7.2 Lutte cultural

Certaines pratiques courantes pour les teignes des tubercules de la pomme de terre sont
l'utilisation de tubercules de semence exempts de ravageurs, plantation profonde, irrigation
réguliére pour éviter la fissuration du sol, haut buttage pour protéger les tubercules (Kroschel
et al., 2020), on outre séparer les tubercules sain de ceux abime et les détruire immédiatement
(Ortega et Fernandez, 2000), et faire un nettoyage et une désinfection systémique de

I’entrep6t prévu pour le stockage (Espinel-Correal, 2010).

2.7.3 Lutte chimique

La lutte chimique a été employée par pulvérisations du feuillage et du sol, et par
pulvérisations ou fumigations des tubercules pendant leur stockage. Il n’existe pas
d’insecticides chimiques spécifiques pour les teignes de la pomme de terre, les insecticides les
plus utilisés sont a base de Pyrethroides, Acéphate, Chlorpyrifos et Profenofos, 1’utilisation de
ces insecticides peut occasionner des problemes environnementaux pour la faune utile, et pour
la santé humaine due aux effets cancérogenes de ces insecticides chimiques (Arévalo et
Castro, 2003), cité par (Espinel-Correal, 2010).

2.7.4 Lutte biologique

La lutte biologique est toute forme d'utilisation d'organismes vivants ayant pour but

de limiter la pullulation et/ou la nocivité des divers ennemis des cultures (Jourdheuil et al.,
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1991), les biopesticides sont dérivés d'animaux, des plantes et d’autres matiéres naturelles
telles que les champignons, les bactéries, les algues, les virus, les nématodes et les
protozoaires (Senthil-Nathan, 2015; Nawaz et al., 2016).

Plusieurs especes de parasitoides sont considérées comme une alternative appropriée
aux produits chimiques synthétiques pour le contrdle des teignes de la pomme de terre sans
aucun résidu ni probléeme de santé, comme Steinernema feeliae et Steinernema

carpocapsae (Ebrahimi et al., 2021).

Plusieurs auteur ont contribué de passer en revue certains des recherche menée sur la
teigne de la pomme de terre, citons un traitement a base de bactérie Bacillus thuringiensis
(Bt), et du virus granulovirus (PhopGV) ; qui ont été utilisé avec succes contre Phthorimaea
operculella et ont réduit significativement le nombre des larves (Broodryk et Pretorius,
1974; Von Arx et Gebhardt, 1990; Kroschel et al., 1996; Arthurs et al., 2008; Lacey et
al., 2010; Mascarin et al., 2010; Saour et al., 2016).

Ou encore des champignons entomopathogenes de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, les dommages ont été considérablement réduits (Zeleke et al., 2015; Alsaoud et
al., 2018), et méme des acariens comme Blattisocius tarsalis pourraient étre un agent de lutte

pertinent contre Phthorimaea operculella (Gavara et al., 2021).

Plusieurs produit naturel peuvent étre utilisé efficacement contre la teigne de la pomme
de terre , comme la terre de diatomée native qui a un potentiel dans la lutte contre
Phthorimaea operculella (Atay et al., 2021) et les plantes médicinales, d’ailleurs plusieurs
sont étudiées contre la teigne de la pomme de terre , entre 1915 a 1993, Das (1995) a
examiner la littérature et a révélé que 35 plantes sont efficaces pour réduire les dommage

contre la teigne de la pomme de terre.

La pomme de terre associée au mais peut étre utilisés comme tactique de lutte
biologique contre Phthorimaea operculella en augmentant la densité des ennemis naturels

dans les agroécosystéemes (Zheng et al., 2020).

La stratégies Push-Pull impliquent la manipulation comportementale de l'insecte, des
ravageurs et leurs ennemis naturels, via lI'intégration de stimuli qui agis de maniére a rendre la
ressource protégee peu attrayante ou inadaptée au ravageurs (pousser), tout en les attirant vers

une source attrayante (tirer) (Cook et al., 2007).
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3.1 Généralités

Il'y a un peu plus de 100 ans, julius Kuhn a observé un champignon sur des tubercules
de pomme de terre malades et I'a nommé Rhizoctonia solani (kuhn, 1858), depuis lors, ce
champignon a acquis la réputation d'étre un phytopathogene répandu, destructeur et
polyvalent, il est le sujet de centaines d'articles de recherche (Parmeter, 1970), sont présents
dans toutes les régions du monde et capable d'attaquer une vaste gamme de plantes hotes
(Trigiano et al., 2008), et dans des conditions environnementales plus diverses, l'espéce est

capable de produire des effets aussi variés (Baker, 2020).
3.2 Caractéristiques taxonomiques :

Rhizoctonia solani est I'anamorphe du basidiomycete Thanatephorus cucumeris (Frank)
qui fait partie des champignons basidiomycetes saprotrophes (Brown et Ogle, 1997; Boddy
et al., 2007).

Selon (PdggeleretWaostemeyer, 2011) Rhizoctonia solani appartient au :

REGNE & oo Fungi

DIVISION & oo Basidiomycota

ClASSE &t Basidiomycetes

SOUS-CIASSE e, Agaricomycetidae

OFAre & oo Cantharellales

Famille & oo Ceratobasidiaceae

GEINIE & e Rhizoctonia

ESPCE & oo e Rhizoctonia solani (kuhn, 1858).

De nombreux criteres ont été utilisés pour délimiter les sous-groupes de Rhizoctonia
solani, la méthode la plus largement utilisé pour le diviser en groupes plus petits et plus
homogeénes était exclusivement sur la base de critéres tels que l'anastomose hyphale
(Parmeter Junior et al., 1969; Ogoshi, 1976; Anderson, 1982; Carling et al., 1987; Sneh
et al., 1991; Gonzalez Garcia et al., 2006), les groupes d'anastomose que 1’on désigne par
I’abréviation AG (“Anastomosis Groups”) sont reconnus sur le base de la capacité de leurs
hyphes a fusionner avec ceux d’une autre souche (Carling et al., 1994; Brown et Ogle,
1997).
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A ce jour, 13 AG ont été identifiés au niveau de I’espéce Rhizoctonia solani, et chaque
groupe d’anastomose est associé a un hote particulier (Tsror, 2010), par exemple le groupe
d’anastomose AG-8 est associé aux céréale (Roberts et Sivasithamparam, 1986), alors que
la majorité des Rhizoctonia affectant la pomme de terre sont les groupes d’anastomose AG-
3,AG-4 et AG-5 (Carling et al., 1986; Carling et al., 1989; Balali et al., 1995; Salamone
et Okubara, 2020).

3.3 Caractere morphologique:

Les jeunes hyphes de ce champignon montrent des ramifications plus ou moins a angle
aigu, inclinées dans le sens de croissance et sont invariablement un peu resserrés au point
d'union avec les hyphes principaux, alors que celles des hyphes matures les branches sont
approximativement perpendiculaires a I'hyphe principale, les distances entre les murs
transversaux sont plus grandes, les constrictions ou les branches apparaissent moins marquées
(Duggar, 1915) ils sont plus uniformes et rigide et deviennent plus profondément colorés, en
culture, les masses donnent lieu a des sclérotes (Mukerji et Manoharachary, 2010).
Cloisonné avec les septa a intervalles de 100-200 um, le diamétre des hyphes vegétatifs sont
de 8-12 um. Les articles mycéliennes sont multinucléées, contenant 2 a 18 noyaux (Duggar,
1915; Brown et Ogle, 1997) (Fig. 7).

~

Figure 7 : Mycélium de Rhizoctonia solani avec ramification et constriction a angle
droit (Nagaraj et al., 2019).
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3.4 Lecyclevital :

Rhizoctonia solani survit pendant de longues périodes sur les débris de culture et dans
le sol sous forme de mycélium et des sclérotes, mais passe également I'hiver a I'état dormant
sur les tubercules de pomme de terre (Walter et al., 2001; Wale et al,
2008). Rhizoctonia solani peut également survivre comme saprophyte et colonise les débris
organiques, il survit généralement sous forme d’hyphes mélanisés a parois épaisses (Brown et
Ogle, 1997).

Au condition favorable les sclérotes s’activent et germent et se mettent a produire un
amas (le mycélium), il pénétre directement dans les plantes et envahit les racines, les pousses
et les tiges (Wale et al., 2008), les racines et les stolons peuvent étre attaqué a tout moment
pendant la saison de croissance, bien que la plupart des infections surviennent au début du

cycle de croissance des plantes (Wharton et al., 2007).

Rhizoctonia solani est plus agressif dans des conditions chaudes (24-30 ° C) et plus
susceptible de causer des pertes économiques dans ces conditions (Beukema et Van Der
Zaag, 1990; Kraft et Pfleger, 2001).

3.5 Les affections causées

Le complexe de la maladie Rhizoctonia de la pomme de terre comprend deux phases
distinctes: infection des plantes en croissance (chancre Rhizoctonia) et infestation des
tubercules filles par les sclérotes (gale noire), I'une ou les deux phases peuvent étre présentes

dans les cultures de pommes de terre (Banville et al., 1996)

La gale noire et le chancre de la tige de la pomme de terre sont un complexe de
maladies économiquement important, causant des dommages a la fois quantitatifs et
qualitatifs aux cultures de pommes de terre (Tsror, 2010). Les premieres attaques de
Rhizoctonia solani se manifestent sur les jeunes pousses, il attaque les germes encore enterrés
les stolons et les radicelles, provoquant I’apparition de profondes tache brunes qui entrainent
des retards ou des manques a la levée (Bovey et Faes, 1967; Hide et al., 1989), il provoque
la fonte des semis avant et aprés la levée et la pourriture de la tige (Parmeter, 1970;
Trigiano et al., 2008; Wale et al.,, 2008) (Fig. 8b). Dans le cas d’attaque sévere le

champignon envahit aussi la base des tiges aériennes, formant une pellicule blanchétre
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aranéeuse qui remonte & quelque centimétre du sol et la tige ne tarde pas alors a fléchir
(Bovey et Faes, 1967) (Fig. 8a)

Figure 8 : les symptdmes causé par Rhizoctonia solani, a: Rhizoctonia solani envahit
la base de tige formant une pellicule blanche (El Bakali et Martin, 2006), b : I1ésions brunes
et enfoncées sous terre, tiges et les stolons (Wharton et al., 2007), ¢ : des sclérotes sur les
tubercules (Khan et al., 2016), d : Sclérotes (fleches) sur le tubercule (Originale, 2021).

Le symptome le plus typique des affections causées par Rhizoctonia solani se manifeste
par D’apparition sur les tubercules de sclérotes sombres (Weinhold et al., 1982), les
tubercules de semence avec certains ou plusieurs sclérotes ont toujours donné de nombreux
tubercules de descendance avec gale noire et aux yeux infectés par Rhizoctonia solani, et des
tubercules souvent déformé (Bovey et Faes, 1967; Hide et al., 1973) (Fig. 8c, d).

3.6 Méthode de lutte
3.6.1 Lutte culturale

La rotation avec des cultures non hotes et le systeme de travail du sol réduit, peut aider a

réduire les risques d'accumulation de la population par l'agent pathogéne, elle a un effet
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profond sur les cultures qui suit (Frank et Murphy, 1977; Mukerji et Manoharachary,
2010; Acton, 2012; Sneh et al., 2013), lI'application de fumier stable et une culture de
couverture de seigle réduit la quantité de Rhizoctonia solani sur les tubercules (Blodgett,
1939), en ce qui concerne la résistance a cette maladie, certaines variétés de pomme de terre

présentent des niveaux de tolérance (Yanar et al., 2005).
3.6.2 Lutte chimique

Les fongicides agricoles sont destinés au contrble des champignons phytopathogenes
qui provoquent des maladies lors du cycle de culture du végétal, mais ils ont un impact sur les
écosystémes et le milieu environnemental qui leur sont liées, cependant un usage irraisonnée
de ces composés chimique ne peut manquer de poser des problemes, mais restent des outils
indispensables (Catherine, 2014). Parmi les traitements préventifs proposés par la direction
de la protection des végétaux et des contrdles technique, le Fludioxomil qui est utilisé pour la
semence (DPVCT, 2015).

3.6.3 Lutte biologique

L’utilisation de microorganismes antagonistes a été proposé comme une composante de
la lutte biologique pour contréler Rhizoctonia solani comme les champignons Gliocladium
sp, qui assurent le meilleur potentiel inhibiteur sur Rhizoctonia solani (Alaya Ben Salem et
al.), et Cinq isolats de Trichoderma harzianum qui se sont avérés antagonistes contre
Rhizoctonia solani (Demirci et al., 2011; Ibrahim, 2017).

Ou encore des isolats bactériens Pseudomonas sp ont un excellent potentiel
d'utilisation comme agents de lutte biologique efficaces favorisant la croissance des plantes
avec une incidence réduite de la maladie (Tariq et al., 2010), méme trois souches de
bactéries Pseudomonas fluorescens B1, Pseudomonas fluorescens B2, et Serratia
plymuthica B4, ont un potentiel élevé des endophytes dans le contrle biologique

de Rhizoctonia solani dans des conditions de champs (Grosch et al., 2005).

Plusieurs plantes ont été étudiées contre Rhizoctonia solani, comme Dodonaea viscosa

qui a pu étre utilisé pour la gestion de la maladie (Aslam et al., 2010).
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4.1 Ammoides verticillata

4.1.1 Description

C’est une plante annuelle spontanée, qui ressemble au persil sauvage a tige gréle
mesurant en moyenne de 10 a 40 cm de hauteur tres ramifiée (Parsa, 1948; Quezel et Santa,
1963), racine axonomorphe, les feuilles radicales pennatiséquées ; 3 a 5 segments trés
rapprochés, pétiolées et verticillées, découpées en laniéres étroites (Ibiza, 1907; Parsa, 1948;
Castroviejo et Feliner, 2003; ElI-Houda et al., 2016).

La floraison de cette espéce commence au mois de mai et s’étale jusqu’en juillet, les
fleurs de couleur blanche, sont regroupées en ombelles composées de 8 a 15 rayons chaque
rayon composé de 2 a 6 (9) mm de pétales (Woods, 1850; Castroviejo et Feliner, 2003; El-
Houda et al., 2016), les graines de petites de forme ovoide (Battandier et Trabut, 1888;
Kadereit et Bittrich, 2019) (Fig. 9).

Figure 9 : Ammoides verticillata, a :(Lariushin, 2012), b : (Originale, 2021).
4.1.2 Classification

Ammoides verticillata (Desf.)Brig, il est a noter qu’elle est connue sous d’autres nom ;
Ammoides pusilla (Brot.) Breistr, Ptychotis Ammoides koch, Carum Ammoides (L.) Ball
(Conti et Bartolucci, 2015).
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Selon la classification Angiosperm phylogeny group IV (APG IV) (2016) appartient au :

REGNE & oo Plantae.

Clade: ..o Angiospermes.

Clade @ .o Eudicots.

Clade @ .o Eudicots centraux.

Clade .o Superastéridés

Clade & oo Asteridées Il

Famille .o Apiacées

GEBINIE & e Ammoides

ESPECE & e Ammoides verticillata (Desf.) (1914).

4.1.3 Nom vernaculaire

En Algérie, elle est appelée Nounkha ou Ninkha tirée du nom Perse «Nankhah» qui est
utilisée en Iran, comme aromate dans le pain. En effet, «Nan» et « Khah » signifient

respectivement pain et goGt (Baytop et Sutlipinar, 1986).
4.1.4 Distribution

Elle pousse en Afrique du Nord, en Ethiopie et en Turquie. Elle s’étend également dans
la région méditerranéenne, elle est cultivée en Inde, Iran, Afghanistan, Egypte et au Pakistan
(Quezel et Santa, 1963).

4.1.5 Composition

Cette  plante est riche en composes phénoliques (Senouci et al., 2020b), en
composés terpéniques : ( saponosides, stéroides, stérols et triterpenes) et en composés
azotés (alcaloides) (El-Houda et al., 2016).

4.1.6 Les principes actifs
4.1.6.1 Composes phénoliques

L' acide 5- O —cafeoylquinique, lutéoline-3- O- glucoside (Ziani et al., 2018), le
carvacrol (El Ouariachi et al., 2011) et le thymol (Attou et al., 2017).
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4.1.6.2 Monoterpénes

p-Cymene, limonéne, le y-terpinéne (Attou et al., 2017; Senouci et al., 2020a) et le

terpinéne-4-ol (Mami et al., 2021).
4.1.7 Propriété et utilisation

Connue pour son utilisation contre les maux de dos (Dietrich et al., 1988), la toux,
rhumes, grippes, bronchites (Bellakhdar, 2008), migraine, infections rénales et les Cycles
douloureux (Felidj et al., 2010).

4.2 Phlomis crinita

4.2.1 Description

Phlomis crinita est un buisson de 30 a 75 cm, la tige couverte de duvet formé par des
poils étoilés et pédicellés, les feuilles basales font 6 a 18 mm de longueur, elles sont
lancéolées, caduques, pelucheux, épais, avec des nerfs marqués sur la face inférieure, en
général en forme de cceur, avec bord recourbé, présente des fleurs groupées en verticilles,
généralement avec 6 fleurs chacun festonné (Castroviejo, 1986; Lopez Gonzalez, 2004;
Boubakr et al., 2015 ;Adjoudj, 2019) ; la levre supérieure courbée a 90 ° vers l'avant
formant un casque (Sanz et al., 2014), la lévre inférieure convexe, de la méme longueur que
la levre supérieure, le calice 5 a 10 nerfs et les fleurs jaunes trés voyantes, les étamines sont
longues, recourbées, et incluses dans la levre supérieure (Andrés, 1986; Castroviejo, 1986;
Leon et al., 2002; Lopez Gonzalez, 2004) (Fig. 10).

-y ' a®

Figure 10 : Phlomis crinita (Originale, 2021).
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4.2.2 Classification

Les Lamiacées, sont une famille végétale importante qui comprend 250 genres et plus
de 7000 especes (Stankovic, 2020). le genre Phlomis L. (Lamiaceae) comprend plus de 100
especes avec un principal centre de diversification dans le bassin méditerranéen oriental
(Azizian et Moore, 1982).

En Algérie, il existe 4 espéces : Phlomis herba-venti et trois espéces endémiques :

Phlomis bovei, Phlomis caballeroi et Phlomis crinita (Quezel et Santa, 1963).

Selon la classification Angiosperm phylogeny group IV (APG 1V) (2016) la plante

Phlomis crinita appartient au :

REGNE & i Plantae.

Clade: ..o Angiospermes.

Clade & oo Eudicots.

Clade & oo Asteridées

Clade @ .o Lamiidées

OFUI e Lamiales

Famille & .o Lamiaceae

GBINIE & ettt Phlomis

ESPECE & i Phlomis crinita Cav. (1795).

4.2.3 Nom vernaculaire

Nom vernaculaire local: khayat ledjrah (Boubakr et al., 2015), et en kabyle Ticabounin
(Hanoteau et al., 2003).

4.2.4 Distribution

L’espéce Phlomis crinita Cav, considéré comme d'origine ancienne, espéces de la
distribution eurasienne et dans le bassin méditerranéen orientale et Afrique du Nord (Andrés,
1986; Hofrichter, 2003; Babali et al., 2013; Desfontaines, 2013; El-Banhawy et Al-
Juhani, 2019).
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4.2.5 Composition

Présence des tanins, flavonoides, iridoides, stérols, glycosides cardiaques,

anthraguinone, coumarines et stéroides (Limem-Ben Amor et al., 2009b; Dellai et al., 2009).

4.2.6 Les principes actifs

4.2.6.1 Les flavonoides

p-coumaroylglucosides (Tomas-Barberan et al., 1992), lutéoléine, luteoleine-7-O-B-

lucopyranoside et phenylethyacohol glycosides (Kabouche et al., 2005).
4.2.6.2 Les terpénes

trans-Caryophyllene et p- caryophyllene germacrene D (Limem-Ben Amor et al.,
2008).

4.2.6.3 Les Glycosides

Verbascoside (Kabouche, 2005).
4.2.7 Propriété et utilisation:

Usage thérapeutique: khayat ledjrah, une expression, qui pourrait étre traduite
littéralement par quiconque « suture plaies », faisant probablement référence aux propriétés

cicatrisantes (Gonzalez-Tejero et al., 1995; Boubakr et al., 2015).

Un déshydratant astringent, les fleurs sont bonnes pour avoir les cheveux de couleur
dorée et les feuilles guérissent les brilures (Quer, 2012), diurétique (Murad et Bian, 2019),
hémostatique (Schroder et al., 1996) anti-inflammatoires, des propriétés antiallergiques,

anticancéreuses, antimicrobiennes et antioxydante (Limem-Ben Amor et al., 2009a).
4.3 Reseda alba
4.3.1 Description

Reseda vient du latin, « de resedare » qui signifie calmer et guérir (Couplan, 2009),
plante vivace avec une tiges assez robuste de 30 a 60 cm de haut (Lemoine, 2005), munis de
feuilles découpée profondément en segment inégaux, poilues a la base, et ramifiées au

sommet possédant au moins 10 lobes, lancéolés de couleur vert foncé brillant, les fleurs sont
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blanches groupées en épis et rétrécies au sommet (Sehimi, 1987; Lemoine, 2005; Polese,
2007), elles comporte 5 a 6 sépales et 5 a 6 pétales et de nombreuses étamines de 11 a 13,

apparaissent de mai a septembre (Fig. 11).

Le fruit est une capsule en forme d’outre ouverte a quatre dents (Lemoine, 2005;
Baldwin et al., 2012), les grains de pollen sont prolate-sphéroidal rugueuses (De Langhe,
1983; Daniel, 2012; Cilden et al., 2021).

4.3.2 Classification

Les Resedaceae est une petite famille incluse dans l'ordre des Brassicales, trés voisine
de celle des cruciféres composée de six genres (Courchet, 1898; Martin-Bravo et Escudero,
2012), le genre Réséda est probablement le plus grand, composé de plus de 50 espéces (De
Wit et Boedyn, 1963; Punt et Marks, 1995).

Selon la classification Angiosperm phylogeny group IV (APG 1V) (2016) la plante

Reseda alba appartient au :

REGNE & oo Plantae.

Clade: oo Angiospermes.

Clade @ .o Eudicots.

(0 F- Vo [ USRS Rosideées.

Clale & oo Malvidées.

OFAIE e Brassicales.

Famille @ oo Resedaceae.

GEBINIE & e Reseda.

ESPECE & e Reseda alba (L). (1753).
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Figure 11 : Reseda alba, a: Champ de Reseda alba, b: fleurs de Reseda alba
(Originale, 2021).

4.3.3 Nom vernaculaire

Le nom vernaculaire de Reseda alba le plus cité dans la littérature est Achebet — EI —
Kherouf (Debeaux, 1894; Foureau, 1896), et Dhil kherouf en tunisie (Akrout et al., 2010).

4.3.4 Distribution

Reseda alba est une espece largement répandue.(Abdallah et De Wit, 1978), elle
abondent surtout dans I’Europe (Couplan, 2009), Asie et I’Afrique du nord (Courchet,

1898), tres fréguente en région méditerranéenne (Polese, 2007).

Se trouve sur les terrains vagues et pierreux (Polese, 2007), elle pousse aussi dans les
champs, sur sable, pres du littorale (Lemoine, 2005), les bords des routes et les voie ferres
(Sehimi, 1987), généralement préferent les sols basiques (Martin-Bravo et Escudero,
2012).

4.3.5 Composition

Reseda alba contient du calcium, potassium, magnésium et du phosphore (Akrout et
al., 2010), identifiee comme hyper accumulateur des métaux lourd en particulier le Pb
(Hasnaoui et al., 2020), presque tous les résédas contiennent dans leur organe végétatif et
notamment dans leur tige une matiere colorante jaune la lutéoline abondante (Courchet,
1898), contient des saponines, des flavonoides et des tanins et absence d’alcaloides (Akrout

etal., 2010).
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4.3.6 Les principes actifs
4.3.6.1 Glucosinolate

2- Hydroxy-2-méthyl-propyl-glucosinolate (Gmelin et Kjeer, 1970).
4.3.6.2 Les flavonoides

Rutine, lutéoline, quercétine. (Soliman et al.,, 2004), et kaempférol-3,7-0-a-L-
dirhamnoside (Nebel, 2006).

4.3.6.3 Les phénols

Acide p-coumarique et acide chlorogenique (Soliman et al., 2004).
4.3.7 Propriété et utilisation

Le Reseda blanc est ornemental, ses feuilles sont comestible en salade, leur saveur est
Iégerement piquante et proche de celle des cruciféres, et fréquemment été consommé a la
facon des asperges en Gréce, et parfois encore en Italie assaisonné avec de I'huile d'olive
(Nebel, 2006; Couplan, 2009).

Les habitants de I’ile d’Ischia prés de Naples se servent du Reseda alba comme légume
(Gesellschaft, 1858), le godt qui est un peu comme le chou (Abd Allah et Isma‘il, 1967), en
Turquie les racines sont mangés contre les maux d’estomac mais avec un gout amere
(Couplan, 2009), utilisé aussi contre les coliques, diarrhées et I’intoxication (Abdallah et De
Wit, 1978).
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5.1 Site de récolte et matériel végétal

Les trois plantes étudiés ont éeté récoltés au début durant 1’année 2018, le matériel
vegétal a éte récolté en pleine inflorescence a I'état spontané,. Les lieux de récolte des plantes
sont présentés dans la Figure 12. Les échantillons des plantes ont été prélevés a partir de la

commune de Lardjem.
5.2 Localisation geographique des sites de prélevement

La présente ¢tude a ét€¢ menée dans la commune de Lardjem a 1’Ouest de la wilaya de
Tissemsilt, cette commune s’étend sur une superficie totale de 26600 has. Elle se trouve entre
les coordonnées suivantes : 35° 44’ 58” Nord, 1° 32’ 54" Est.

Elle est limitée au nord par la commune de Larbaa, au sud par les communes de Sidi
Lantri et Maacem, a I’Est par les communes de Bordj Bounaama, Sidi Abed et Tamellahet, a
I’Ouest par la wilaya de Relizane et au Sud-ouest par la commune de Melaab. La superficie
forestiere dans cette commune est 17683,6605 has soit un taux de boisement de
66,48%.(https://fr.db-city.com//).

La localisation géographique des sites de prélevement est présentée la carte ci-dessous :
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Figure 12 : Localisation geographique de la zone d’etude (commune de Lardjem, wilaya

de Tissemsilt ).
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5.3 Données climatiques de la commune de Lardjem

Le climat, par ses différents facteurs (température, pluviométrie, vent, humidité), joue
un réle déterminant et intervient dans la régénération, le développement et la répartition

géographique des vegétaux.
5.3.1 Diagramme Ombrothermique:

Le diagramme Ombrothermique de la région de Lardjem est représenté par la figurel3.
L’histogramme représente les précipitations moyennes mensuelles en mm et la courbe
représente la température moyenne mensuelle en degré Celsius (C°) de chaque mois des 30

derniéres années.

50°C 100 mm

40°C 37°C 37°C

30°C . c/

75 mm

50 mm

20 °C 1G) 49 18 “C/-_‘\IB“C 19 °C
16 °C / 15.2C
14 °C 13 °G 14 °C
i 9°C 9°C 25 mm
10 °C 7°C
o, 6 °C
SEE ISEE
0°C 0 mm

Jan Fév Mar Avr Mai Jun Jul Aol Sep Oct Nov Déc

Précipitation — Maximale moyenne quotidienne
Jours chauds — Minimale moyenne quotidienne
Nuits froides

Figure 13 : Diagramme de la temperature et precipitation de la region de lardjem (http:
meteoblue.com).

La température est un des éléments fondamentaux dans la détermination du caractére
climatique d’une région, et aussi un facteur nécessaire a 1’apport de I’énergie pour les plantes.
Les températures moyennes mensuelles sont, de novembre a avril, inferieures a la moyenne
annuelle et sont supérieures a cette moyenne de mai a octobre, divisant ainsi I’année en deux

saisons : 1I’une froide et I’autre chaude.

L'hiver a Lardjem se caractérise par des précipitations bien plus importantes qu'en été.

Cette région connait une période pluvieuse qui s’étend de début d’Octobre a la fin de Mai. en
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atteignant son maximum en mois de mai (47 mm) Les mois de Juin, Juillet et Aodt sont les

mois les plus secs, avec un minimum enregistré au mois de juillet (16 mm).

5.3.2 Quotient pluviothermique d’Emberger

Le diagramme correspondant permet de déterminer la position de chaque station
météorologique et de délimiter I’aire bioclimatique d’une espece ou d’un groupe végétale. Le
quotient ’EMBERGER, est spécifique du climat méditerranéen, il est le plus fréquemment
utilise en Afrique du Nord. Le quotient Q2 a été formulé de la fagon suivante :

2000x P

M?x m?

Q.=

M : moyenne du maxima du mois le plus chaud en degré absolu °K.
m : moyenne du minima du mois le plus froid en degré absolu °K.

P : précipitation annuelle en mm.

Le Q2 calculé pour la période (1991-2021) est équivalent a 46,21 et donc la zone

d’étude se trouve dans 1’étage bioclimatique semi-aride a hiver temperé, doux (Fig. 14).

Chapitre V : La zone d’étude
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Figure 14 : Climagramme d’Emberger pour la période (1991-2021).
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Notre étude porte sur deux ennemis de la pomme de terre ; une espéce de Gelechiidae,
Phthorimaea operculella, communément appelée la teigne de la pomme de terre; et le

champignon Rhizoctonia solani.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de proposer un moyen de lutte naturelle contre ces
ennemis, comme alternative aux pesticides, qui sont tres nocifs pour la santé et

I’environnement, et la mise en valeur des substances naturelles, d’origines végétales.
Notre travail se repose sur deux parties distinctes.

v/ La premiére partie concerne 1’étude phytochimique basée, principalement sur
I’extraction et la détermination qualitative et quantitative des métabolites secondaires
de trois plantes (Ammoides verticillata, Phlomis crinita, Reseda alba).

v’ La deuxiéme partie est consacrée a I’évaluation des activités biologiques. Citons :
I’activité antioxydante, activité (larvicide, ovicide et de la ponte) contre Phthorimaea

operculella et I’activité fongicide contre Rhizoctonia solani.
Cette partie expérimentale est réalisée au sein des laboratoires suivants :

v’ Laboratoire de recherche d’agro-biotechnologie et de nutrition en zone semi-
aride. Faculté SNV. Universite Ibn Khaldoun. Tiaret. Algérie.

v’ Laboratoire de protection des végétaux. Faculté SNV. Université d’Ibn
Khaldoun .Tiaret .Algérie

v Laboratoire de biochimie. Faculté SNV. Université lbn Khaldoun. Tiaret,
Algérie

v’ Laboratoire de Microbiologie. Faculté SNV. Université d’Ibn Khaldoun .Tiaret
Algérie

v' Laboratoire d’Hygiéne et pathologie animale. ITMA. Université Ibn Khaldoun.
Tiaret. Algeérie.
v Laboratoire de reproduction des animaux de la ferme. ITMA. Université Ibn

Khaldoun. Tiaret. Algeérie.
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6.1 Matériel biologique
6.1.1 Matériel végétal

Le choix des trois plantes s’est porté sur Ammoides verticillata, Phlomis crinita et
Reseda alba. L’identification botanique de ces espéces végétales, est encadrée par Mr. Ait
Hammou (enseignant au niveau de la faculté de SNV, Université Ibn Khaldoun, Tiaret).

6.1.2 Matériel animal (insecte)

La teigne de la pomme de terre : I’identification de cet insecte est encadrée par Mme
Labdelli (enseignante au niveau de la faculté de SNV, Université Ibn Khaldoun, Tiaret).

6.1.3 Matériel fongique

Isolats de Rhizoctonia solani obtenus a partir de tubercules de pomme de terre
contamines présentant les symptdmes typiques du rhizoctone brun. L’identification de ces
isolats est encadrée par Mr. Yezli (enseignant au niveau de la faculté de SNV, Université lbn
Khaldoun, Tiaret).

6.2 Méthodologie retenue

Nous rappelons que ce travail de recherche consiste a trouver un biopesticide a base de

plante comme alternatif naturel au produit chimique.

De ce fait, nous avons jugé important de commencer, tout d’abord, par 1’étude
phytochimique des extraits de nos trois plantes, qui a pour objectif de détecter les principaux
métabolites secondaires existants, responsables de la plupart des activités biologiques de
chaque espéce végétale.

6.2.1 Etude phytochimique

L’étude phytochimique se manifeste par une analyse qualitative, soit par la formation

d’un précipité, ou par une coloration caractéristique du composé ; et une analyse quantitative.
6.2.1.1 Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal (partie aérienne : tige, feuille et fleur) est nettoyé et séché dans

I’obscurité, a une température ambiante (25 + 1 ° C) pendant 2 semaines. Une fois, les plantes
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séchées, elles sont broyées dans un mixeur, puis la poudre tamisée est conservée dans des

flacons en verre entreposés au laboratoire, a 1’abri de I’humidité et de la chaleur.
6.2.1.2 Préparation des extraits

Trois extraits de polarité croissante (éther diéthylique, méthanol et eau distillé), sont

préparés comme suit :

Une prise de 20g de la poudre végétale a été mise a macération dans 200 ml de
méthanol / éther diéthylique sous agitation pendant 24 heures a une température 25 = 2°C. Les
extraits obtenus ont éteé filtrés et séchés dans un rotavapeur jusqu’ a 1’élimination des solvants.

Le résidu sec est conservé jusqu’a son utilisation (Mouas et al., 2017) (Fig. 15b).

Pour I’extrait aqueux, la technique utilisée est celle proposée par Etou-Ossibi et al.
(2005), Aouinty et al. (2006) et Yougbaré-Ziébrou et al. (2016). Une infusion de 50g de
poudre végétale, est additionnée a 500 ml d’eau distillée, préalablement portée a ébullition.
Le mélange est laissé, sous agitation magnétique a froid pendant 24 heures. Apres, il est
filtré sur papier wattman n°04. Le filtrat obtenu est séché dans I’étuve a 40°C puis stocké

dans des flacons recouverts de papier en aluminium a 4 °C (Fig. 15a).

s "L
-

3
¢

Figure 15 : Préparations des extraits ; a : extrait aqueux ; b : extrait a partir des

solvants (dans un rotavapeur).
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6.2.1.3 Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule donnée par (Falleh et al., 2008)

comme suit :
R(%) = PR/PV x 100

R(%0) : Rendement d’extrait.
PR :Poids du résidu sec en mg.

PV  :poids de matériel végétal (en mg).

6.2.1.4 Screening qualitatif
Les résultats qualitatifs sont classés en comme suit :

* Reaction fortement positive (+++)
* Réaction positive (++)
* Réaction plus au moins positive (+)

* Réaction négative )]
6.2.1.4.1 Mise en evidence des Anthocyanes

Les anthocyanes sont révélés par addition de 5 ml d’acide sulfurique a 10% et 5 ml
d’infusé a 5%. Puis on ajoute 5 ml d’une solution d’hydroxyde d'ammonium (NH4OH),
diluée a 50%. Une apparition d’une coloration bleu violacée, atteste la présence des

anthocyanes (Bruneton, 1999).
6.2.1.4.2 Mise en évidence des Glycosides cardiaques

A 5ml dextrait, on a ajouté 2 ml d'acide acétique glacial, contenant une goutte de
solution de chlorure ferrique, puis 1 ml d'acide sulfurique concentré a été ajouté. L’apparition
d’un anneau brun marron spécifique aux glycosides avec 2-désoxysucres, tandis que dans la
couche d'acide acétique, un anneau verdatre peut se former juste au-dessus de I'anneau brun
(Bhat et al., 2005; Ayoola et al., 2008).
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6.2.1.4.3 Mise en évidence des Alcaloides

Les alcaloides sont détectés par le test de Wagner ; 1 ml de réactif de Wagner a été
ajouté goutte a goutte a 1ml d’extrait. La formation d'un précipité brun rougeéatre indique la

présence des alcaloides (Wagner et Bladt, 1996; Evans, 2002).
6.2.1.4.4 Mise en évidence des Tanins

Les tanins sont détectés par la réaction de FeCl3; 2ml d’extrait sont transférés dans le
tube a essais et quelques gouttes de FeCl3 (0,1%) sont ajoutées. Une coloration vert brunatre

confirme la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).
6.2.1.4.5 Mise en évidence des Flavonoides

Une petite quantité d’extrait est mélangée a 2 ml d'hydroxyde de sodium aqueux a
10%, pour produire une coloration jaune. Cette solution devient incolore lors de I'ajout

d'acide chlorhydrique dilué, ce qui indique la présence des flavonoides (Evans, 2002).
6.2.1.4.6 Mise en évidence des flavanes

2ml d’infusé a 10 % sont mélangés avec 1’acide chlorhydrique concentré, renfermant
2% de vanilline. L’apparition d’une coloration rouge, indique une réaction positive (Senhaji
et al., 2005).

6.2.1.4.7 Mise en évidence des Coumarines

2 ml de chaque extrait sont partagés dans deux tubes. On ajoute a un des tubes 0.5 ml
de NH40H 25 %, ensuite, une goutte de chaque tube est déposée sur un papier filtre
qui sera observée sous U.V. a 366 nm. Une fluorescence intense est observée pour le tube
contenant le NH4OH (Bruneton, 1999).

6.2.1.4.8 Mise en évidence des Stéroides

Le résidu de chaque extrait est dissout dans 1 ml d’anhydride acétique et 0.5 ml
d’acide concentré. L’apparition a 1’interface d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu

ou au vert, indique la presence des stéroides (Edeoga et al., 2005; Xiong et al., 2007)
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6.2.1.4.9 Mise en évidence des terpénoides

L'extrait de plante est mélangé dans 2 ml de chloroforme, puis 3 ml H2SO4 concentré
sont ajoutés soigneusement. La formation d’une couche brune rougeatre a l'interface indique

la présence des terpénoides (Alamgir, 2018).
6.2.1.4.10 Mise en évidence des Quinones libres

A 2 ml d’extrait végétal chloroformique, mélangé avec 2 ml de NaOH 10%. Si la
coloration de la phase aqueuse vire au rouge puis au violet ; ceci indique la présence des

quinones libres (Harborne, 1998).
6.2.1.4.11 Mise en évidence des Saponines

La présence des saponines est déterminée, quantitativement par le calcul de I’indice de
mousse ; degré de dilution donnant une mousse persistante dans des conditions déterminées,
2g d’extrait végétale dans 100 ml d’eau distillée pour constituer la solution mére. A partir de
cette solution, on prépare 10 tubes (1,3 cm de diamétre interne) avec 1, 2, ... 10 ml, les 9

premier tubes sont ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée.

Les tubes sont agités pendant 15 secondes. Aprés 15 min de repos et en position
verticale, on mesure la hauteur de la mousse persistante en cm. Leur présence est déterminée

quantitativement par le calcul de I’indice de mousse selon la formule suivante :
IM: Hx10/0,0X

IM = indice de mouse.
H = hauteur de la mousse (cm) le plus proche de 1 cm

X = numéro du tube ayant une hauteur de mousse égale ou proche de 1 cm.

La présence des saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100
(Brunel, 1948; Dohou et al., 2003).

6.2.1.5 Analyses quantitatives

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, flavonoides et des anthocyanes des

différents extraits, sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire des
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courbes. La raison principale pour le choix de ces substances, réside dans le fait que la

majorité des activités biologiques et pharmacologiques des plantes leurs sont attribuées.
6.2.1.5.1 Deétermination quantitative des polyphénols totaux
Principe de la méthode

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). Commercialisé sous la dénomination de Folin-

Ciocalteu. Il est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene et de molybdéne, qui sont des produits colloidaux (Ribéreau-Gayon, 1968;
Burgot, 2011). La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et
750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Collin et Crouzet, 2011).

Mode opératoire

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu,
décrite par (Wilfred et Nicholson, 2006). Un volume de 100 pl de I’échantillon, est mélangé

avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 2%.

Aprés un repos de 5min a température ambiante, 100 ul de réactif Folin-Ciocalteu a
0,2N sont ajoutés. L’ensemble est incubé a 1’obscurité pendant 30 minutes et la lecture est

effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a 700 nm.
Courbe d’étalonnage

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé¢ dans la méthode de Folin-
Ciacalteu (Wilfred et Nicholson, 2006). Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele
dans les mémes conditions expérimentales avec 1’acide gallique, a différentes concentrations
(0 a 1 mg/ml). Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 1 g de

matiere seche (Fig. 16).
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Figure 16 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
6.2.1.5.2 Dosage des flavonoides
Principe de la méthode

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode colorimétrique avec le
trichlorure d'aluminium. Cette méthode est basée sur la formation d'un complexe flavonoide-
aluminium, ayant un maximum dabsorption a 415 nm (Patil, 2020). Dans le visible, on
observe une coloration jaune. Cette coloration est due a la formation d’un complexe entre le
chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides
(Lagnika, 2005).

Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Zhishen et al. (1999). Une prise de
500 ul de I’extrait ou d’étalon ou de 1’eau distillée pour le témoin, sont ajoutés a 1500 ul
d’eau distillée. Puis une prise de 150 ul de nitrite de sodium (NaNO,) a 5% est ensuite
ajoutée. Apres 5 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, on ajoute 150 pl
de ALCL 3 a 10%, le tout est ré incuber dans les conditions précédemment mentionnées
durant 6min. A la fin, 500 ul de NaOH & 4% sont additionnées au mélange; I'absorbance du

mélange est déterminée a 510 nm par rapport a un blanc d'eau préparé.

42



Partie expérimentale Chapitre VT : Matériel et méthodes

Courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
experimentales, avec la quercétine a différentes concentrations (0 a 1 mg/ml). Les résultats

sont exprimés en mg eéquivalent de quercétine par 1 g de matiere seche (Fig. 17).

14 - y=21,117x + 0,0373
R? = 0,9891 *

Absorbance a 510 nm

T 1

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080

Concentration en mg/ml

Figure 17 : Courbe d'étalonnage de la quercétine.
6.2.1.5.3 Dosage des tanins condensés
Principe de la méthode

Les tanins condensés lorsqu’ils sont traité en milieu acide, peuvent étre polymeérisés et
génére des anthocyanidol, ce dernier lorsqu’il est couplés a la vanilline y a une formation
d’un adduit. En effet la vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des
proanthocyanidines (tanins condenses), donnant une coloration rouge dont I’intensité est
proportionnelle aux taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente un maximum
d’absorption a 500 nm de longueur d’onde (Ghedadba et al., 2015; Boutefnouchet et al.,
2020).

Mode opératoire

Le dosage des tanins condensés est réalisé par la méthode de la vanilline décrite par
Broadhurst et Jones (1978). Un volume de 250 ul d'extraits placés dans des tubes
recouverts d'une feuille d'aluminium, puis 1500 ul de 4% de vanilline (p / v) sont ajoutés.
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Les tubes ont été secoués vigoureusement et immédiatement aprés, 750 ul de HC1
concentré sont additionnés. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante

pendant 20 min. Les absorbances sont mesurées a 500 nm.
Courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
expérimentales, avec la catéchine a différentes concentrations (0 a 1 mg/ml). Les résultats

sont exprimés en mg équivalent catéchine par 1 g de matiere seche (Fig. 18).

1,2 4

y =4,9843x + 0,0008
R? = 0,9964

Absorbance a 500 nm
o
[0}

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentration en mg/ml

Figure 18 : Courbe d'étalonnage de la catéchine.
6.2.1.5.4 Dosage des anthocyanes
Principe de la méthode

Les anthocyanes sont particulierement sensibles au pH; d’ailleurs en solution
I’anthocyane présente deux formes en équilibre, I'une incolore et I’autre colorée. En
déplacant cet équilibre, on provoque une variation de 1’intensité de la couleur proportionnelle

a la teneur en anthocyanes (Macheix et al., 2005; Colette, 2010).
Mode opératoire

La teneur en anthocyane est analysée selon la méthode de Chung et al. (2005) et Einali

et al. (2018). Les extraits sont obtenus, en utilisant 25 mg de chaque poudre de plante a 1 ml
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de méthanol acidifié (HCI 1%) pendant 2 h a température ambiante dans l'obscurité, puis
centrifugés a 2000 tours/min pendant 10 min. La concentration d'anthocyanine dans le
surnageant, est mesurée par spectrophotométrie a 530 et 657 nm, respectivement. Les valeurs

d'absorbance pour 530 et 657 nm ont été indiquées comme Asz et Ags7, respectivement.

La teneur en anthocyanes a été calculée en supposant un coefficient d'extinction de
31,6MYecm™ qui était utilisé pour convertir les valeurs dabsorbance en concentration

d'anthocyanine. La concentration a été calculée a lI'aide de I'équation suivante:

(Aszo 0,33) X Agsy volume (ml)

Teneur en anthocyanes (umole / g) = X _—
31,6 poids (g)

6.2.2 Elevage de la teigne de la pomme de terre (Phthorimaea operculella)

Avant de démarrer I'élevage de masse de la teigne de la pomme de terre en laboratoire,
afin de pouvoir reproduire un cycle de vie complet et obtenir suffisamment d’insecte pour
démarrer les tests biologiques, il fallait déterminer les conditions favorables de la teigne de la

pomme de terre pour un élevage réussis.
6.2.2.1 Détermination du régime alimentaire optimal pour 1’élevage

Pour déterminer le meilleur régime alimentaire pour 1’élevage de masse, on a adapté la
méthode utilisée par Badegan et Ngameni (2000). 10 a 15 couples, nouvellement émergés,
sont mis dans un bocal, alimenté de différentes concentrations en sucre (5%, 10%, 15%,
20% et 25%) par le haut quotidiennement, la préparation de ces différentes concentrations

consiste a la dilution de poudre de sucre dans 100 ml d’eau distillé (Fig. 19).

L’effet de 1’alimentation sur le temps de développement (longévité de 1’adulte) et sur la
fécondité, est enregistré dans la méme expérience. Observations quotidiennes a chaque

concentration

La fécondite était déterminée par le nombre d'ccufs pondus par femelle. Cela indique le

nombre moyen d'ceufs qu'une femelle avait pondus au cours de son cycle biologique.
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Figure 19: Bocal de ponte.

6.2.2.2 Détermination de la température optimale pour I’élevage

Pour déterminer la température optimale pour I’élevage de masse, on a adapté la
méthode utilisée par Golizadeh et Zalucki (2012) et Andreadis et al. (2017). 10 a 15
couples, nouvellement émergés sont mis dans un bocal nourri d'une solution de sucre a 10 %
en tant que source de nourriture par le haut, effectuée quotidiennement. L’élevage est
maintenu a huit températures constantes (20, 22, 25, 27, 30, 32 et 35 ° C) sous une
photopériode 14J: 10N. La température a été surveillée a l'aide d’un thermomeétre. La

variation de temperature était + 0.3° C.

A chaque température la longévité et la fécondité des individus de Phthorimaea

operculella ont été enregistrées.
6.2.2.3 Méthode d’élevage adapté

L’¢levage de la teigne de la pomme de terre a été effectué dans un laboratoire, a des
conditions de 27 + 1 °C, 70 £ 5% HR et photopériode de 14: 10 (J: N) en adaptant la méthode
décrite par Singh et Charles (1977), Briese (1980), Badegan et Ngameni (2000) et Visser
(2004). Les tubercules infestés de larves de Phthorimaea operculella sont obtenus et
conservés dans une cage d’élevage (40x60x40 cm) (Fig. 20). La ventilation a été réalisée en

fixant une ouverture recouverte de mailles au couvercle de la cage de développement. Le
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fond de la cage était recouvert d'une fine couche de sable désinfecté, pour une nymphose

réussite et un ramassage facile des nymphes, qui seront sexés pour le suivie des adultes (Fig.
21).

Figure 20: Elevage de la teigne de la pomme de terre.

Un bocal en verre mesurant 15 x 20 cm est placé sur le couvercle supérieur de la cage
d’elevage, pour faciliter le ramassage des adultes, parce que les teignes de la pomme de terre,
volent toujours vers le haut. Le bocal est ensuite transféré pour la ponte, nourris
quotidiennement d'une solution de sucre a 10 % ; I’autre extrémité ouverte (partie inferieure)
du bocal est fermée par un grillage sur lequel un morceau de papier filtre est placeé pour le
dépot des ceufs, collectés quotidiennement et conservés dans un réfrigérateur a 4 ° C.

Pour les larves, les ceufs sont placés a une température de 27°C dans des boites pétri en
verre fournies de rondelles de pomme de terre comme nourriture. Apres I'éclosion, chaque

larve du premier stade est immédiatement transférée pour les différents tests.
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Figure 21: Récupération des nymphes de Phthorimaea operculella.
6.2.3 Etude de ’agent pathogéne
6.2.3.1 Isolement

L’isolement des souches est réalisé a partir des sclérotes prélevés de la surface des
tubercules contaminés. Les sclérotes sont aseptiquement prélevés et désinfectés par un
passage dans une solution d’hypochlorite de sodium a 2%, suivi de trois ringages successifs a
I’eau distillée stérile. Les sclérotes sont ensuite, séchés puis déposés au centre d’une boite de

pétri, contenant un milieu PDA (Fig. 23), dont la composition est la suivante :

Pomme de terre..........ccoevvvnene 200 g
Glucose (Dextrose) ................. 209
AGAr oo 209
Eau distillée ...........cccorevnnnn. 1000 ml
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La culture est incubée en chambre de culture pendant 5 jours, a une température
ambiante de 25°C.

U R

Figure 23 : Isolement de I'agent pathogene Rhizoctonia solani a partir des tubercules
(Originale, 2021).

6.2.3.2 Purification des isolats

Dés que les colonies fongiques sont visibles, on procede a I’aide d’un emporte piéces, a
des prélevements d’explants de mycélium de 6mm a partir de la culture a la périphérie des
colonies et repiqués dans des boites de Pétri contenant un milieu PDA ; afin d’éliminer les
bactéries et/ou les champignons qui contaminent ces cultures. Les cultures ainsi obtenues sont

incubées a 1’obscurité a une température ambiante de 25°C. En cas de contamination, il est
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nécessaire de transplanter le mycélium dans des nouvelles boites, les prélevements doivent

étre faits le plus loin possible de I’origine de la colonie (Rapilly, 1968).
6.2.3.3 Conservation des isolats

Les cultures purifiées sont repiquées dans des tubes a essais, contenant du milieu PDA

et conservees dans un réfrigerateur & une température de 4°C.
6.2.3.4 Identification morphologique des isolats

L’identification morphologique est basée, principalement sur [1’observation
macroscopique (couleur des colonies, formation de sclérotes) et microscopique des isolats de
Rhizoctonia solani, par la technique du drapeau. L’identification est basée principalement sur
les critéres établis par Duggar (1915), Parmeter (1970), et Barnett et Hunter (1972).

e [L’aspect et la coloration du mycélium sur milieu PDA.

e L’aspect des hyphes.

e Présence ou absence d’anses d’anastomose

e Laformation des septa (angle)

e Nombre des noyaux dans chaque cellule mycélienne.

e La présence ou I’absence des cellules moniloides cylindriques. Chez les

mycéliums agés.

6.2.4 Activité biologique des extraits aqueux

Ce volet va entamer I’activité biologique de nos trois extraits aqueux (Ammoides
verticillata, Phlomis crinita, Reseda alba) en mesurant : 1’activité antioxydante, 1’effet
larvicide, I’effet ovicide, activité de la ponte sur Phthorimaea operculella et I’activité

antifongique sur Rhizoctonia solani.

6.2.4.1 Activité antioxydante

6.2.4.1.1 Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de
DPPH (1,1-Diphényle-2-picrylhydrazyl). DPPH est un radical libre stable a température
ordinaire qui présente une couleur rose-violacée bien caractéristique. Les antioxydants

présents dans I'échantillon le réduisent et il devient la diphénylpicrylhydrazine de couleur
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jaune, ce qui conduit a une diminution de 1’absorbance. La décoloration du DPPH est
directement proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a le réduire, ce qui est
facilement mesurable par spectrophotométrie a 517 nm. La méthode est généralement
standardisee par rapport & un antioxydant standard (Popovici et al., 2009; Oliveira et
Rodrigues, 2018).

6.2.4.1.2 Mode opératoire

Cette activité est mesurée par le protocole décrit par Hsu et al. (2007) et Soni et Sosa
(2013). La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de ce produit dans 100
ml de méthanol. Les solutions meres des extraits ont été préparées dans le méthanol pour
atteindre la concentration de 1 mg/ml. Des dilutions d’extraits, a des concentrations
décroissantes sont préparées, sont ajoutées a un volume équivalent de DPPH. Le mélange
obtenu est laissé pendant 30 minutes, dans I'obscurité a température ambiante. La lecture
spectroscopique est enregistrée a 517 nm. La solution du DPPH et méthanol, sans échantillons
est utilisée comme controle négatif et 1’acide ascorbique est utilisé comme témoins positifs
(Fig. 24).

Cette activité est estimée en pourcentage d’inhibition, calculé suivant la formule suivante :

I % = [(AO0 - A) / AQ] x 100%.
I % : Le pourcentage d'inhibition
A0 : Absorbance de la réaction du témoin négatif (T= 0 min)

A: Absorbance de 1’échantillon contenant une dose d'extrait testée (T= 30 min)

L’ICso, qui est la quantité d'échantillon nécessaire pour diminuer I'absorbance du DPPH

de 50% et qui permettra la caractérisation du pouvoir antioxydant des extraits, est calculé,
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Figure 24 : Dilutions préparées pour tracage de la courbe d'étalonnage d'acide ascorbique.
6.2.4.2 L’effet larvicide

Des essais biologiques sont utilisés pour déterminer I'effet larvicide des extraits aqueux
de trois plantes; Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, a différentes
concentrations (0.5%, 1%, 1.5% et 2%,) sur les larves de Phthorimaea operculella, selon le
protocole d’Erdogan et Yilmaz (2018), avec quelques modification ; et cela par deux
méthodes (trempage de la pomme de terre et trempage des larves). Les extraits sont préparés
avec de l'eau distillée. Les expériences sont réalisees dans des conditions de laboratoire (27 +
1°C, 70 £ 5% HR et photopériode de 14: 10 (J: N). Chaque test est répété six fois.

6.2.4.2.1 Trempage de la pomme de terre

Un tubercule de pomme de terre (environ 150 g) est plongé dans des concenCLtrations
préparées, pendant 30 secondes. Apres cela, ces tubercules sont laissés sécher pendant 30
minutes. Apres séchage, les tubercules sont placés dans des cages de (20 x 20 x 10 cm) et 10
larves nouvellement écloses sont transférées dans chaque cage. Ensuite, les cages sont placées
au laboratoire et les aspects biologiques suivants sont étudiés: pourcentage de mortalité des
larves avec le calcul de CLsg et CLgo, pourcentage de nymphose, pourcentage d'émergence
des adultes et I’Indice de dommage des tubercules ; ce dernier est calculé selon la formule de
Fenemore (1980a) citée si dessous.

DI= (n © léger x1) + (n ® modéré x2) + (n © sévere x3) X10

nombre total de tubercules
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L’évaluation de l'indice moyen de dommages est déterminée selon les catégories

d’infestation, en fonction du nombre de tunnels larvaires visibles depuis I’examen externe.

L'indice maximum possible est donc de 30 tunnels / tubercules, si tous les tubercules

entrent dans la catégorie séveére.

Tableau 4 : Catégorie d’infestation selon Fenemore (1980a).

Catégorie o
_ ) Catégorie des dommages facteur
d'infestation
1. propre Aucun signe visible d'infestation 0

o Une ou deux mines, qui pourraient étre retirées facilement
2. Legere x1
lors du pelage

o Plus de deux mines présentes et jusqu'a un tiers de la surface
3. Modére ] X2
présentant des dommages

. Plus du tiers de la surface du tubercule présente des
4. severe X3
dommages.

6.2.4.2.2 Trempage des larves

Dix larves de quatrieme stade sont plongées dans les concentrations préparées pendant
30 secondes, puis transférées dans des cages en plastique de (20 x 20 x 10 cm), avec des
tubercules de pomme de terre. Ensuite, les cages sont placées au laboratoire et étude des
aspects biologiques suivants: pourcentage de mortalité des larves avec le calcul de CLs et

CLgo, pourcentage de nymphose et pourcentage d'émergence des adultes.
6.2.4.3 L’effet ovicide

Des essais biologiques sont utilisés pour déterminer l'effet ovicide des extraits de trois
plantes ; Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba a différentes concentrations
(0.5%, 1%, 1.5% et 2%,) sur les ceufs de Phthorimaea operculella. Les concentrations sont
préparées avec de l'eau distillée ; les expériences sont realisées dans des conditions de
laboratoire 27 +1°C, 70 + 5% HR et photopériode de 14: 10 (J: N). Chaque test est répété

six fois.
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6.24.3.1 Trempage des ceufs

Les ceufs de la teigne de la pomme de terre déposés sur le papier filtre, sont comptés a
l'aide d'une loupe. Ils sont placés dans un récipient puis numérotés et divises en plusieurs
groupes. Les différents groupes d'ceufs sont plongés dans différentes concentrations, afin de
tester la toxicité des extraits aqueux. Concernant le témoin, le traitement est effectué par 1’eau
distillée. Apres séchage pendant 20 minutes, des lots d'ceufs sur papier sont insérés dans des
cages en plastique (20 x20 x 10 cm) avec des tubercules de pomme de terre. Le pourcentage
d'éclosion est enregistré aprés 3 jours. Etude des aspects biologiques suivants: pourcentage
d’éclosion avec le calcul de CLsy et ClLgo, pourcentage de réduction et pourcentage

d'émergence des adultes.
6.2.4.4 Activité de ponte

Des essais biologiques sont utilisés pour déterminer I'effet des extraits de trois plantes ;
Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, sur la ponte des femelles de la teigne
de la pomme de terre et cela, en mesurant I’indice de stimulation de I’oviposition et 1’effet
Push-Pull . Les expériences sont réalisées dans des conditions de laboratoire (27 =1 °C, 70 +
5% HR et photopériode de 14: 10 (J: N). Chaque test est répete six fois.

6.2.4.4.1 L’indice de stimulation de I'oviposition (OSI)

Selon le protocole cité par Ma et Xiao (2013), un tubercule de pomme de terre de (150
g) est immergé dans les extraits aqueux a plusieurs concentrations (0.125, 0.250, 0.5, 1, 1.5 et
2%) pendant 5 secondes et puis séché a l'air pendant 1 heure. Le tubercule témoin est
immergé dans I’eau distillé ; le tubercule traité et celui du témoin sont ensuite placés dans une

cage (35 x35 x 15 cm) avec un intervalle de 15 cm entre les deux pommes de terre.

Dix couples adultes fraichement émergés de Phthorimaea operculella sont placés dans
la cage et nourris avec 10% d'eau de sucre. Les ceufs nouvellement pondus sur les surfaces

des tubercules de pomme de terre, sont comptés le troisieme jour (Fig. 25).

Selon Fenemore (1980b) et Udayagiri et Mason (1997), l'effet attractif ou dissuasif
d’un produit sur la ponte des femelles accouplées, est examiné par l'indice de stimulation de

I'oviposition (OSI) qui est calculé comme suit:
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(C-T) x 100

OSlI =
(C+T)

C : le nombre total d'ceufs sur la pomme de terre du témoin.
T : le nombre total d'ceufs sur la pomme de terre traitée.

L'OSI < 0 signifie que le test les extraits repousse les femelles, et OSI> 0 indigue que
les extraits testés attirent les femelles. La valeur de l'indice pourrait ainsi aller de + 100 pour
une stimulation totale, a 0 pour aucun effet et a -100 pour le total dissuasion.

Figure 25: Le comptage des ceufs pondu sur la pomme de terre.
6.2.4.4.2 Effet de Push-Pull

Le protocole expérimental réalisé pour calculer I’effet Push-Pull de trois extraits,
Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, sur le choix de ponte de la teigne de la
pomme de terre sur les tubercules de pomme de terre, est identique a celui, utilisé dans la
mesure de I’indice de stimulation d’oviposition. Mais les deux pomme de terre placées dans
la cage avec un intervalle de 15 cm suivent des dosages particuliers ; les deux sont traitées
avec deux extraits ; I'un (Push ) et I’autre (Pull ) (Fig. 26). , selon des combinaisons entre les
extraits aqueux des plantes individuelles comme, montré dans les tableaux 5, 6, 7, 8, 9 et 10.
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Extrait push Extrait pull

® L]

=

Figure 26: Schéma du test de Push-Pull.

L’effet Push-Pull est calculé selon la formule suivante :

( Pull — Push)
Effet push-pull (%)= X 100
( Pull + Push)

Pull ; indique le nombre d'ceufs sur les tubercules traités avec l'attractif.
Push ; indique le nombre d'ceufs sur les tubercules traités avec le répulsif.

Tableau 5: Les concentrations utilisées pour tester la combinaison des différentes

concentrations d’Ammoides verticillata.

Combinaison Push (Ammoides verticillata, %) | Pull (Ammoides verticillata, %)
A x Al 2% 0.125 %
A x A2 2% 0.250 %
A x A3 2% 0.500 %

Tableau 6: Les concentrations utilisees pour tester la combinaison entre d’4Ammoides

verticillata et Phlomis crinita.

Combinaison Push (Ammoides verticillata, %) | Pull (Phlomis crinita, %)
A x P1 2% 0.125%
A x P2 2% 0.250 %
A x P3 2% 0.500 %
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Tableau 7 : Les concentrations utilisées pour tester la combinaison entre Phlomis crinita et

Ammoides verticillata.

Combinaison Push (Phlomis crinita, %) | Pull (Ammoides verticillata, %0)
P x Al 2% 0.125 %
P x A2 2% 0.250 %
P x A3 2% 0.500 %

Tableau 8: Les concentrations utilisées pour tester la combinaison des différentes

concentrations de Phlomis crinita.

Combinaison Push (Phlomis crinita %) Pull (Phlomis crinita %)
P x P1 2% 0.125 %
P x P2 2% 0.250 %
P x P3 2% 0.500 %

Tableau 9 : Les concentrations utilisées pour tester la combinaison entre Reseda alba et

Ammoides verticillata

Combinaison Push (Reseda alba %) Pull (Ammoides verticillata %)
R x Al 2% 0.125%
R x A2 2% 0.250 %
R x A3 2% 0.500 %

Tableau 10 : Les concentrations utilisées pour tester la combinaison entre Reseda alba et

Phlomis crinita.

Combinaison Push (Reseda alba %b) Pull (Phlomis crinita %)
R x P1 2% 0.125 %
R x P2 2% 0.250 %
R x P3 2% 0.500 %
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6.2.4.5 Test antifongique

L’activité¢ antifongique des différents extraits est testée in vitro par la méthode du
contact direct décrite par Al-Askar et Rashad (2010) sur la souche de Rhizoctonia solani.

L’activité antifongique a été effectuée comme suit:

Les résidus secs d’extraits aqueux des trois plantes, ont été ajoutés a des tubes
contenant 20 ml du milieu PDA maintenue en surfusion, pour obtenir les concentrations
proposées de 1.5, 2, 2.5 et 3% (p/v). Chaque tube est homogénéisé et immédiatement coulé
dans une boite de pétri de 9 cm de diametre. Parallelement, les souches fongiques, en absence

des extraits ont servi de témoins négatifs.

Pour chaque traitement, 3 répétitions ont été utilisées. Toutes les boites de pétri sont
inoculées individuellement avec des disques de 6mm de diameétre prélevés de la culture jeune
du mycete, puis incubées dans I'obscurité a 25+2°C. Des mesures quotidiennes du diameétre
moyen de la culture mycélienne, sont ensuite réalisées. Ces mesures sont arrétées lorsque le

mycélium couvre entierement la totalité des boites de Pétri utilisées comme témoin.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycelienne a été déterminé selon

I’équation décrite par Leroux et Credet (1978) comme suit :

P1(%) = (A-B)/A x 100

PI(%) : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage
A: Diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm)

B: Diamétre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm)

6.2.5 Analyse statistique

Tous les résultats sont représentés par la moyenne + écart type. Toutes les données sont
statistiquement soumises a une analyse de variance a un facteur (ANOVA). Le pourcentage

de mortalité corrigée des larves est calculé en utilisant la formule d’Abbott (1925).

Le traitement statistique des résultats phytochimique, pour le dosage quantitatifs des
polyphénols, flavonoides, et les tanins ; est complété par un traitement statistique, le test de t

Student, pour une comparaison des moyennes entre les deux extraits aqueux et méthanolique.
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Pour I’effet biologique (méthode de trempage des tubercules, indice de dommages,
trempage des larves, trempage des ceufs et 1’activité antifongique) ; 1’étude statistique est
complété par le test post hoc de t dunette, qui traitent un groupe en tant que témoin et le
compare avec les autres groupes. Pour I’étude d’OSI et I’effet Push-Pull , I’¢tude statistique
est complétée par le test de Tukey HSD, pour une étude des différences de moyenne pour la

signification.

Pour toute 1’étude statistique, la valeur p<0.05 est considérée significative, par le biais

du programme informatique «SPSS» (v22).

Nous considérons que les différences sont:
e Significatives quand la probabilité (p) <0,05
e Hautement significatives si p<0,01
e Treés hautement significatives quand p<0,001

e Sip>0,05, les différences sont par contre non significatives.
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Résultats et discussions

7.1 Résultats de Rendement des extraits

Les rendements obtenus pour les différents extraits des trois plantes étudiées (Ammoides
verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba) sont présentés dans la figure 27.

25,00
20,00
X
$ 15,00
£ M Extrait aqueux
Q
g M Extrait méthanolique
©
é 10,00 i Extrait éther diéthylique

5,00

0,00

A. verticillata P. crinita R. alba

Figure 27 : Rendements des différents extraits des plantes étudiées.

Les rendements varient d’un extrait a un autre et d’'une plante a une autre. Pour la
premiére plante Ammoides verticillata, le rendement le plus élevé a été enregistré au niveau

d’extrait méthanolique avec un rendement de 15.3 + 0.30 %.

Par contre pour les deux autres plantes Phlomis crinita et Reseda alba, le rendement le
plus élevé a été enregistré au niveau de 1’extrait aqueux avec un rendement de 12.67 £+ 0.33

et 18.8 + 0.42% respectivement, suivi par les extraits méthanoliques.

Le plus faible rendement a été constaté au niveau de 1’extrait éther diéthylique pour les
trois plantes Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, avec une moyenne de
2.83£0.29%, 0.89 £ 0.10% et 1.04 + 0.15% respectivement.
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Une analyse statistique est nécessaire pour voir s’il y’a une différence significative entre
les rendements des extraits des plantes étudiées. L’étude a révélé une différence significative

des rendements des extraits des plantes étudiées (p<0.001) (Annexe 01).

Selon Sultana et al. (2009), les rendements d'extraits les plus élevés ont été obtenus en
utilisant des solvants organiques aqueux, par rapport aux solvants organiques absolus. Ceci
est aussi confirmé en 2010 par Adepo et al., et en 2019 par Rafinska et al. et Victor et
Gaél ; Ce qui concorde avec nos résultats, ou les rendements augmentent avec la polarité du

solvant d’extraction.

Nos résultats sont confirmés par ceux trouvés par (Fernandez-Agullé et al., 2013), qui

indiquent que I'eau donne le rendement d'extraction le plus élevé avec (44,11%).

L'extraction dans des solvants hautement polaires donne un rendement d'extrait élevée
(Nawaz et al., 2020). D’ailleurs méme une étude faite pour Phlomis crinita par Tamert et
Latreche (2016), ont signalé que les rendements les plus élevés, est celui de I’infuse avec
8,17%, suivi par les extraits décoctés avec 6,12% et enfin par les extraits éthanoliques avec

un rendement de 3,20%.

L’eau étant pratiqguement le solvant universel; les substances se dissolvent mieux dans
I’eau plutdt que dans n’importe quel autre liquide commun. Ceci est d( au caractere polaire de

la molécule d’eau (Hopkins et al., 2003).

Cependant, le plus grand rendement ne garantit pas 1’activité¢ biologique ou la
composition en principes actifs des extraits (Nawaz et al., 2020). Ce qui nous méne au
deuxiéme point de notre travail qui consiste a effectuer un screening phytochimique et faire
une comparaison entre les trois extraits de nos trois plantes (aqueux, méthanolique et éther

diéthylique).
7.2 Résultat de ’Etude phytochimique

Les analyses phytochimique ont été portées sur 1’analyse phytochimique qualitative par
criblage des métabolites et 1’analyse quantitative, par le dosage des polyphénols, des

flavonoides, des anthocyanes et des tanins condenseés.
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7.2.1 Screening phytochimique qualitatif

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés

existants dans la partie aérienne des trois plantes, par des réactions qualitatives de

caractérisation. Ces tests sont en relation avec l'intensité du précipité ou de coloration par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composés, présentés dans les tableaux 11,12 et 13.

7.2.1.1 Screening d’Ammoides verticillata

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de 1’espéce Ammoides verticillata

est au niveau du tableau 11.

Tableau 11 : Résultats de screening phytochimique d’Ammoides verticillata.

Composants Extrait aqueux | Extrait méthanolique | Extrait éther diéthylique
Alcaloides + + +
Tanins ++ ++ -
Flavanes ++ ++ -
Flavonoides ++ ++ -
Coumarines + + -
Stéroides ++ ++ -
Terpénoides +++ +++ -
Saponines ++ (4001M) - -
Anthocyanes + - -
Quinones libres +++ +++ -
Glucosides + + -

Les tests du screening phytochimique illustrés par le tableau 11, font ressortir les

résultats suivants:

On remarque la présence des alcaloides

dans tous les extraits mais d’une maniére

faible; la présence des tanins et des flavanes dans tous les extraits sauf celui de 1’éther

diéthylique.
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La présence des coumarines et des flavonoides dans tous les extraits sauf celui de
1’éther diéthylique. Une présence importante des stéroides et des terpénoides dans les extraits

aqueux et méthanolique et absence totale dans I’extrait éther diéthylique.

La présence des quinones libres, est fortement positive dans les deux extraits aqueux et
méthanolique, par contre absence totale dans 1’extrait éther diéthylique. La présence des
anthocynes et des saponines, seulement dans I’extrait aqueux avec un indice de mousse de
400 IM.

Une réaction positive pour les glucosides dans les deux extraits aqueux et méthanolique
et absence dans I’extrait éther diéthylique.

7.2.1.2 Screening de Phlomis crinita

Les résultats de 1’étude qualitative des trois extraits de 1’espéce Phlomis crinita est

représentée au niveau du tableau 12.

Tableau 12 : Résultats de screening phytochimique de Phlomis crinita.

Composants Extrait aqueux | Extrait méthanolique | Extrait éther diéthylique
Alcaloides - - -
tanins +++ +++ +
Flavanes +++ +++ -
Flavonoides ++ ++ -
Coumarines + + -
Stéroides +++ +++ -
Terpénoides ++ ++ -
Saponines + (2251M) - -
Anthocyanes + - -
Quinones libre ++ ++ -
Glucosides +++ +++ -

Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 12, font ressortir les
résultats suivants:
Absence totale des alcaloides dans tous les extraits, tandis que les tanins et les

flavonoides sont fortement positifs dans les extraits aqueux et méthanolique.
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Par contre pour I’extrait éther diéthylique, on remarque une absence de tous les

principes actifs étudiés, sauf les tanins qui sont présents d’une maniére faible.

Pour les flavonoides et les terpénoides; on note une présence moyennement positive

dans les deux extraits de la plante.

Les coumarines sont présentes mais en faible quantité, dans les extraits aqueux et

méthanolique.

Une présence importante des stéroides et des glucosides dans les deux extraits aqueux et

méthanolique.

Une présence moyenne des anthocyanes, et des saponines (Indice de 225IM),

uniquement dans 1’extrait aqueux.

7.2.1.3 Screening de Reseda alba

Les résultats de I’étude qualitative des trois extraits de 1’espéce Reseda alba  est

présentée par le tableau 13.

Tableau 13 : Résultats de screening phytochimique de Reseda alba.

Composants Extrait aqueux Extrait méthanolique | Extrait ether diethylique
Alcaloides - - -
tanins + + -
Flavanes + + -
Flavonoides ++ ++ -
Coumarines + + -
Stéroides + + -
Terpénoides +++ +++ -
Saponines +++ (700IM) - -
Anthocyanes + + -
Quinones libres + + -
Glucoside ++ ++ -

Les tests du screening phytochimiques illustrés par le tableau 13, font ressortir les

résultats suivants:
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On remarque I’absence compléte des métabolites secondaires étudiés, dans 1’extrait
éther diéthylique. Contrairement aux extraits aqueux et méthanolique qui sont riches en

flavonoides, terpenoides, et glucosides.

Les tests de caractérisation des tanins, flavanes, coumarines, stéroides, anthocyanes et
quinones libres, se sont révéleés positifs dans les deux extraits aqueux et méthanoliques, mais

de maniéres modérées.

On remarque 1’absence des alcaloides dans tous les extraits et une forte présence des

saponines qui arrive a 700 IM, seulement dans 1’extrait aqueux.

Mis a part les alcaloides présents que dans la premiére plante Ammoides verticillata, le
screening phytochimique a révélé la richesse des trois plantes en composés terpéniques :
(saponines, stéroides, terpénoides et les glycosides cardiaque), et en composés phénoliques :

(tanins, flavonoides, flavanes, coumarines, anthocyanes et quinones libres).

Notre étude revele donc I’existence des saponines dans tous les échantillons analysés.
Ils sont connus pour leur pouvoir anti inflammatoire, émulsionnant et sa  propriété
hémolytique (Verbois, 2003), qui est du a leur pouvoir de rompre la membrane
érythrocytaire, justifiée par I’interaction entre les saponines et les stérols de la membrane

érythrocytaire (Tabassi et al., 2006).

Une étude faite par Hernandez-Carlos et al. (2011) sur plusieurs saponines, ont montré
une activité nématicide contre le nématode Meloydogyne javanica et larvicide contre les

larves du papillon Spodoptera littoralis pour la plupart des saponines étudiée.

Le screening phytochimique montre que les plantes étudiées sont trés riches en
stéroides et terpénoides qui sont des composés volatiles responsables de I’odeur de
nombreuses especes végétales, connues comme de puissants répulsifs pour de nombreux
insectes (Sauvion et al., 2013). En outre lI'une des caractéristiques les plus distinctives des

lamiaceées est le terpene (Shahidi et Ho, 2000).

Les composés de type Phénols sont présents dans les trois plantes. Ce sont des
composés hydroxylés qui peuvent agir comme anti-nourrissant; d'autres comme les tanins
agissent comme une barriere en raison de leur golt amer (Nava-Pérez et al., 2012). Ces
dernier exercent une activité anti virale anti bactérienne et anti inflammatoire (Verbois,
2003).
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Les composés phénoliques tels que les coumarines, sont des composants végétaux tres
importants. lls inhibent la croissance des champignons et sont toxiques pour les nématodes,

les acariens et les insectes (Nava-Pérez et al., 2012).

Une présence trés importante des flavonoides et les flavanes dans les trois especes
étudiées ; ces composes sont connus, principalement comme des pigments qui donnent de la
couleur aux plantes et aux fleurs; par exemple, la roténone qui agit comme un inhibiteur

enzymatique et possede aussi, une activité répulsive (Nava-Pérez et al., 2012).

Dans la premiere partie de cette étude, trois solvants de polarité croissante ont été
employés pour I’extraction des métabolites secondaires des trois plantes (Ammoides

verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba).

Les résultats décrits dans les tableaux 11,12 et 13, révelent une influence significative
du pouvoir d’extraction du solvant sur la présence ou 1I’absence des métabolites secondaires.
Les solvants méthanol et aqueux se sont montrés particulierement, comme étant les deux
solvants les plus efficaces a extraire les métabolites secondaires chez les trois plantes, dont

leur concentration varie d’un extrait a un autre et d’une plante a une autre.

Une étude faite par Barchan et al. (2014), a confirmé que les extraits aqueux étaient
plus actifs que les extraits a I'éthanol et ainsi que les solvants polaires étaient importants pour

obtenir des fractions a haute activité antioxydante et a teneur totale en phénols.

D’autres recherches suggerent I'utilisation d'une combinaison de solvants polaires et non
polaires pour augmenter l'efficacité d'extraction des composes phytochimiques (Do et al.,
2014; Bourgou et al., 2016; Nawaz et al., 2020).

7.2.2 Résultats du phytochimique quantitatif
Les extraits aqueux et méthanolique ont tous les deux été évalués.

7.2.2.1 Dosage des polyphénols

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique par g de matiere séche
(mg EQ/ g MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 =
0,99 (Fig. 15). Cette derniére montre qu’il y’a une relation directe entre la concentration en

acide gallique et I’absorbance.
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Les résultats du dosage de polyphénols de I’ensemble de deux extraits de trois espéces

vegétales sont mis en évidence par la figure 28.

30
[=T4]
£ *k %
— 25
c
()
x
>
2 20
o
- —
2 n
] |
- 315 M Extrait aqueux
S
%‘ S M Extrait methanolique
o
g 10
]
o
>
e
[ 5
'—

0

A. verticillata P. crinita R. alba

Figure 28: Taux des polyphénols totaux des extraits de plantes étudiées.

Le test t de Student (p<0,05) pour échantillons indépendants a été utilisé pour la
comparaison des moyennes; symboles : NS p >0,05; *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

L’analyse quantitative des polyphenols des parties aériennes des trois plantes
médicinales, a montré que toutes les plantes sont riches en polyphénols qui varient de 9.23 +
0.39 mg EAG/g MS a 23.13 £ 0.47 mg EAG/g MS.

L’extrait méthanolique de la plante Ammoides verticillata est le mieux représenté, avec
une concentration moyenne de 23.13 £ 0.47 mg EAG/g MS suivie par 1’extrait aqueux de la

méme plante, avec une concentration de 14.94 + 0.48 mg EAG/g MS.

Par contre, pour les deux autres plantes Phlomis crinita et Reseda alba, I’extrait aqueux
était légérement plus riche que celui de I’extrait méthanolique, avec des teneurs respectives de
13.36 £ 0.73 mg EAG/g MS et 12.17 + 0.58 mg EAG/g MS pour I’extrait aqueux et 12.50 +
0.76 mg EAG/g MS, 9.23 + 0.39 mg EAG/g MS pour I’extrait méthanolique; ce qui montre
des teneurs variables en polyphénols, qui dépendent de la polarité du solvant d’extraction et

de I’espece.
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7.2.2.2 Dosage des flavonoides

Les résultats sont exprimés en mg, équivalent en quercétine par g de matiére seche (mg
EQ/ g MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0,99
(Fig. 16). Cette derniére montre qu’il y’a une relation directe entre la concentration en

quercétine et 1’absorbance

Les résultats du dosage de flavonoides de ’ensemble de deux extraits de trois espéces

vegétales sont mis en évidence par la figure 29.
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Figure 29 : Taux de flavonoides des extraits de plantes étudiées.

Le test t de Student (p<0,05) pour échantillons indépendants a été utilisé pour la
comparaison des moyennes; symboles : NS p >0,05; *p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001.

L’analyse quantitative des flavonoides des parties aériennes de trois plante médicinales
a montré, que toutes les plantes sont riches et aucune différence significative, n’est enregistré
entre les deux extraits aqueux et méthanoliques, pour les trois plantes (p=0.124, p=0.067 et
p=0.088) respectivement (Annexe 01).

Ce dosage a révélé des taux notables et variables en flavonoides. Les taux les plus
élevés des flavonoides se rencontrent dans les extraits aqueux et méthanoliques des especes
Ammoides verticillata et Phlomis crinita (5.62+0.98 et 5.27+0.67mg EQ/g MS

respectivement).
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L’extrait aqueux de Phlomis crinita et I’extrait méthanolique de Reseda alba ont
présenté les teneurs les plus faibles, de I’ordre de 3.44 + 0.28 mg EQ/ g MS et 3.22 + 0.19 mg
EQ/ g MS.

7.2.2.3 Dosage des tanins condensés

Les résultats sont exprimés en mg, équivalent en catéchine par g de matiére séche (mg
EC/ g MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0,99
(Fig. 17). Cette derniére montre qu’il y’a une relation directe entre la concentration en

catéchine et I’absorbance

Les résultats du dosage des tanins des deux extraits de trois especes végétales sont mis
en évidence par la figure 30.
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Figure 30: Taux de tanins condensés des extraits de plantes étudiées.

Le test t de Student (p<0,05) pour échantillons indépendants a été utilisé pour la
comparaison des moyennes; symboles : NS p >0,05; *p<0,05; **p<0,01;*** p<0,001.

Ce dosage a révélé des taux tres variables entre les trois plantes ; les taux les plus élevés
des tanins se rencontrent dans les extraits aqueux et méthanoliques de I’espéce Ammoides
verticillata (3.39 £0.26 et 3.54 +0.11 mg EC/g MS.

L’extrait aqueux et I’extrait méthanolique de Reseda alba ont présenté les teneurs les
plus faibles de ’ordre de 0.84 + 0.09 mg EQ/ g MS et 1.83 £ 0.03 mg EQ/ g MS.
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7.2.2.4 Dosages des anthocyanes

Les résultats sont exprimés en pumole/g, les résultats du dosage des anthocyanes des

extraits secs de trois espéeces végétales sont mis en évidence par la figure 31.
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Figure 31: Taux des anthocyanes des extraits secs de plantes étudiées.

Ce dosage a révélé des taux tres proches entre les trois plantes ; ’extrait sec de la plante

Ammoides verticillata présente la teneur la plus riche a I’anthocyane avec une moyenne de

0.35 +0.03 pmole/g.

Quant aux plantes de Reseda alba et Phlomis crinita, il présente les teneurs les plus

faible avec une valeur de 0.25+ 0.02umole/g et 0.24+ 0.03umole/g.

Nos résultats ont été comparés avec une étude faite par Belkhodja et al. (2020) sur
I’extrait aqueux d’Ammoides verticillata ; en fait ils ont trouvé des taux en polyphénols de
9,52 + 0,11 mg E AG/g, qui est nettement inférieure a notre étude, avec une dose de 14.94 +
0.48 mg EAG/g MS. Par contre le taux des tanins des méme auteurs est de 8,64 + 0,02 mg
EC /g, ce qui est 2.54 fois plus supérieure par rapport a nos résultats.

Une étude plus ancienne faite sur Ammoides verticillata par Ziani et al., en 2015 ont
trouve des taux élevés en phénol de 259 + 3 mg E AG/g eten flavonoides de 103 +5mgE

Clg. Des taux élevés sont aussi enregistrés sur une autre espéce , Ammoides atlantica qui a
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des teneurs tres élevées en Phénols totaux et flavonoides qui sont de 1’ordre de 371,57 mg /g

et 41,02 mg /g respectivement (Benteldjoune et al., 2019).

Concernant la deuxieme plante Phlomis crinita ; comparés aux resultats obtenus par
Gaamoune et al. (2017), nos résultats sont largement inférieurs. En effet, I’extrait
méthanolique de Phlomis crinita a révélé des teneurs en polyphénols et flavonoides
différentes et plus fortes que celles trouvées dans notre travail, qui sont respectivement de
57.32+0.70mg E AG/g E et, 23.88 £ 0.85 mg E Q/g.

De méme, les travaux de Tamert et al. (2015) sur Phlomis crinita ont enregistré des
concentrations moyennes en phénols totaux de 23,53 + 1,31 mg E AG/g et concentrations
flavonoides de 7,34 + 0,36 mg E AG/qg.

En parallele, des travaux réalisés sur une autre espéce Phlomis pungens par Bazavluk
et al. (2020) ont démontré une teneur en phénol qui variait de 2,6 a 4,9 mg / g et en
flavonoides qui variaitde 2.1a3.3mg/ g.

Merouane et al. (2019), ont enregistré pour les feuilles de Phlomis biloba des taux
phénoliques pour les feuilles de 153,46 + 1,36 ug E AG / mg et des flavonoides de 53,84 +
0,24 ng E Q / mg.

Toutefois, les deux derniers auteurs rapportent des faibles teneurs en polyphénols et
flavonoides de ces deux espéces Phlomis pungens et Phlomis biloba de ceux obtenus dans

nos extraits aqueux et méthanoliques de Phlomis crinita.

Quant a la troisi¢me plante, peu d’études ont été signalées sur Reseda alba. Les etudes
antérieures réalisées sur les feuilles de ’espéce de la Turquie Reseda lutea, ont révélé des
taux élevés en polyphénols 133.52+0.02 mg E AG/L et en flavonoides de 196.80 + 0.01 mg
EQ/I (Abdalrahman et al., 2018).

Asadi-Samani et al. (2019) ont enregistré des teneurs en phénols et flavonoides dans
les graines de Reseda lutea en Iran de 65,32 mg E AG/g MS et 21,93 mg RU/g MS
respectivement. Contrairement a nos resultats, ou on a enregistré, pour I’extrait aqueux de
Reseda alba, des taux des polyphénols et flavonoides de 12.17 £ 0.58 mg EAG/g MS et 4.26
+0.42 mg EQ/ g MS.
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Les différences observées entre nos travaux et ceux de Abdalrahman et al. (2018) et
Asadi-Samani et al. (2019), pourraient étre liées au choix des organes de plantes. En effet, les
études de ces auteurs ont porté sur les feuilles et les graines de Reseda lutea, alors que nos

études ont porté sur la plante entiere.

Les différences observées au niveau de nos résultats par rapport a d’autre études
pourraient s’expliquer par plusieurs facteurs, tels que la région géographique, le protocole
d'extraction et la période de recolte (Belkhodja et al., 2020). D’ailleurs, Popovici et al.
(2019) ont trouvé que la teneur en composés phénoliques était liée aux phases de maturation

de la plante ; plus la plante est jeune, plus le niveau de polyphénols qu'elle contient est élevé.

Ces variations peuvent étre expliquées aussi par 1’environnement, le sol, le climat
9 b

(Igbal et Bhanger, 2006) et méme le patrimoine génétique (Miliauskas et al., 2004).

Par ailleurs la richesse d’extrait sec d’Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda
alba en anthocyane dans notre étude est inférieure a celle trouvée dans les feuilles de laurier-
rose qui contenaient 0,21 £ 0,019 mg/g MS, sous forme de cyanidine 3-glucoside (Einali et
al., 2018).

Il est rapporté que les anthocyanes sont responsables de plusieurs activités biologiques ;
ce sont des anti diarrhéiques, anti bacillaires, cholagogues, spasmolytiques, toniques du sang,

et a forte dose, peuvent devenir toxiques (Verbois, 2003).

La variation, entre les deux extraits aqueux et méthanoliques pour les composants

polyphénols, flavonoides et tanins, a été évaluée par le test t de Student (Annexe 01).

D’apres nos résultats, la nature du solvant d’extraction des polyphénols, flavonoides et
des tannins, ne semble avoir aucun effet sur la différence entre les moyennes. En effet, un
pourcentage de 66.67% du total des composants dont la différence entre les moyennes de
concentration est non significative, suivie par 22.22% du total des composant ou 1’eau est le
meilleur solvant a extraire les métabolites secondaires, et au final seulement 11.11% du total

des composants, sont mieux extraits par le méthanol.

C’est ainsi que 1’eau apparait, comme étant le solvant le plus efficace a extraire les
métabolites secondaires pour nos trois plantes. Et comme, le méthanol est connu pour sa

toxicité, d’ailleurs il peut étre toxique méme par un simple contact avec la peau (Tephly,
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1991; Amar et Léonard, 2002), qui est probablement dd a la présence des impuretés dans le
méthanol (De Leprince-Ringuet, 1975). Dans ce contexte, on a fait le choix de continuer
notre étude dans la troisiéme partic pour 1’étude biologique, par I’extrait aqueux des trois

plantes Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba.

7.3 Les facteurs abiotiques idéaux a I’élevage de Phthorimaea operculella

Pour un élevage de masse réussi de Phthorimaea operculella, deux facteurs sont pris en
considération ; le régime alimentaire idéal et la température optimale. Une fois déterminés, ils

sont utilisés dans 1’¢levage de masse et les différentes expériences.

7.3.1 La teneur en sucre idéale

7.3.1.1 Effet du taux de sucre sur la longévité

L’étude de I’influence du régime alimentaire en sucre a différentes concentrations (0 a
20%), sur la longévité des adultes, est représentée par un histogramme (Fig.32). L’analyse de
la variance a un facteur en fonction de la concentration en sucre a révélé des différences tres
hautement significatives F=19.62, (p<0.001) (Annexe 01).
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Figure 32 : Effet du taux de sucre sur la longévité des adultes.

La figure montre que la concentration en sucre dans la solution qui sert d’alimentation

aux adultes a une influence sur la longévité des adultes.
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La longévité moyenne la plus faible est de 6.6+0.20 jours qui correspond a la solution
d’eau sans sucre qui sert comme témoin. La plus élevée est de 8.60+0.20 jours a une
concentration de sucre de 10%. Au-dela de cette concentration, la longévité diminue

légérement jusqu’a atteindre 8.30£0.22 jours & une concentration de 20% de sucre.

D’ailleurs Gomaa et al., en 1978 ont comparé entre deux régimes alimentaire vis-a-vis
des larves de Phthorimaea operculella ; celui des tubercules de pomme de terre et ’autre des
feuilles de la plante de pomme de terre ou de tomate. lls ont trouvé que les adultes des deux
sexes vivaient plus longtemps et les femelles pondaient plus d'ceufs avec des périodes de
ponte relativement plus longues ; et cela avec un régime alimentaire a base de tubercules de

pomme de terre. Ces résultats ont été confirmés aussi en 2004 par Mulatu et al. .

Singh et Charles (1977) ont comparé le développement de la teigne de la pomme de de
'ceuf a l'adulte pendant 3 générations avec un régime artificiel et un régime de tubercule de
pomme de terre. Avec le régime artificiel a 30°C, le cycle de vie total a été achevé en 23

jours, contre 18,5 jours avec le régime de tubercule de pomme de terre.

Il ressort de ces observations que 1’alimentation devient de plus en plus importante pour

le développement de I’insecte.

Nos résultats se rapprochent a ceux, trouvés par Badegan et Ngameni (2000) qui ont
testé le méme régime alimentaire de sucre. Leurs résultats montrent que la durée du cycle de
développement est de 23 a 34 jours ; la longévité moyenne des femelles maximales est de

10.2 jours qui correspond a une concentration en sucre de 17%.
7.3.1.2 Effet du taux de sucre sur la fécondité

L’¢tude de I’influence du régime alimentaire en sucre, & différentes concentrations (0 a
20%), sur la fécondité des adultes est représentée par un histogramme (Fig. 33). L’analyse de
la variance a un facteur en fonction de la concentration en sucre, a révélé des différences tres
hautement significatives F=306.51, (p<0.001) (Annexe 01).
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Figure 33 : Effet du taux de sucre sur la fecondité.

La figure 33 montre que la concentration en sucre dans la solution qui sert

d’alimentation aux adultes, a une influence considérable sur la fécondité des femelles.

La fécondité moyenne la plus faible est de 31.55+0.78 ceufs qui correspond a la solution
d’eau sans sucre qui sert comme témoin et la plus élevée est de 73.75+£1.06 ceufs a une

concentration de sucre de 10%.

Toutes les concentrations testées peuvent étre utilisées ; toutefois la concentration en

sucre de 10% est I’optimum. Elle permet d’obtenir la fécondité moyenne la plus élevée.

Les résultats obtenus, rejoignent ceux de Gomaa et Hemeida (2009), dont les femelles
de Phthorimaea operculella sont alimentées par des solutions de sucre a des concentrations de
5 & 20%. Elles pondaient un nombre d'ceufs relativement plus élevé et vivaient plus longtemps
que celles alimentées par de I'eau ordinaire. D’ailleurs le nombre moyen le plus élevé d'ceufs
pondus par une seule femelle a été enregistré par les femelles alimentées a 5% de solution de

Sucre.

Meisner et al. (1974) ont découvert que les femelles de la teigne de la pomme de terre
pondaient deux fois plus d'ceufs lorsque leurs larves se nourrissaient de tubercules de pomme

de terre au lieu de feuillage de pomme de terre.

En 1983, Traynier a constaté que le miel dilué permet a la teigne de la pomme de terre

une fécondité élevée par rapport au miel pur.
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D’ailleurs dans notre résultats au-dela de 10% de concentration en sucre, la fécondité
diminue légérement jusqu’a atteindre une fécondité de 68.75+1.02 ceufs a une concentration
de 20% de sucre.

Ceci peut étre expliqué, probablement par une difficulté d’absorption par la trompe des
papillons a cause de la viscosité élevée de la solution sucrée (Traynier, 1983).

7.3.2 La température idéale pour I’élevage

7.3.2.1 Effet de la Température sur la longévité des adultes

Dans I’intervalle des températures testées (17 a 35°C), I’effet de la température sur la
longévité des adultes est représenté par un histogramme (Fig. 34). L’analyse de la variance, a
un facteur en fonction de la température, a révélé des différences tres hautement significatives
F=35.99, (p<0.001) (Annexe 01).
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Figure 34 : Effet de la Température sur la longévité des adultes.

Dans la gamme des températures testees, la durée de vie des adultes diminue avec
I’augmentation de la température. Elle est significativement plus courte a des températures
¢levée qu’a des températures basses. La plus longue est enregistrée & 17°C avec 8.2+0.37
jours qui est 3.41 fois plus longue qu’a 32°C (soit 8.2+0.37 contre 2.4+0.68 jours). Ce qui
signifie que la température devient de plus en plus importante pour le développement de

I’insecte.
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La température extréme qui est de 35°C s’est avérée mortelle, puisque la population n'a

pas survéecu.

Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par Al-Ali et al. (1975), qui ont enregistré

des mortalités a des températures extrémes de 4 et 36°C.

Golizadeh et Zalucki (2012) ont bien démontré que la période de développement du
stade immature entier (ceuf jusqu'a la fin du stade nymphal) varie de 75,5 & 1.7 jours
relativement de 16 ° Ca 32 ° C.

Cardona et Oatman (1975), ont constaté que la teigne de la pomme de terre s'est
développée a 95°F, mais cette température a causé la stérilité des males, empéchant ainsi la

production de descendance.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Andreadis et al. (2017), qui ont
constaté que le temps de développement, diminuait considérablement avec l'augmentation de
la température dans la plage de 17,5 a 32,5°C. Et la longévité des adultes était
significativement plus courte a des températures élevées (30 a 32,5°C) qu'a des températures
basses (17,5 a 27,5°C)

7.3.2.2 Effet de la température sur la fécondité

Dans I’intervalle de températures testées (17 a 35°C), I’effet de la température sur la
fécondité des femelles est représenté par un histogramme (Fig. 35). L’analyse de la variance
a un facteur en fonction de la température, a révélé des différences tres hautement
significatives F=395.9, (p<0.001) (Annexe 01).
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Figure 35 : Effet de la temperature sur la fecondité de la teigne.

Dans la gamme des températures testées, la température optimale pour la ponte, se situe
entre 25 et 27°C. Le pic le plus important, pour la fécondité est enregistré a 27°C avec une
fecondite de 30.6+0.40 ceufs.

Par contre la fécondité la plus élevée enregistrée par Sporleder et al. (2004) est

autour de 21°C ; qui est une température basse par rapport a celle qu’on a trouvée.

Ce qui fait que la fécondité moyenne par individu est trés sensible a la température,
puisque celle-ci peut passer de 11.6+0.51 ceufs a 30.6£0.40 ceufs, en passant de 17°C a 27°C,
et de 30.6+0.40 ceufs a 0+0.00 ceufs en augmentant la température au-dela de 27°C jusqu’a 35
°C.

Plusieurs auteurs ont montré que la fécondité est variable en fonction de la température.
(Broodryk, 1971) a rapporté que la température influence la ponte et méme le

développement. Aussi, les températures optimales pour la ponte se situent entre 20° et 30°C.

Nos résultats sont en parfait accord avec ceux de Gamboa et Notz (1990) qui ont

trouvé qu’a 15 et 20°C, la ponte était, respectivement de 6,25 et 21,2 ceufs.
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7.4 ldentification morphologique des isolats de Rhizoctonia solani

7.4.1 Observation macroscopique

Les isolats de Rhizoctonia solani sont isolés a partir de tubercules de pomme de terre,
montrant les symptémes de Rhizoctone brun : présence de sclérotes brunatre de forme et de
taille variables adhérant a la surface de ces tubercules. Ces isolats montrent sur milieu PDA
les caractéristiques morphologiques typiques de 1’espéce de Rhizoctonia solani. Ces

caracteéristiques sont définies par Parmeter (1970) comme suit:

A la périphérie des colonies mycéliennes de ces isolats, on observe la formation d’amas

mycéliens plus ou moins foncés, correspondant a des sclérotes (Fig. 36).

Figure 36: Les sclérotes formés sur boite pétri.

Des changements progressifs de couleur clair vers des couleurs plus foncées (brun)
(Fig. 37).

79



Partie expérimentale Chapitre VIT : Resultats et discussion

Figure 37 : Aspect macroscopique du Rhizoctonia solani sur le milieu PDA, a : colonie

de 7 jours, b : colonie de 10 jours, c : colonie de 15 jours.

7.4.2 Observation microscopique

L’observation au microscope optique des isolats de Rhizoctonia solani, montre les
caractéristiques typiques de 1’espéce Rhizoctonia solani définies par: Duggar (1915),
Parmeter (1970), et Barnett et Hunter (1972) (Fig. 38).

e Le mycélium est constitué d’hyphes relativement épais et parfois trés cloisonnés.

e des ramifications plus ou moins a angle aigu, inclinées dans le sens de
croissance (Fig. 38a).

e Ces hyphes ne présentent pas d’anses d’anastomose; ce qui est une
caractéristique propre au genre Rhizoctonia.

e Les hyphes montrent également, une constriction et une cloison transversale
juste au niveau de la ramification, formant des septa, qui sont plus ou moins a
angle droit (Fig. 38c).

e Chaque article mycélien est plurinuclée (Fig. 38b).

e Le mycélium agé montre des cellules moniloides cylindriques (Fig. 38d).
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Figure 38: les aspects microscopique de Rhizoctonia solani, a: les ramifications du

mycélium jeune plus ou moins a angle aigu, coloration éosine (X 40), b: hyphe de
Rhizoctonia solani plurinucléés (fleches) coloration MGG (X100), c: pas d’anses
d’anastomose et des septa, qui sont plus ou moins a angle droit ( fleches) coloration bleu de
méthyléne (X100), d : des cellules moniloides cylindriques de Rhizoctonia solani (X100).

7.5 Résultats des activités biologiques des extraits

Les activités biologiques étudiées in vitro sont: I’activité antioxydante, 1’activité

larvicide, I’activité ovicide, activité de la ponte et I’activité antifongique.

7.5.1 Activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des extraits aqueux d’Ammoides verticillata, Phlomis crinita
et Reseda alba a été évaluée par la méthode de DPPH et sont représentés par les figures 39,
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40, 41, et 42, exprimés par le pourcentage d’inhibition, en fonction de la concentration des

extraits.

D’apres les résultats obtenus, on conclue que le pourcentage de I’inhibition du radical

libre, augmente avec I’augmentation des concentrations des extraits aqueux.

La concentration inhibitrice a 50 % (ICso) qui correspond a la concentration nécessaire
pour inhiber ou réduire 50 % de la concentration initiale du DPPH, a été calculée en fonction

des différentes concentrations d’extraits.
Les ICso des extraits analysés sont indiqués dans le tableau 14.

Tableau 14 : Valeurs des ICsy des differents extraits des plantes etudiées.

Plante ICso (Mg/ml) R®
Ammoides verticillata 0,028 +0.001 0.97
Phlomis crinita 0,037 £ 0.002 0.99
Reseda alba 0,21+0.01 0.93
Acide ascorbique 0.021 + 0.001 0.96

82




Partie expérimentale

Chapitre VIT : Resultats et discussion

Pourcentage d’inhibition en (%)

0,12

Concentration en mg/ml

Figure 39 : Pourcentage d'inhibition de DPPH par I'acide ascorbique.
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Figure 40 : Pourcentage d'inhibition de DPPH par les extraits d’Ammoides verticillata.
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Figure 41: Pourcentage d'inhibition de DPPH par les extraits de Phlomis crinita.
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Figure 42 : Pourcentage d'inhibition de DPPH par les extraits de Reseda alba.
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En présence d’un radical libre DPPH, I’atome H est transféré sur ce dernier pour le
transformer en une molécule stable DPPH. Ceci provoque une diminution de la concentration
du radical libre et également 1’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a

I’épuisement de 1’antioxydant, donneur d’hydrogeéne (Khoudali et al., 2014).

L’analyse de la variance des ICsp des extraits a révélé une différence trés hautement

significatifs entres les trois plantes (p<0.001) (Annexe 01).

Une ICs faible, représente I’activité anti radicalaire la plus élevée. Dans ce contexte
I’ensemble des extraits, révele des propriétés anti radicalaires intéressantes ; notamment,
I’extrait aqueux d’Ammoides verticillata qui a enregistré le pouvoir antioxydant le plus
élevée (ICso = 0,028 + 0.001 mg/ml) qui se rapproche de celui de I’acide ascorbique avec
ICs0 de 0.021 + 0.001 mg/ml.

Ces résultats témoignent de la présence de quantité élevée en polyphénols et cela peut
étre la raison de son activité antioxydante. Ces polyphénols peuvent exercer une action de
piégeage des radicaux libres en raison des propriétés redox de leur groupes hydroxyles et de

leur structure chimique (Burda et Oleszek, 2001).

Ces résultats concordent avec d’autres travaux; en effet Mohamed Said et
Benmansour (2018) ont trouvé par la methode de DPPH une ICso de 0,020 mg.ml/1 en

¢tudiant 1’effet antioxydant de 1’huile essentielle d’Ammoides verticillata.

D’autre auteurs ont également trouve des résultats similaires; une 1Csp de 23.31 pg/ml
pour I’extrait hydro alcoolique d’Ammoides atlantica (Benteldjoune et al., 2019) et une 1Csg

de 31.69+0.26 pl/ml pour I’extrait éthanolique d’Ammoides verticillata (Bendjabeur, 2019).

Par ailleurs , selon Ziani et al. (2015), I’infusion de Ptychotis verticillata, affichent un

bon pouvoir antioxydant avec (ICs,=0,0422mg/ml).

Le deuxieme extrait Phlomis crinita, présente une activité antioxydante trés importante
avec IC50 de 0.037mg/ml. Tandis qu’en 2017 (Gaamoune et al.) a enregistré pour la méme

plante, une ICso de 18,74 + 1,84 g/ml, qui reste faible par rapport & notre résultat.

Par contre pour I’extrait aqueux de Reseda alba se manifeste par d’ICso de 0.21
mg/ml, qui est élevée par rapport a celui de 1’acide ascorbique utilisé comme contréle positif.

On déduit donc que I’extrait aqueux de Reseda alba a enregistré le pouvoir antioxydant le
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plus faible. Par ailleurs Berrehal et al. (2010) ont étudié deux espéces de Reseda sur deux
extraits différents, méthanolique et n-butanolique. Il s’est avéré que 1’extrait n-butanolique de
Reseda villosa présente une activité antioxydante ICsy de 209+0.6 pg/ml qui est trop proche

de notre résultat.

7.5.2 Activité larvicide par méthode de trempage des pommes de terre

A notre connaissance, au niveau du bassin de la méditerranée, il s'agit du premier
travail qui consiste & examiner I’efficacité insecticide de ces trois extraits de plantes
endémiques Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba contre la teigne de la
pomme de terre. Par ailleurs, il existe peu de références sur 1’activité biologique de ces trois

plantes.

7.5.2.1 Etude de la mortalité des larves

Le tableau 15 montre le pourcentage de mortalité corrigée des larves. L’analyse de la
variance a un facteur en fonction des doses a révélé des différences trés hautement

significatives pour tous les extraits contre les larves (p=0.00).

Tableau 15: Effets de trois extraits de plantes sur la mortalité¢ des larves de

Phthorimaea operculella (méthode de trempage des tubercules).

les extraits de plantes Dose (%) mortalité corrigées (%)
0.5 23,08 £ 2,11 ***
) o 1 41,47 +£ 1,67 ***
Ammoides verticillata
15 69,9 + 2 59 ***
2 100 + 0,00 ***
0.5 16,39 + 2,12 ***
o 1 51,50 + 1,67 ***
Phlomis crinita
15 64,89 + 2,24 ***
2 79,03 + 2 59 ***
0.5 49,83 + 2 59 ***
1 51,50 + 1,67 ***
Reseda alba
15 66,56 + 3,34 ***
2 88,30 + 3,08 ***
Témoin 3,33+2,11

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA a un facteur suivi du test t de Dunnett, NS
p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.
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Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de la mortalité des larves, augmente
de maniere significative avec 1’augmentation de la dose des extraits appliqués par trempage

des pommes de terre.

L’extrait aqueux d ’Ammoides verticillata révele une protection compléte des tubercules
a la trés haute dose, ou est atteint 100 + 0,00 % de mortalité des larves ; suivis de Phlomis
crinita et Reseda alba ou, la mortalité est de 79,93 £ 2,59% et 88,30 = 3,08%
respectivement. A la plus faible dose 0.5%, la mortalité est de 23,08 + 2,11%, 16,39 + 2,12 %,

49,83 £ 2,59 % pour Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, respectivement.

Les valeurs CLsy obtenues a partir de la courbe de régression log-dose et probit de
pourcentage de mortalité corrigé (CM %) (Annexe 02), selon Miller et Tainter (1944) sont

montrées dans le tableau 16.

L’extrait aqueux d’Ammoides verticillata a enregistré une CLsg et une CLgy de 0.93%
et 2.07 % respectivement. L’extrait aqueux de Phlomis crinita a enregistré une CLsg et une
CLgo de 1.05% et 2.93 % respectivement. L’extrait aqueux de Reseda alba a enregistré une
CLso et une CLgg de 0.64% et 3.98 % respectivement.

Tableau 16 : Valeurs des CLsp et CLgg pour les trois extraits chez les larves de Phthorimaea

operculella. (Méthode de trempage des tubercules).

e | Cla % Tl | Clo 6 TS | g |
Ammoides verticillata 0,93 2,07 Y=0,04+2,54*X | 0,94
Phlomis crinita 1,05 2,93 Y=0,07+2,9*X |0,99
Reseda alba 0,64 3,98 Y=0,33+1,77*X | 0,7

De méme, (Erdogan et A Hassan, 2018) notent que deux insecticides botaniques

(Gamma-T-ol et Fungatol), ont montré un effet significatif ;la mortalité a été remarquée

rapidement, en effet 10% de mortalité des larve de la teigne de pomme de terre ont été

constatés au bout de 5 minutes de traitement seulement.

Dans une autre étude, il a été déterminé que la poudre de fleur de clou de girofle était la

plus efficace contre les larves de Phthorimaea operculella, suivi par la poudre de fleurs de
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santonica et la poudre de graines de poivre noir, réduisant ainsi les dommages (Abd El-
Hamed et al., 2011).

Une étude récente, affirme que trois huiles essentielles de d'Artemisia absinthium,
Achillea millefolium et Artemisia dracunculus, provoquent une réduction de la pénétration
larvaire du premier stade par rapport au témoin (p<0.05 ) et un effet ovicide de CL50 de 2,60,
2,36 et 1,08 ul / | dair, respectivement (Naghizadeh et al., 2019).

De méme 1’étude des poudres séchées des fruits mars Lindera neesiana et des rhizomes
d'Acorus calamus, ont montré que leurs effets persistent pendant de longues périodes ; ce qui
entraine un pourcentage €levé de mortalité des larves et moins d'émergence d'adultes en

premiére genération (Niroula et Vaidya, 2004).

A cet égard, le traitement des tubercules de pomme de terre avec Myristica et a-lonone,

a provoqué initialement 82,6 et 83% de mortalité larvaire respectivement (Aziza et al., 2014).

L’efficacité de nos extraits étudiés, est confirmée par d’autres études effectuées sur
d’autre espéces ; dont Ammoides verticillata qui possede un effet insecticide élevé contre la

mouche de I’olivier Bactrocera oleaee (Senouci et al., 2019).

De méme, pour le genre Phlomis, les propriétés insecticides présentent une activité
prometteuse contre les insectes ravageurs des denrées stockées Tribolium confusum et
Sitophilus (EI Mokni et al., 2019).

7.5.2.2 Etude de la production de la descendance

Le tableau 17 montre le pourcentage de descendance (nymphe et adulte). L’analyse de
la variance a un facteur en fonction des doses, a révélé des différences trés hautement

significatives pour tous les extraits contre la descendance (P=0.00) (Annexe 01).

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage des descendances varie en fonction de la

concentration des extraits appliqués, par trempage des pommes de terre.
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les extraits de plantes Dose (%) nymphose (%0) Emergence (%)
0.5 73,8 £ 0,76 *** 69,63 £2,35 ***
1 51,67 £ 1,67 *** 42,77 3,39 ***
Ammoides verticillata
1.5 26,37 £ 5,44 *** 20,82 £6,71 ***
2 0 £ 0,00 *** 0 £ 0,00 ***
0.5 82,42 £ 3,52 NS 63,9 + 0,89 NS
o 1 76,67 £ 6,15NS 55,83+5,54 *
Phlomis crinita
1.5 62,52 +4,17* 52,7845,13*
2 30,55 + 10,02 *** 22,22 + 10,24 ***
0.5 40,55 £ 2,18 *** 33,05 + 3,56 ***
1 20,83 £ 0,83 *** 7,5+ 4,79 ***
Reseda alba
1.5 0 £ 0,00 *** 0 £ 0,00 ***
2 0 £ 0,00 *** 0 £ 0,00 ***
Témoin 91,48+ 1,71 91,48+1,71

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA a un facteur suivi du test t de
Dunnett, NS p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.

La production de descendance, (nymphe et adulte) ; dés la dose de 1.5 % a eu un effet
significatif pour Reseda alba qui a freiné complétement 1’apparition de descendance causée
par I’alimentation des larves sur les tubercules traités par 1’extrait de cette plante. Néanmoins,
méme a cette dose, pour Ammoides verticillata et Phlomis crinita, la production de
descendance est inférieure a celle du témoin (91,48+1,71%), avec des pourcentages de
26.37+ 5,44% et 62.52+ 4,17 % respectivement (Tab. 17).

Dans une autre étude similaire, la nymphose des larves pénétrantes de la teigne de la
pomme de terre était également réduite, en particulier & 1,5% de concentration, atteignant
3,3% , 20% et 40% pour la cardamome, le romarin et la terpinine, respectivement (Moawad
et Ebadah, 2007).

la sensibilit¢ de I’insecte peut évoluer en fonction de son stade de développement
(Regnault-Roger, 2005) .
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En conséquence, la sélectivité et la spécificité permettent aux molécules allélochimiques

végétales d’agir a des moments déterminés sur les espeéces ciblées (Regnault-Roger, 2008).

Ces composés peuvent fonctionner comme répulsifs ou avoir des effets mortels ou
encore , agir comme un anti-aliment, un inhibiteur ou perturbateur de croissance (Sporleder
et Lacey, 2013).

7.5.2.3 Indice de dommage des tubercules

Le tableau 18 montre la moyenne de I’indice de dommage des tubercules causé par la
teigne de la pomme de terre. Les résultats indiquent clairement, que tous les extraits sont trés
hautement significatifs (p<0.001).

Les degrés variables de I'Indice de dommage, varient de 0+0.00 a 23.33+ 2,10 contre

30+£0.00 tunnels/tubercule pour le témoin (non traité).

Ce qui concorde avec d'autres études ; les feuilles de Lantana aculeata qui fournissent
la plus grande protection aux tubercules, réduisent ainsi les dommages de plus de 70% (Lal,
1987) .

Avec le traitement des tubercules par I’extrait Phlomis crinita, la moyenne d’indice
des dommages, a diminué de 23.33£2,10 tunnels / tubercule a la concentration de 0.5%, pour
atteindre 3.33% 2,10 tunnels / tubercule a la plus haute dose de 2% d’extrait.

Pour Reseda alba, la moyenne de I’indice des dommages, a diminué de 13.33+2.10
tunnels / tubercule a la concentration de 0.5%, pour atteindre 1.66+1.66 tunnels / tubercule a

la plus haute dose de 2% d’extrait.

Par contre, pour Ammoides verticillata, la moyenne de 1’indice des dommages a
diminué de 18.33+£3.07 tunnels / tubercule a la concentration de 0.5%, pour atteindre
0.00£0.00 tunnels / tubercule a la plus haute dose de 2% d’extrait (Tab. 18)
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Tableau 18 : Indice de dommages des tubercules de pomme de terre traités par trois extraits

de plantes, par méthode de trempage des tubercules.

les extraits de plantes Dose (%) ID (indice de dommage) tunnels/tubercule
0.5 18,33 + 3,07***
1 15,00 + 2,23***
Ammoides verticillata
1.5 3,33 £ 2,10***
2 0,00 + 0,00***
0.5 23,33+ 2,10*
1 16,66 + 2,10***
Phlomis crinita
1.5 10,00 + 0,00***
2 3,33 £ 2,10***
0.5 13,33 + 2,10***
1 11,66 + 1,66***
Reseda alba
1.5 6,66 + 2,10***
2 1,66 £ 1,66***
Témoin 30,00 £ 0,00

Chague valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA a un facteur suivi du test t de
Dunnett, NS p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.

Dans des travaux similaires et selon un traitement avec de I'huile de Mentha citrata,
I'indice moyen de dommage des tubercules, a diminué de 25,8 + 1,6 tunnels / tubercule a
0,0125 ml / 500 ml, jusqu'a atteindre 4,1 £ 1,6 tunnels / tubercule 0,05 ml / 500 ml (Aziza et
al., 2014) . Une tendance presque similaire a été atteinte dans le cas de Lantana camara avec
seulement 1,08% d'infestation suivi de Sapindus spp 3,41% et Ruta graveolens 4,38%
(Thakur et Chandla, 2013).

Une étude précédente a enregistré un indice de dégats des tubercules de pomme de terre
traités avec des poudres de la coriandre et le zygophyllum qui ont assuré une protection

compléte des tubercules traités (zéro ID) (Sharaby et Fallatah, 2019).

Ce qui concorde avec nos résultats, 1’extrait le plus efficace qui a donné l'indice le plus
bas de dommages aux tubercules est causé par /’Ammoides verticillata, qui semble donner une
protection compléte des tubercules traités (zéro ID), suivi de Reseda alba et Phlomis crinita a
1.66+1.66, 3.33+ 2,10 tunnels/tubercule respectivement.
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7.5.3 Activité larvicide par méthode de trempages des larves
7.5.3.1 Etude de la mortalité des larves
Le tableau 19, montre le pourcentage de mortalité corrigée des larves. L’analyse de la

variance a un facteur en fonction des doses, a révélé des différences trés hautement

significatives pour tous les extraits contre les larves (P<0.001) (Annexe 01).

Tableau 19 : Effets de trois extraits de plantes sur la mortalité des larves de

Phthorimaea operculella (méthode de trempage des larves).

les extraits de plantes Dose (%) mortalité corrigées (%)
0.5 32,14 + 2,25%**
1 41,07 £ 2,39***
Ammoides verticillata
1.5 71,43 £ 2,25%**
2 100,00 + 0,00***
0.5 33,92 £1,78***
1 55,35+ 1,78***
Phlomis crinita
1.5 73,21+ 2,39%**
2 96,43 + 2,25***
0.5 50,00 + 2,25***
1 67,85 + 2,76***
Reseda alba
1.5 87,50 £1,78***
2 100 + 0,00***
Témoin 6,66 £ 2,11

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA & un facteur suivi du test t de
Dunnett, NS p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de la mortalité des larves augmente
de maniere significative avec 1’augmentation de la dose des extraits appliqués par trempage

des larves.

Les deux extraits aqueux, Ammoides verticillata et Reseda alba, a la haute dose ont
causé la mortalité totale des larves, suivi de Phlomis crinita de 96,43 * 2,25 %; comparable a

6,66 £ 2,11 % de mortalité pour le témoin. Et a la plus basse dose de 0.5%, la mortalité est de
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32,14 + 2,25 %, 33,92 +1,78 %, 50,00 £ 2,25 % pour Ammoides verticillata, Phlomis crinita

et Reseda alba respectivement.

Les extraits obtenus d’Achillea wilhelmsii et Tanacetum parthenium ont montré 82% et
87% de mortalité respectivement & 12% de concentration. Par contre l'extrait de
Leptospermum petersonii a montré I'effet le plus élevé, soit 100% de mortalité des larves a

une faible concentration d’extrait de 0, 4% (Erdogan et Yilmaz, 2018).

Et parmi les travaux faits par Segovia-Romani et al. (2003), les espéces qui ont
provoqué une plus grande mortalité des larves sont Erythrina edulis, Paranephelius
uniflorus et Salvia styphelus.

Le tableau 20, montre CLsy et CLgy des larves obtenues a partir de la courbe de

régression log-dose et probit de pourcentage de mortalité corrigé (Annexe 02).

Tableau 20 : Valeurs des CLsy et CLgo pour les trois extraits chez les larves de
Phthorimaea operculella. (Méthode de trempage des larves)

Plante Dose CLso (%0) Dose CLgg (%0) Equation R®
Ammoides verticillata 0,86 2,17 Y=0,04+2,01*X | 1
Phlomis crinita 0,77 2,13 Y=0,39+3,34*X | 1
Reseda alba 0,56 1,53 Y=0,63+2,32*X 1

L’extrait aqueux d’Ammoides verticillata a enregistré une CLsg et une CLgo de 0.86%
et 2.17 % respectivement. L’extrait aqueux de Phlomis crinita a enregistré une CLsg et une
CLgo de 0.77% et 2.13 % respectivement. L’extrait aqueux de Reseda alba a enregistré une
CLsgo et une ClLgy de 0.56% et 1.53 % respectivement. On déduit donc que Reseda alba
présente la dose létale la plus réduite, qui cause la mortalité de 50% des larves.

Mohammadi et al. (2021), visaient & etudier la toxicité orale des différents extraits
de Achillée millefeuille et Marrubium vulgare contre les larves de la teigne des tubercules

de pommes de terre. Les résultats ont révélé que les extraits aqueux et a l'acétate d'éthyle
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d' Achillea millefolium présentaient le plus et le moins de toxicité vis-a-vis du 1 stade

larvaire, avec des valeurs de CL 5o de 2,96 et 44,03 gr/l respectivement.

7.5.3.2 Etude de la descendance

Le tableau 21 montre le pourcentage de descendance (nymphe et adulte). L’analyse de
la variance a un facteur en fonction des doses, a révélé des différences trés hautement

significatives pour tous les extraits contre la descendance (P=0.00) (Annexe 01).

Reseda alba a la dose del.5 % a eu un effet significatif sur la nymphose, qui a freiner
complétement 1’apparition des nymphes et des adultes. Tandis qu’Ammoides verticillata et
Phlomis crinita arrivent a 30,53 * 6,68% et 75,01+ 8,33% de nymphose respectivement, et

ont montré presque la méme tendance pour 1’émergence des adultes (Tab. 21).

Tableau 21: Effets de trois extraits de plantes sur la descendance de Phthorimaea

operculella (méthode de trempage des larves).

les extraits de plantes Dose (%) nymphose (%0) Emergence (%)
0.5 89,66 + 3,29NS 84,50 + 3,73NS
1 55,00 £ 2,23*** 45,00+ 2,23***
Ammoides verticillata
1.5 30,53 + 6,68*** 22,20 £ 7,02***
2 0.00 = 0,00*** 0.00 + 0,00***
0.5 94,66 £ 3,28NS 78,55 £ 3,06NS
1 75,83 + 0,83NS 55,83+ 4,16*
Phlomis crinita
1.5 75,01+ 8,33NS 41,65 + 3,73**
2 33,33 £ 21,08** 33,33 £ 21,08***
0.5 43,33 £ 2,10*** 39,16+ 3,27***
1 34,70 £3,34*** 15,26 £ 6,93***
Reseda alba
1.5 0.00 £ 0,00*** 0.00 + 0,00***
2 0.00 + 0,00*** 0.00 + 0,00***
Témoin 94,81 +2,32 94,81 +2,32

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA & un facteur suivi du test t de

Dunnett, NS p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.
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Comparativement aux travaux similaires, la mortalité larvaire et nymphale, la plus
élevée de la teigne de la pomme de terre, s'est produite lorsque les larves sont traitées avec
1,25% de I’huile de géranium (Adel et al., 2015).

Soliman (2012) a constaté que I'extrait brut chloroformique de Pulicaria incise est tres
efficace avec une valeur CLs, de 1,016 et méme le pourcentage de nymphose a été affecte.

A cet égard I'extrait aqueux de Neem a été efficace pour prévenir 93,8% de la teigne

des tubercules de la pomme de terre (Kroschel et Koch, 1996) .

Majorana hortensis a affecté I'émergence d'insectes adultes des larves. La dose la plus
¢levée (0,2 ml) a induit des réductions significatives d’émergence d'adultes de tous les stades

immatures traités, par rapport au témoin (Abd El-Aziz, 2011).

De plus, les extraits d'Artemisia sp et de Rhizomes d'Acorus calamus ont une capacité
de réduire considérablement les dommages causés par la teigne de la pomme de terre (Giri et
al., 2013a).

Une étude met en évidence la toxicité des monoterpénes et des polyphénols, sur la
bruche Acanthoscelides obtectus au stade adulte par inhalation. Ce qui provoque, soit la mort
des insectes soit une diminution de leur activité reproductrice. 1l apparait que méme une
Iégere exposition aux vapeurs terpénique au début du développement larvaire a des
conséquences sur le développement ultérieur des larves, méme celles qui ont réussi a pénétrer

au cotylédon (Huignard et al., 2011).
7.5.4 Activité ovicide par méthode de trempage
7.5.4.1 Etude de I’éclosion et I’émergence
Le tableau 22 montre le pourcentage d’éclosion des ceufs traités et des adultes émergés.
L’analyse de la variance a un facteur en fonction des doses, a révélé des différences trés

hautement significatives pour tous les extraits (p<0.001) contre les ceufs du ravageur traité

(Annexe 01).

Le pourcentage de I’éclosion des ceufs de Phthorimaea operculella, a la concentration la
plus faible des extraits aqueux des trois plantes (Ammoides verticillata, Phlomis crinita et
Reseda alba) est de I’ordre de 71.90 + 7,05%, 73,97 + 1,38% et 9,09 £ 0,45%, ce qui a
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entrainé une réduction modérée du pourcentage d’éclosion pour Ammoides verticillata et

Phlomis crinita (Tab. 22).

De méme, Shelke et al. (1987), ont constaté qu’a faible concentration de 1%, les
extraits de Leptadenia reticulata et de Citrus aurantifolia ne réduisent pas de maniére

significative I'éclosion des ceufs.

Contrairement a I’extrait aqueux de Reseda alba qui a réduit le pourcentage de
I’éclosion de 90,3 + 0,49% a la dose de 0.5%.

Tableau 22 : Effets de certains extraits de plantes testés sur 1’éclosion des ceufs (méthode

de trempage des ceufs).

Les extraits de plantes | Dose (%) | I’éclosion (%) | Réduction (%) | Emergence (%)
0.5 71.90 + 7,05** | 23,26 + 7,52** | 88,70 + 6,10NS
1 44,72 +1,21*%**| 52,27 + 1,29***| 80,36 + 1,59**
Ammoides verticillata
1.5 0.00 £ 0,00*** | 100 + 0,00*** | 0.00 = 0,00***
2 0.00 £ 0,00*** | 100 + 0,00*** | 0.00 = 0,00***
0.5 73,97 +1,38*** (21,06 + 1,48*** [ 83,56 + 5,19NS
1 31,11 £ 1,38***| 66,80 + 1,48*** [ 66,16 + 10,31**
Phlomis crinita
1.5 0.00 £ 0,00*** | 100 £+ 0,00*** | 0.00 + 0,00***
2 0.00 £ 0,00*** | 100 £ 0,00*** | 0.00 + 0,00***
0.5 9,09 + 0,45*** | 90,3 + 0,49*** | 44,43 + 5,56***
1 0.00 £ 0,00*** | 100 £+ 0,00*** | 0.00 = 0,00***
Reseda alba
1.5 0.00 £ 0,00*** | 100 + 0,00*** | 0.00 + 0,00***
2 0.00 £ 0,00*** | 100 + 0,00*** | 0.00 + 0,00***
Témoin 93,70 £ 0,93 - 92,46 + 1,46

Chague valeur représente la moyenne + SEM, ANOVA a un facteur suivi du test t de
Dunnett, NS p > 0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.

Il y a de nombreuses études sur l'effet ovicide des plantes sur les ceufs de la teigne de la
pomme de terre. Par exemple, Aziza et al. (2014) indiquent que, plus la concentration de
l'huile est élevée, plus le pourcentage d'éclosion des ceufs est faible. Cependant les vapeurs

des huiles Cymbopogon citratus et Myristica fragrans, sont les plus efficaces, car peu

96



Partie expérimentale Chapitre VIT : Resultats et discussion

importe la concentration d’huile utilisée, elles provoquent une forte réduction du pourcentage

d'éclosion des ceufs.

De méme, Abd EI-Aziz (2011) a rapporté, que I’effet défavorable le plus fort sur
l'éclosion des ceufs était observé a des doses de 0,2, 0,1 et 0,05 ml pour T'huile essentielle de

marjolaine (P <0,05) .

Nous constatons donc, que plus la concentration de l'extrait est élevée, plus le
pourcentage d'éclosion des ceufs est faible ; par conséquent, 1’extrait de Reseda alba provoque
une inhibition totale de 1’éclosion des ceufs (0%) a des concentrations de 1, 1.5 et 2%. Par
contre les extraits Ammoides verticillata et Phlomis crinita, provoquent I’inhibition totale de

I’éclosion, a des concentrations de 1.5 et 2% contre le témoin avec 93,70 + 0,93% d’éclosion.

D’autres études, montrent que la ponte et 1'éclosion des ceufs sont affectées, méme
lorsque P’adulte est exposé a une certaine dose d’huile de zeste d’orange Citrus
sinensis (L.) (Sharaby, 1988) .

Moawad et Ebadah (2007) ont pulvérisé des ceufs d'un jour avec 0,03 et 0,05% de
concentration d'huile de cardamone. lls ont enregistré les plus faibles pourcentages d'éclosion

des ceufs, soit 27% et 11%, respectivement; comparables a 83% pour le non traité.

Une tendance, presque similaire, a été atteinte dans le cas des extraits d'eucalyptus
camaldulensis et Heracleum persicum pour CLsp qui sont respectivement de 7,07 et 6,95%
(Nouri Ganbalani et al., 2020) .

(Sharma et al., 1997) montrent que beaucoup d’autres extraits de plantes possedent
I’activité ovicide de divers solvants, y compris les extraits alcooliques de Pinus roxburgii et

Eucalyptus globulus.

Le tableau 23 représente les valeurs CLsg obtenues a partir de la courbe de régression

log-dose et probit de pourcentage de réduction des ceufs traité (Annexe 02).
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Tableau 23 : Valeurs des CLsp et CLgo pour les trois extraits chez les ceufs de Phthorimaea

operculella. (Méthode de trempage des ceufs).

parie | O s | Lo 090 wenales | couamion |
Ammoides verticillata 0,78 1,38 Y=0,06+2,58*X 0,94
Phlomis crinita 0,74 1,24 Y=0,43+4.12*X (0,99
Reseda alba 0,32 0,50 Y=3.69+7.94*X| 0,7

L’extrait aqueux d’Ammoides verticillata a enregistré une CLs et une CLgode 0.78% et
1.38 % respectivement. L’extrait aqueux de Phlomis crinita a enregistré une CLsg et une CLgg
de 0.74% et 1.24 % respectivement. L’extrait aqueux de Reseda alba a enregistré une CLs et
une CLgg de 0.32% et 0.50 % respectivement.

Les valeurs deconcentration létale a 50 % (CLs) pourles huiles
essentielles de  Thymus caucasicus , Rosmarinus officinalis et Satureja hortensis vis-a-vis
des ceufs de Phthorimaea operculella étaient respectivement de 5,99, 4,58 et 3,55

pl/l d” air (Nouri-Ganbalani et al., 2021).

Les effets létaux des huiles essentielles de marjolaine, de basilic et de menthe ont été
évalués sur Phthorimaea operculella. Les LC s, étaient de (3,59, 2,53 et 2,37 pl/litre dair,
respectivement). L'huile essentielle de menthe avait la toxicité fumigante la plus élevee sur les
ceufs de Phthorimaea operculella par rapport aux autres huiles essentielles (Jafari et al.,
2021).

L’huile de thym possédait la plus forte toxicité fumigante contre les ceufs avec une

valeur de CLso de 6,1 I/l d'air (Tayoub et al., 2016).

les valeurs de concentration létale a 50 % (CL so) pour les huiles essentielles de Thymus
caucasicus , Rosmarinus officinalis et Satureja hortensis ainsi que pour l'iodure de méthyle
vis-a-vis des ceufs de Phthorimaea operculella étaient respectivement de 5,99, 4,58, 3,55 et
0,29 ul/1d’air (Nouri-Ganbalani et al., 2021).
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7.5.5 Effet des extraits sur la ponte

7.5.5.1 Résultat de I’indice de stimulation de I’oviposition (OSI)

Les figures 43, 44 et 45 représentent 1’indice de stimulation de 1’oviposition des trois
extraits agueux Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba vis-a-vis Phthorimaea

operculella.

L’Ammoides verticillata a considérablement favorisé la ponte des femelles de
Phthorimaea operculella a des concentrations ayant de 0.125% a 0.5%, mais
significativement dissuadé la ponte a 1%, 1.5% et 2% (Fig. 43).

40
20 -+ a 2
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g 0 - Concentration (%)
S €20 - b
Eg M Dose 0,125
“ o
2 240 M Dose 0,250
>
g 2 H Dose 0,500
2 0 c & Dose 1,000
80 - _ i Dose 1.500
pn i Dose 2.000
-100 -

Figure 43 : Effet OSI de I’extrait aqueux Ammoides vertcillata.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives
entre les combinaisons a le niveau de 0,05 (n = 3 ; homogeénéité de la variance : ddl1 = 2,
ddl2=12, P =0.007 ; ANOVA : F = 485.265, P = 0.000).

L’extrait aqueux de Phlomis crinita a faible concentration, allant de 0.125 a 0.5%, a
considérablement favorisé la ponte des femelles de Phthorimaea operculella, mais

significativement dissuadé la ponte a 1%, 1.5 %, 2% (Fig. 44).
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Figure 44 : Effet OSI de I’extrait aqueux Phlomis crinita.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives

entre les combinaisons a le niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddI1 = 2,

ddl2=12, P =0.024 ; ANOVA : F = 106.037, P = 0.000).

L’extrait aqueux de Reseda alba, a considérablement dissuadé la ponte a toutes les

doses, allant de 0.125% a 2 % (Fig. 45).
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Figure 45 : Effet OSI de I’extrait aqueux Reseda alba.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives

entre les combinaisons a le niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéite de la variance : ddI1 = 2,

ddl2= 12, P = 0.068; ANOVA : F =15.222, P = 0.000).
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D’ailleurs en 1978, Abdallah et De Wit , ont déclaré que parmi les Résédacées, seules
quelques dizaines qui souffraient d'attaques d'insectes ; donc ces plantes ont une tendance a

repousser les insectes.

Thiéry et al. (2013), trouve que la balance entre stimuli positif et négatif, s’établirait au
niveau du systéme nerveux central (SNC), en fonction de la relative importance des entrées

sensorielles stimulantes et dissuasives.

La teneur des différents métabolites secondaires permettent de déterminer la zone de la
ponte ; glycosides et quercitrine qui attirent les femelles du papillon et, par ailleurs certains
flavonoides peuvent, parfois avoir un role attractif (Stadler, 2002; Macheix et al., 2005;
Thiéry et al., 2013).

Des stimulants importants peuvent survenir a des concentrations extrémement faibles et
les neurones récepteurs qui les percoivent se sont révélés extrémement sensibles (Stadler,
2002). Les chimiorécepteurs olfactifs sont principalement, situés au niveau des antennes, mais

dans certains dipteres, ils sont situés sur les tarses (Hill, 2008).

L’extrait aqueux d’Ammoides verticillata a donné 1’OSI le plus positif et le plus
négatif ; par conséquent, 1’effet attractif a la ponte le plus élevé est a la dose de 0.250% avec
OSI= +15.87% + 0.79, et ’effet répulsif le plus élevé des trois extraits a la dose de 2% avec
OSI=-85.57% +3.31.

Contrairement a 1’extrait Majorana hortensis, qui avait un effet dissuasif insignifiant
sur ’activité de la ponte, les données ont montré, que méme a la plus haute dose, la répulsion
efficace de la ponte n'était que de 11,5% (Abd EI-Aziz, 2011).

Des résultats similaires a nos résultats, I'huile de fraise s’avére étre attractive pour les
femelles de Phthorimaea operculella (+16,7%) (Sharaby et al., 2009). Et I'heptanal peut
stimuler la ponte des femelles Phthorimaea operculella et avoir un effet attractif, a la

concentration de 0,5 mg/l (Xiong et al., 2021).

De méme Ajamhasani et Salehi (2004) a examiné l'effet de poudre de feuilles et de
I’extrait a 5% de Sambucus ebulus , Artemisia annua et Pterocarya fraxinifolia, sur le taux
de la ponte de la teigne de la pomme de terre. Ils ont rapporté que la poudre de feuilles et

I'extrait de Pterocarya fraxinifolia, ont été les plus efficaces pour dissuader les femelles
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pondeuses sur les tubercules de pomme de terre que les deux autres plantes, Artemisia annua

et Sambucus ebulus.

Naghizadeh et al. (2016) ont testé les huiles essentielles d'absinthe, la millefeuille et
d'estragon, sur Phthorimaea operculella. Les résultats ont montré que le nombre d'ceufs
pondus sur les tubercules traités par les deux premieres huiles était significativement inférieur

a celui des tubercules témoins.

Une combinaison de plusieurs extraits; comme 1’extrait d'acétone de Glycosmis
pentaphyllum, combiné & des quantités égales d'extraits de Catharanthus roseus, Salvadora
oleododes et Breneya sp, ont montré une augmentation significative de l'activité de
dissuasion pour la ponte, contre Phthorimaea operculella, par rapport a l'activité des extraits
individuels (Deshpande et al., 1990).

Des extraits de feuilles d'olivier ont été étudiés pour leur effet dissuasif, sur
Phthorimaea operculella. L’effet dissuasif, le plus élevé de la ponte a €té enregistré sur
I'extrait d'acétone, avec un indice de dissuasion de 25,9%, 65,2% et 93,3% a 0,1, 1 et 10% de

dose , respectivement (Hamouda et al., 2015).

L'hexanal, l'octanal, le nonanal et le 1-octene-3-ol, ont considérablement perturbé le
comportement de ponte de la teigne de la pomme de terre, en fonction de la dose (Anfora et
al., 2014).

De méme, une huile a savoir Cupressuss sempervirens, a montré une dissuasion de la
ponte de 80,1% contre la teigne de la pomme de terre, tandis que I'huile de Cymbopogon
nardus a provoqué une dissuasion de 45,7% de la ponte et Cinnamomum verum a présenté le

moins de dissuasion qui est de 28% (Morey et al., 2020).
7.5.5.2 Resultats d’Effet de Push-Pull

La figure 46, présente la combinaison entre d’Ammoides verticillata (forte
concentration, push) avec Ammoides verticillata (faible concentration, « pull » a plusieurs

concentrations).

Les trois combinaisons ont montré 1’effet Push-Pull élevé qui varie de 84.54 + 2.72% a
93.49+3.25%. Donc Il n'y a pas de différences significatives entre les effets Push-Pull des
trois combinaisons AA1, AA2 et AA3.
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Figure 46 : Effet Push-Pull de la combinaison AA.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddI1 = 2, ddI2 = 6, p=0.855 ;
ANOVA : F=2976, p=0.126).

La figure 47, présente la combinaison entre Ammoides verticillata (forte concentration,

push) et Phlomis crinita (faible concentration, « pull » a plusieurs concentrations).

AP1, une combinaison entre Ammoides verticillata (forte concentration, 2%) et Phlomis
crinita (faible concentration, 0.125%) a montré 1’effet Push-Pull le plus élevé avec une
moyenne de 60+2.25%, ce qui est nettement supérieur aux effets Push-Pull d’AP2 et AP3
avec des effets push pull de 34.72+1.39% et 34.04 £ 0.71% respectivement.
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Figure 47 : Effet Push-Pull de la combinaison AP.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddi1 =2, ddl2 =6, p=0.119;
ANOVA : F =87.033, p = 0.000).

La figure 48, présente la combinaison entre Phlomis crinita (forte concentration, push)

et Ammoides verticillata (faible concentration, « pull » a plusieurs concentrations).

PA1, une combinaison entre Phlomis crinita (2%) et Ammoides verticillata (0.125%), a
montré ’effet Push-Pull le plus élevé avec une moyenne de 39.23+1.16%, suivie par les
deux combinaisons PA2 et PA3 avec des effets Push-Pull de 37.89 +0.75 % et 33.98+ 0.65 %

respectivement.

Il n’existe pas de différences significatives dans les effets push-pull des combinaisons

de Phlomis crinita avec d'autres concentrations d’Ammoides verticillata.
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Figure 48 Effet Push-Pull de la combinaison PA.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddl1 =2, ddl2 =5, p=0.795;
ANOVA : F =5.317, p = 0.052).

La figure 49 présente la combinaison entre Phlomis crinita (forte concentration, push)

et Phlomis crinita (faible concentration, « pull » a plusieurs concentrations).
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Figure 49 : Effet Push-Pull de la combinaison PP.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddi1 =2, ddl2 =6, p =0.099 ;
ANOVA : F =136.103, p = 0.000).
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Parmi ces combinaisons, le pic est enregistré a la combinaison PP1 qui a donné 1’effet
Push-Pull le plus fort, atteignant en moyenne 23.24+ 1.10%. Ce qui est nettement supérieur
aux effets Push-Pull des combinaisons PP2 et PP3 avec un effet de 17.51+ 0.13% et 7.53

+0.39% respectivement.

La figure 50, présente la combinaison entre deux plantes Reseda alba (forte
concentration, push) et Ammoides verticillata (faible concentration, « pull » a plusieurs

concentrations).

La combinaison RA1 de Reseda alba (2 %) et Ammoides verticillata (0.125%) a donné
I’effet Push-Pull le plus fort qui a atteint une moyenne de 51.85 £1.85% ; ce qui est
nettement supérieur aux effets de PR2 et PR3 avec des effets Push-Pull de 38.68 +0.22% et
33.87+ 1.42% respectivement.
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Figure 50 : Effet Push-Pull de la combinaison RA.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddl1 =2, ddl2 =6, p =0.034 ;
ANOVA : F =47.265, p = 0.000).

La figure 51, présente la combinaison entre deux plantes; Reseda alba (forte
concentration, push) et  Phlomis crinita (faible concentration, « pull » a plusieurs

concentrations).
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La combinaison RP1 de Reseda alba (2%) et Phlomis crinita (0.125%) a donné
I’effet Push-Pull le plus fort qui a atteint une moyenne de 67.78 +1.11%, suivie par la
combinaison RP2 avec un effet Push-Pull presque similaire de 65.76 +1.40 %. Tandis que la

plus faible est enregistrée a la combinaison RP3 avec une moyenne de 38.93+1.63%.
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Figure 51 : Effet Push-Pull de la combinaison RP.

Différentes lettres au-dessus des barres d'erreur indiquent des différences significatives entre les
combinaisons au niveau de 0,05 (n = 3 ; homogénéité de la variance : ddi1 =2, ddl2 =6, P =0.880 ;
ANOVA : F =131.904, P = 0.000).

Khan et Pickett (2008) citent que le terme «push-pull» a été concu pour la premiére
fois comme une stratégie de lutte contre les insectes ravageurs par Pyke, Rice, Sabine et
Zaluki en Australie en 1987

L'effet Push-Pull est établi en exploitant des produits sémiochimiques (Hassanali et al.,
2008), qui agit pour rendre la ressource protégée peu attrayante ou inadaptée aux ravageurs
(pousser) avec des plantes répulsives, tout en les attirant vers une source attrayante des plantes
piéges (tirer) ; d’ou les ravageurs sont ensuite eliminés (principe Push-Pull ). Les stratégies
Push-Pull , utilisent une combinaison de stimuli, qui consiste a modifier le comportement et a
manipuler la répartition et I'abondance des ravageurs (Cook et al., 2007; Ryckewaert et
Rhino, 2017).

Au Congo, des essais ont été appliqués pour favoriser les populations d’ennemis

naturels de Pentalonia nigronervosa. Les résultats de 1’étude montrent que la tomate s’est
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révélée meilleure plante attractive des aphidiphages en relation avec la culture de bananier
(Lifake et al., 2018).

Dans une autre étude similaire, la combinaison d'azadirachtine (12 mg/l) et d'eucalyptol
(3,0 mg/l) a entrainé un effet push pull significatif ; soit de 56,3% sur la ponte de la teigne de
la pomme de terre (Ma et Xiao, 2013).

Lamy (2016) a confirmé D’efficacité de ce systeme de Push-Pull. Il a trouvé que
I’eucalyptol (1-8 cinéol) a permis de réduire le nombre de nymphes de Delia radicum

retrouvees aux pieds des plants de brocoli de 60% .

Kergunteuil (2013), a testé le pouvoir attractif de cing plante de la famille des
brassicacées vis-a-vis la mouche du chou, Brassica oleracées montre un niveau intermeédiaire
d'attraction tandis que Brassica napus et Brassica rapa pekinensis sont les plus attractifs pour

les femelles.

De nombreux ceufs de Phthorimaea operculella ont été pondus autour du tabac et de la

pomme de terre, et peu ou pas pres de la tomate ; du mais ; de la laitue. (Traynier, 1975).

A cet égard , les poudres de colocynthes, de zygophylles et de coriandre ont enregistré
un nombre tres faible (1,8 , 2,2 et 3 ceufs) d'ceufs déposés sur les tubercules traités, suivis du
séné, de la camomille, du noisetier et du jasmin (4,4 , 6,4 , 7,2 et 7,4) respectivement, contre

29 ceufs sur les tubercules non traités (Sharaby et Fallatah, 2019).

Beaucoup d’autres chercheurs ont étudiés la stratégie Push-Pull. Citons Khan et al.
(2001), Maher et al. (2001) et Cockburn (2013).

L’effet dissuasif de l'oviposition des différents extraits de solvant (éther de pétrole,
chloroforme et éthanol) d'une plante héte (Nicotiana tabcum) et de deux plantes non hétes
(Populus yunnanensis et Eucalyptus globulus) sur Phthorimaea operculella, ont été testés par
Ming (2007) et il a indiqué que tous les extraits a solvant (éther de pétrole, chloroforme et
éthanol) d'Eucalyptus globulus ont demontré une dissuasion significative de la ponte chez les

femelles de Phthorimaea operculella seulementa 0 ~ 24.

Dans notre étude la plus forte, parmi toutes les combinaisons est celle de AAl (Fig.
46) ; la combinaison entre Ammoides verticillata (2 %) et Ammoides verticillata (0.125%), a

entrainé un effet push pull significatif sur la ponte le plus élevé avec une moyenne de 93.49
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+ 3.25%, qui est expliqué par sa richesse en meétabolites secondaires. En effet c’est la seule
plante qui a révélé la présence des alcaloides, qui s’avérent avoir des effets répulsifs (Bouget
et al., 2016), et sa richesse en terpénes, qui ont des propriétés attractif et répulsifs vis-a-vis
des insectes ; et il provoquent méme une perte d'appétit et empéchent la ponte (Nava-Pérez
et al., 2012; Patil, 2020), et également la toxicité des polyphénols qui est corrélée

positivement avec le pouvoir attractif (Regnault-Roger et al., 2004).

7.5.6 Effet des extraits agueux sur la souche de Rhizoctonia solani

Les résultats de I’effet des différents extraits (Ammoides verticillata, Phlomis crinita,

Reseda alba) sur la souche fongique Rhizoctonia solani, sont mis en évidence par la figure52.

L’analyse de la variance a un facteur en fonction des doses a révélé des différences tres
hautement significatives pour les extraits contre la souche fongique de Rhizoctonia solani
(p<0.001) (Annexe 01).
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Figure 52 : Effet des extraits aqueux sur la souche de Rhizoctonia solani, Chaque
valeur représente la moyenne £ SEM, ANOVA a un facteur suivi du test t de Dunnett, NS p >

0,05, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05 par rapport au témoin.

On remarque que I’inhibition de la croissance mycélienne de la souche Rhizoctonia

solani est proportionnelle aux concentrations des extraits étudiés (Fig. 53,54 et 55).
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Figure 53: Effet de I'extrait aqueux d'’Ammoides verticillata sur la croissance

mycélienne de Rhizoctonia solani.
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Figure 54: Effet de I'extrait aqueux de Phlomis crinita sur la croissance mycélienne de

Rhizoctonia solani.
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Figure 55 : Effet de I'extrait aqueux de Reseda alba sur la croissance mycélienne de

Rhizoctonia solani.
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Les deux extraits aqueux d’Ammoides verticillata et Reseda alba se sont révélés les

plus actifs contre la souche fongique Rhizoctonia solani, par rapport au témoin négatif.

Les extraits d’Ammoides verticillata (3 % (p/v)) et Reseda alba (3%(p/v)) ont
enregistré les pourcentages d’inhibition les plus élevés qui sont supérieurs a 50%, soit de

62.74 + 2.08% et 56.47 £ 8.26%, respectivement.

Les résultats que nous avons obtenus sont en parfait accord avec la conclusion avancée
par Laouer et al. (2003) qui ont montré une activité antimicrobienne importante pour 1’huile
d'’Ammoides pusilla contre Serratia marcescens, Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ,Staphyhloccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.  mosprunorum, Aspergillus niger et
Candida albicans, et posséde une activité antifongique importante. Cela est dii a sa richesse

en composés aromatiques ; comme le carvacrol (Senouci et al., 2020b).

Les propriétés antifongiques des extraits étaient principalement attribuées a leur richesse
en métabolites secondaires. D’ailleurs de nombreux flavonoides ont des propriétés
antivirales ; anti bactérienne et antifongique (Bohm, 1998), de méme pour le genre Reseda,

qui posséde une activite antibactérienne (Benmerache et al., 2012).

Les résultats obtenus, rejoignent aussi ceux de (Khan et al., 2016) qui ont testé 1’effet
de cinq produits végétaux ; huile de Neem, gingembre, curcuma, poivre et 1’ail, contre
Rhizoctonia solani. Les résultats ont révélé, que tous les phytobiocides réduisaient les
diamétres des colonies du Rhizoctonia solani de maniere significative (p < 0,05). L'ail s'est

avéré étre le phytobiocide inhibiteur le plus efficace par rapport aux autres produits végétaux.
Beaucoup d’autres extraits de plantes, ont été étudiés contre Rhizoctonia solani.

En 2010, Al-Askar et Rashad ont étudié I’effet de la cannelle (Cinnamomum verum),
I'anis (Pimpinella anisum ), la graine noire (Nigella sativa ) et le clou de girofle (Syzygium
aromaticum ), qui se sont révélés actifs contre Rhizoctonia solani. A noter que l'extrait de
clou de girofle provoque une inhibition complete de la croissance de Rhizoctonia solani a

une concentration de 1%.

En 2018, Rashad et al., ont fait I’étude sur cinq plantes ; (Eucalyptus tereticornis,
Ammi visnaga, Azadirachta indica, Rheum Palmatum et Adansonia digitata). Tous leurs

extraits testés, ont montré une activité antifongique contre Rhizoctonia solani avec des
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étendues variées. L’extrait d'Ammi visnaga (khella) a montré la plus grande activité par

rapport aux témoins non traiteés.

Du point de vue phylogenique cette derniere est proche de notre plante Ammoides

verticillata, qui a révélé un effet inhibiteur important sur la croissance de Rhizoctonia solani.

Citons aussi, les feuilles de clerodendrum (Clerodendrum infortunatum), polyalthia
(Polyalthia longifolia ), les rhizomes de gingembre (Zingiber officinale) (Choudhury et al.,
2017), Lippia origanoides (Alvarez-Sanchez et al., 2018), et l'extrait de pomme épineuse
(Datura sp) (Al-Baldawy et al., 2021), qui ont montré une activité antifongique contre

Rhizoctonia solani.

L’extrait de Phlomis crinita s’est avéré le moins actif contre la souche fongique
Rhizoctonia solani, avec des pourcentages qui n’ont pas dépassé le seuil de 23.92 £1.71%
mais qui reste significatif (p=0.019). Par contre aucune différence significative n’est
enregistrée par rapport au témoin, pour les trois premiéres doses 1.5%, 2%, et 2.5%, de

I’extrait aqueux de Phlomis crinita.

Ce taux faible d’inhibition contre Rhizoctoia solani pour I’extrait aqueux de Phlomis
crinita, n’exclut pas son efficacité contre des especes bactériennes a Gram positif tels que
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis, signalé par Limem-Ben Amor et al. (2008)
et ElI Mokni et al. (2019).
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Cette these s’inscrit dans un double objectif, la mise en valeur des substances naturelles
d’origine végétales de trois plantes Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, en
mettant en évidence les différents métabolites secondaires qualitatifs et quantitatifs, et la
recherche d’un moyen de contréle biologique, offrant une alternative pour les pesticides
contre deux ennemis ; Phthorimaea operculella et Rhizoctonia solani a partir des travaux

initiaux

En premier lieu, I’étude phytochimique des trois extraits (aqueux, méthanolique et éther
diéthylique), a permis d’obtenir des rendements en extraits et des métabolites secondaires, qui
sont repartis en fonction de leur polarité et leur affinité avec les différents solvants. Le
rendement le plus élevé a été enregistré, au niveau d’extrait méthanolique pour Ammoides
verticillata avec un rendement de 15.3%. Par contre pour les deux autres plantes Phlomis
crinita et Reseda alba, le rendement le plus ¢levé a été enregistré au niveau de ’extrait
aqueux, avec un rendement de 12.67 et 18.8% respectivement. Le criblage phytochimique a
révélé la richesse des trois plantes, en composés terpéniques et en composés phénoliques, mis
a part les alcaloides, qui n’étaient présents que dans la premiére plante Ammoides verticillata.
Les solvants méthanol et aqueux se sont montrés particulierement comme étant les deux

solvants les plus efficaces a extraire les métabolites secondaires chez les trois plantes.

Les résultats des différentes analyses du screening quantitatifs effectuées sur les trois
plantes Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, indiquent qu’ils contiennent

des substances actives a différentes teneurs comme sulit :

Dosage des polyphénols pour I’extrait aqueux ; (14.94 + 0.48, 13.36 + 0.73, 12.17 +
0.58 mg EAG/g MS), et pour I’extrait méthanolique ; (23.13 £ 0.47, 12.50 + 0.76 et 9.23 +
0.39 mg EAG/g MS) respectivement.

Dosage des flavonoides pour I’extrait aqueux ; (5.62 + 0.98 ,3.44 £ 0.28 et 4.26 £0.42
mg EQ/ g MS). Et pour I’extrait méthanolique ; (3.65 + 0.26 ,5.27 £0.67 et 3.22 £0.19 mg
EQ/ g MS) respectivement.

Dosage des tanins pour I’extrait aqueux ; (3.39 +0.26, 2.21 +0.17 et 0.84 £0.09 mg
EC/g MS) .et pour I’extrait méthanolique ; (3.54 + 0.11, 2.31 + 0.26 et 1.83 + 0.03 mg EQ/ ¢

MS) respectivement.
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Dosage des anthocyanes ; 0.35 + 0.03 pumole/g. 0.25 £ 0.02 pmole/g et 0.24 + 0.03

pmole/g respectivement.

D’apreés nos résultats, la nature du solvant d’extraction des polyphénols, flavonoides et
des tannins, ne semble avoir aucun effet sur la différence entre les moyennes. En effet un
pourcentage de 66.67% du total des composants, dont la différence entre les moyennes de
concentration était non significative, suivie par 22.22% du total des composants, ou I’cau a
été le meilleur solvant a extraire les métabolites secondaires et au final seulement 11.11% du

total des composants ont été mieux extraits par le méthanol.

Par la suite, pour ce qui est des facteurs abiotiques idéaux a 1’élevage de la teigne de la
pomme de terre, ’alimentation et la température, s’avérent étre les principaux facteurs
limitants pour le développement de I’insecte et la fécondité des femelles. L’alimentation
optimale trouvée est la concentration de 10% en sucre. Elle a permis d’obtenir la fécondité
moyenne la plus élevée qui est de 73.75+1.06 ceufs et une longévité moyenne la plus élevée
qui est de 8.60+0.20 jours. La température optimale que nous avons enregistrée pour la ponte
se situe entre 25°C et 27°C, dont le pic le plus important pour la fécondité est enregistré a
27°C avec une fécondité de 30.6+0.40 ceufs.

Concernant le volet de I’évaluation de I’activité biologique :

Premiérement pour le pouvoir antioxydant, nous avons enregistré que 1’ensemble des
extraits ont des propriétés anti radicalaires intéressantes, notamment [’extrait aqueux
d’Ammoides verticillata qui a enregistré le pouvoir antioxydant le plus élevé (ICso = 0,028 +
0.001 mg/ml), il se rapproche de celui de I’acide ascorbique avec ICsq de 0.021 + 0.001

mg/ml.

Nous avons constaté que les extraits obtenus a partir d’Ammoides verticillata, Phlomis
crinita et Reseda alba présentent des effets toxiques contre les différents stades de
Phthorimaea operculella. Pour 1’évaluation de 1’effet biopesticide des trois plantes contre la

teigne de la pomme de terre, de différentes méthodes sont effectuées.

Concernant la premiere méthode (trempage des tubercules): [D’extrait aqueux
d’Ammoides. verticillata révele une protection complete des tubercules a la tres haute dose,
ou est atteint 100% de mortalité des larves, suivis de Reseda alba et Phlomis crinita, dont la
mortalité des larves est de 88,30 + 3,08 % et 79,93 + 2,59 % respectivement. A la plus faible
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dose 0.5%, la mortalité est de 23,08 + 2,11 %, 16,39 + 2,12 %, 49,83 + 2,59 % pour
Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, respectivement. L’extrait aqueux de

Reseda alba a présenté la meilleure CLsy avec une dose de 0.64%.

Pour la production de descendance, (nymphe et adulte), nous avons enregistré un effet
significatif pour Reseda alba qui a freiné complétement 1’apparition de descendance cause

par ’alimentation des larves sur les tubercules traités (a partir de la dose de 1.5 %).

L’extrait le plus efficace qui a donné l'indice le plus bas de dommages aux tubercules
est celui d’Ammoides verticillata, qui semble donner une protection compléte des tubercules
traités (zéro ID) suivi de Reseda alba et Phlomis crinita a 1,66 £ 1,66 et 3,33 £ 2,10

tunnels/tubercule respectivement.

Concernant la deuxiéme méthode (trempage des larves), les deux extraits aqueux
Ammoides verticillata et Reseda alba, a la plus haute dose, ont causé la mortalité totale des
larves, suivi de Phlomis crinita avec 96,43 + 2,25%. L’extrait aqueux de Reseda alba a
enregistré une CLso et une ClLgo de 0.56% et 1.53 % respectivement. On déduit donc que
Reseda alba présente la dose la plus réduite qui cause la mortalité de 50% des larves. En ce
qui concerne la descendance, 1’extrait aqueux de Reseda alba a freiné complétement

I’apparition des nymphes et des adultes a la dose de 1.5 %.

Concernant la troisieme méthode (trempage des ccufs), Reseda alba a entrainé un tres
faible pourcentage d’éclosion avec 9,09 + 0,45% a une faible concentration de 0.5%. Nous
constatons donc, que plus la concentration de I'extrait est élevée, plus le pourcentage
d'éclosion des ceufs est faible, par conséquent I’extrait de Reseda alba provoque une
inhibition totale de 1’éclosion des ceufs 0% a des concentrations de 1, 1.5 et 2%. L’extrait

aqueux de Reseda alba a enregistré une CLsg et une CLgo de 0.32% et 0.50 % respectivement.
Concernant la quatrieme méthode (effet des extraits sur la ponte des femelles) :

L’indice de stimulation de 1’oviposition, a ¢été calcul¢ pour les trois plantes :
L’Ammoides verticillata a considérablement favorisé la ponte des femelle de Phthorimaea
operculella a des concentrations ayant de 0.125% a 0.5%, mais, a significativement dissuadé
la ponte a des doses de 1%, 1.5% et 2%, avec un OSI de -85.57 + 3.31 % a la plus haute
dose. L’extrait aqueux de Phlomis crinita a faible concentration allant, de 0.125 a 0.5% a

considérablement favorise la ponte des femelle de Phthorimaea operculella, mais, a
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significativement dissuadé la ponte aux doses de 1%, 1.5 % et 2%, avec un OSI de -19.63 +
1.61 % a la plus haute dose. L’extrait aqueux de Reseda alba a considérablement dissuadé la
ponte a toutes les doses, allant de 0.125% a 2 % avec un OSI qui allait de -25.29 + 2.21 % a
-85.57 + 3.31 % a la plus haute dose.

Suite a cette étude, une combinaison entre les extraits, ceux qui présentent une activité

dissuasive (push) avec les extraits qui présentent une activité attractive (pull).

Le classement de toutes les combinaisons selon [I’effet Push-Pull, par ordre
décroissant, est comme suit: AAl1> AA3> AA2> RP1> RP2> AP1> RA1> PA1> RP3>
RA2> PA2 >AP2> AP3> PA3> RA3> PP1 > PP2 > PP3pour des effet push pull de 93.49%,
84.97%, 84.55%, 67.78%, 65.76%, 60.01%, 51.85%, 39.24%, 38.93%, 38.68%, 37.89%,
34.72%, 34.05%, 33.98%, 33.87%, 23.25%, 17.51 %, 7.54% respectivement. Donc pour
I’effet Push-Pull, la meilleure combinaison est celle d’Ammoides verticillata (forte
concentration 2%, Push) avec Ammoides verticillata (faible concentration 0.125%, Pull) avec
un effet Push-Pull de 93.49+3.25%.

On dernier lieu, concernant 1’agent pathogéne Rhizoctonia solani, nous avons enregistré
que [D’inhibition de la croissance mycélienne de la souche Rhizoctonia solani est

proportionnelle aux concentrations des extraits étudiés.

Les deux extraits aqueux d’Ammoides verticillata et Reseda alba, se sont révélé les
plus actifs contre la souche fongique Rhizoctonia solani par rapport au témoin négatif. Les
extraits d’Ammoides verticillata (3 % (p/v)) et de Reseda alba (3%(p/v)) ont enregistré les
pourcentages d’inhibition les plus élevés, dépassant 50% soit; 62.74 +2.08 % et 56.47 +
8.26%, respectivement. L’extrait de Phlomis crinita s’est avéré le moins actif contre la souche
fongique Rhizoctonia solani, avec des pourcentages qui n’ont pas dépassé le seuil de 23.92

+1.71% mais qui reste significatif.

Donc parmi ces trois plantes étudiées, Ammoides verticillata et Reseda alba se sont
révélées les biopesticide les plus efficaces contre la teigne de la pomme de terre Phthorimaea
operculella et le champignon Rhizoctonia solani. Ces deux plantes sont considérées comme

une approche bénéfique.

Donc en perspectives, pour renforcer les résultats obtenus, il serait intéressant de

procéder a une etude plus approfondie des differents organes séparément des deux plantes
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(Ammoides verticillata et Reseda alba), a savoir : feuilles, tiges, fleurs, graines, et racines. Et

de poursuivre les travaux sur les composés isolés pour révéler leur mécanisme d’action.

Il serait souhaitable, également de renforcer les résultats obtenus par des essais en plein
champs et en lieu de stockage. D’autres études doivent étre menées, pour évaluer le codt de

ces extraits lors de leur éventuelle commercialisation.

Dans le contexte de lutte biologique, il serait nécessaire de tester 1’efficacité de ces trois
plantes Ammoides verticillata, Phlomis crinita et Reseda alba, sur d’autres ennemis des

cultures.
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Annexe 01 :

Tableau 24 : Analyse de la variance a un facteur de I’effet des extraits sur le rendement

d’extraction d’Ammoides verticillata.

Source des variations Somme des carrés  [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 20,162 2 10,081 26,685,001
A I’intérieur des groupes |2,267 6 378

Total 22,429 8

Tableau 25 : Analyse de la variance a un facteur de ’effet des extraits sur le rendement

d’extraction de Phlomis crinita.

Source des variations Somme des carrés  |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 86,442 2 43,221 99,232 (,000
A I’intérieur des groupes |2,613 6 ,436

Total 89,056 3

Tableau 26 : Analyse de la variance a un facteur de I’effet des extraits sur le rendement

d’extraction de Reseda alba.

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté |Moyenne des Carrés [F P
|[Entre groupes 324,495 2 162,248 273,9431,000
A I’intérieur des groupes |3,554 6 ,592

Total 328,049 8

Tableau 27 : Analyse test T du Student pour 1’égalité des moyennes des flavonoides pour les

trois extraits.

Test de Levene sur
[I'égalité des
variances Test t pour égalité des moyennes
F P t Degré de libert¢  |P (bilatéral)
Ammoides Hypothése de variances égales 4,622 098 1,940 4 124
verticillata Hypothése de variances inégales 1,940 2,272 176
[Phlomis  Hypothése de variances égales 2,079 223 ,503 4 ,067
crinita Hypothése de variances inégales ,503 2,683 ,097
|[Reseda alba Hypothése de variances égales 1,046 364 2,247 4 ,088
Hypothése de variances inégales 2,247 2,785 117




Tableau 28 : Analyse test T du Student pour 1’égalit¢ des moyennes des polyphénols pour

les trois extraits.

Ammoides Hypothése de variances égales
verticillata Hypothése de variances inégales

|Phlomis  Hypothése de variances égales
crinita Hypothése de variances inégales

|Reseda alba Hypothése de variances égales
Hypothése de variances inégales

Test de Levene sur

|I'égalité des

variances Test t pour égalité des moyennes

F P t Degré de libert¢  |P (bilatéral)

,050 ,834 12,231 |4 ,000
12,231 [3,997 ,000

,044 ,844 -,811 4 ,463
-,811 3,992 463

,179 ,694 -4,964 |4 ,008
-4,964 3,526 ,011

Tableau 29 : Analyse test T du Student pour 1’égalité des moyennes des tanins pour les trois

extraits.

Ammoides Hypothése de variances égales
verticillata Hypothése de variances inégales

|Phlomis  Hypothése de variances égales
crinita Hypothése de variances inégales

|Reseda alba Hypothése de variances égales
Hypothése de variances inégales

Test de Levene sur
|I'égalité des
variances Test t pour égalité des moyennes
F P t Degré de libert¢  |P (bilatéral)
2,849 167 ,537 4 ,620
,537 2,682 ,633
1,027 |,368 ,331 4 757
,331 3,475 ,759
[5,210 |,085 10,350 |4 ,000
10,350 [2,383 ,005

Tableau 30 : Analyse de la variance des différentes quantités des anthocyanes entre les trois

plantes

Source des variations Somme des carrés  |Degré de liberté |Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes ,022 2 ,011 4,793 |,057
A I’intérieur des groupes |,014 6 ,002

Total ,035 3

Tableau 31 : Analyse de la variance a un facteur de I’effet de la température sur la longévité

de Phthorimaea operculella

Source des variations Somme des carrés  |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|[Entre groupes 300,711 te] 37,589 35,989 (,000
A D’intérieur des groupes |37,600 36 1,044

Total 338,311 44




Tableau 32 : Analyse de la variance a un facteur de I’effet de la température sur la fécondité

de Phthorimaea operculella

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté |Moyenne des Carrés [F P
|Entre groupes 5455,111 3 681,889 395,935 (,000
A I’intérieur des groupes 62,000 36 1,722

Total 5517,111 44

Tableau 33 : Analyse de la variance a un facteur de I’effet du régime alimentaire sur la

longévité de Phthorimaea operculella.

Source des variations Somme des carrés  |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 163,860 4 15,965 19,621 {,000
A D’intérieur des groupes |77,300 95 ,814

Total 141,160 99

Tableau 34 : Analyse de la variance a un facteur de 1’effet du régime alimentaire sur la

fécondité de Phthorimaea operculella.

Source des variations Somme des carrés  [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |[F P
|[Entre groupes 27778,560 4 6944,640 306,514{,000
A I’intérieur des groupes [2152,400 95 22,657

Total 29930,960 99

Tableau 35 : Analyse de la variance de I’effet des extraits sur les ICsy,.

Source des variations Somme des carrés  [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes ,063 2 ,032 677,176] ,000
A D’intérieur des groupes ,000 6 ,000

Total ,064 8

Tableau 36 : Analyse de la variance de 1’effet

des concentrations de I’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

tubercules).

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté [Moyenne des Carrés [F P
|Entre groupes 35047,213 4 8761,803 396,459 |,000
A l'intérieur des groupes 552,504 25 22,100

Total 35599,717 29




Tableau 37 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita

tubercules).

sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
[Entre groupes 25178,088 4 6294,522 223,514 |,000
A I'intérieur des groupes |704,041 25 28,162

Total 25882,128 29

Tableau 38 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de I’extrait aqueux de

Reseda alba

tubercules).

sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté |[Moyenne des Carrés |F I
[Entre groupes 23415,422 4 5853,855 140,793 [,000
A I'intérieur des groupes|1039,444 25 41,578

Total 24454,866 29

Tableau 39 : Analyse de la variance de 1’effet

des concentrations de 1’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella

(trempage des tubercules).

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté

Moyenne des Carrés

F

Entre groupes
A Dintérieur des groupes
Total

32038,115
1077,975
33116,090

4
25
29

8009,529
43,119

185,754

,000

Tableau 40: Analyse de la variance de I’effet des concentrations de I’extrait aqueux Phlomis

crinita sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

tubercules).

Total

18709,859

29

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
Entre groupes 13586,085 4 3396,521 16,572 |,000
A P’intérieur des groupes |5123,773 25 204,951




Tableau 41 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux Reseda

alba

tubercules).

sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
‘ Entre groupes 34643,322 4 8660,831 859,494 (,000
A P’intérieur des groupes |251,917 25 10,077
Total 34895,239 29

Tableau 42 : Analyse de la variance de 1’effet

des concentrations de [’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur le taux d’émergence de Phthorimaea operculella (trempage des

tubercules).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 32293,829 4 8073,457 103,551 |,000
A I'intérieur des groupes |1949,143 25 77,966

Total 34242,972 29

Tableau 43 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur le taux d’émergence de Phthorimaea operculella (trempage des

tubercules).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 14792,615 4 3698,154 18,603 [,000
A I'intérieur des groupes [4969,958 25 198,798

Total 19762,574 29

Tableau 44 : Analyse de la variance de ’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur le taux d’émergence de Phthorimaea operculella (trempage des tubercules).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté |[Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 36187,155 4 9046,789 195,719 |,000
A I'intérieur des groupes |1155,583 25 46,223

Total 37342,739 29

Tableau 45: Analyse de la variance de 1’effet

d’Ammoides verticillata sur I’indice de dommage (trempage des tubercules).

des concentrations de [’extrait aqueux

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté

Moyenne des Carrés

|JEntre groupes

3500,000

4

875,000

38,603

,000



otal

|¢ I'intérieur des groupes 566,667

4066,667

25
29

22,667

Tableau 46 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur I’indice de dommage (trempage des tubercules).

Degré de
Source des variations |[Somme des carrés |liberté Moyenne des Carrés|F P
2666,667 4 666,667 41,667 [,000
400,000 25 16,000
3066,667 29

Tableau 47 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur I’indice de dommage (trempage des tubercules).

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté |Moyenne des Carrés |F P
2753,333 4 688,333 39,712 |,000
433,333 25 17,333
3186,667 29

Tableau 48 : Analyse

de la variance de l’effet

des concentrations de 1’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 31412,434 4 7853,109 321,013 |,000
A I'intérieur des groupes 611,589 25 24,464

Total 32024,023 29

Tableau 49 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté |[Moyenne des Carrés |F P
28865,523 4 7216,381 277,766 [,000
649,502 25 25,980
29515,025 29

Tableau 50 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur la mortalité des larves de Phthorimaea operculella (trempage des larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
32002,170 4 8000,543 327,001 |,000
611,660 25 24,466
32613,830 29




Tableau 51 : Analyse de la variance de 1’effet

des concentrations de 1’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella

(trempage des larves).

Source des variations

Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 38434,775 4 9608,694 121,325 |,000
A I'intérieur des groupes |1979,955 25 79,198
Total 40414,730 29

Tableau 52 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella (trempage

des larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 15135,570 4 3783,893 5,942 ,002
A I'intérieur des groupes |15921,057 25 636,842

Total 31056,627 29

Tableau 53 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur le taux de nymphose des larves de Phthorimaea operculella (trempage des

larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté |[Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 36579,861 4 9144,965 362,113 |,000
A I'intérieur des groupes 631,362 25 25,254

Total 37211,223 29

Tableau 54 : Analyse de la variance de I’effet

d’Ammoides verticillata

sur le taux d’émergence (trempage des larves).

des concentrations de 1’extrait aqueux

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 38965,181 4 9741,295 110,288 [,000
A I'intérieur des groupes [2208,148 25 88,326

Total 41173,330 29

Tableau 55 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de I’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur le taux d’émergence (trempage des larves).

Source des variations Somme des carrés [Degré de liberté |[Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 15707,985 4 3926,996 6,671 ,001
A I'intérieur des groupes |14716,305 25 588,652

Total 30424,290 29




Tableau 56 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur le taux d’émergence (trempage des larves).

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 37813,120 4 9453,280 122,630 |,000
A I'intérieur des groupes |1927,195 25 77,088
Total 39740,315 29

Tableau 57 : Analyse de la variance de I’effet

des concentrations de 1’extrait aqueux

d’Ammoides verticillata sur le taux d’éclosion des ceufs de Phthorimaea operculella

(trempage des ceufs).

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté |Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 21307,484 4 5326,871 170,487 |,000
A I'intérieur des groupes [312,451 10 31,245
Total 21619,935 14

Tableau 58 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur le taux d’éclosion des ceufs de Phthorimaea operculella (trempage des

ceufs).

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 21949,156 4 5487,289 1947,892(,000
A I'intérieur des groupes [28,170 10 2,817

Total 21977,326 14

Tableau 59 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Reseda alba sur le taux d’éclosion des ceufs de Phthorimaea operculella (trempage des

ceufs).

Source des variations Somme des carrés |Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 20247,484 4 5061,871 7840,326/,000
A I'intérieur des groupes 6,456 10 ,646

Total 20253,940 14

Tableau 60 : Analyse de la variance de 1’effet

d’Ammoides verticillata sur le taux d’émergence (trempage des ceufs).

des concentrations de [’extrait aqueux

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
Entre groupes 27589,916 4 6897,479 273,891 |,000
A I'intérieur des groupes 251,833 10

25,183




ITotaI

|27841,749

|14

Tableau 61 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de 1’extrait aqueux de

Phlomis crinita sur le taux d’émergence (trempage des ceufs).

Source des variations

Somme des carrés [Degré de liberté |Moyenne des Carrés |F P
JEntre groupes 24537,996 4 6134,499 75,468 |,000
A I'intérieur des groupes [812,860 10 81,286
Total 25350,856 14

Tableau 62 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations de I’extrait aqueux de

Reseda alba sur le taux d’émergence (trempage des ceufs).

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté [Moyenne des Carrés |F P
|Entre groupes 20328,251 4 5082,063 255,568 |,000
A I'intérieur des groupes [198,853 10 19,885
Total 20527,104 14

Tableau 63 : Analyse de la variance de 1’effet des concentrations sur la ponte de la teigne de
la pomme de terre (OSI) pour (Ammoides verticillata).

Source des variations

Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
Entre groupes 26784,248 5 5356,850 485,265( ,000
A Pintérieur des groupes 132,468 12 11,039
Total 26916,716 17

Tableau 64 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations sur la ponte de la teigne de
la pomme de terre (OSI) pour (Phlomis crinita).

Source des variations

Somme des carrés

Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
Entre groupes 1816,953 5 363,391 106,037],000
A Dintérieur des groupes 41,124 12 3,427
Total 1858,078 17

Tableau 65 : Analyse de la variance de ’effet des concentrations sur la ponte de la teigne de
la pomme de terre (OSI) pour (Reseda alba).

Source des variations

Somme des carrés | Degré de liberté [ Moyenne des Carrés F P
Entre groupes 4600,778 5 920,156 15,222 1,000
A Pintérieur des groupes 725,391 12 60,449
Total 5326,169 17




Tableau 66 : Analyse de la variance de I’effet des différentes combinaisons (AA) sur I’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
_ Entre groupes 152,869 2 76,435 2,976 |,126
A Dintérieur des groupes 154,081 6 25,680
Total 306,950 8

Tableau 67 : Analyse de la variance de I’effet des différentes combinaisons (AP) sur I’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
Entre groupes 1313,790 2 656,895 87,033 (,000
A Dintérieur des groupes 45,286 6 7,548
Total 1359,076 8

Tableau 68 : Analyse de la variance de I’effet des différentes combinaisons (PA) sur 1’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
. Entre groupes 44,673 2 22,337 9,483 |(,014
A Tintérieur des groupes 14,132 6 2,355
Total 58,805 8

Tableau 69 : Analyse de la variance de I’effet des différentes combinaisons (PR) sur I’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
_ Entre groupes 379,209 2 189,605 136,103,000
A Dintérieur des groupes 8,359 6 1,393
Total 387,568 8

Tableau 70 : Analyse de la variance de I’effet des différentes combinaisons (RA) sur 1’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
_ Entre groupes 520,017 2 260,009 47,265 |,000
A Dintérieur des groupes 33,007 6 5,501
Total 553,024 8




Tableau 71 : Analyse de la variance de ’effet des différentes combinaisons (RP) sur I’effet

Push-Pull.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
Entre groupes 1555,881 2 777,940 131,904,000
A P’intérieur des groupes 35,387 6 5,898
Total 1591,267 8

Tableau 72 : Analyse de la variance de I’effet des concentrations des extraits sur Rhizoctonia

solani.
Source des variations | Somme des carrés | Degré de liberté | Moyenne des Carrés F P
_ Entre groupes 13576,597 12 1131,383 12,655 |,000
A lintérieur des groupes 2324,385 26 89,399
Total 15900,982 38
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: Figure 56 : Courbe de CLs, pour l'extrait Ammoides verticillata (trempage des tubercules).

: Figure 57 :

: Figure 58 :

: Figure 59 :

: Figure 60 :

: Figure 61 :

Courbe de CLsg pour I'extrait Phlomis crinita (trempage des tubercules).
Courbe de CLsg, pour I'extrait Reseda alba (trempage des tubercules).
Courbe de CLsq pour I'extrait Ammoides verticillata (trempage des larves).
Courbe de CLsg pour I'extrait Phlomis crinita (trempage des larves).

Courbe de CLg, pour I'extrait Reseda alba (trempage des larves).
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G : Figure 62 : Courbe de CLs, pour I'extrait Ammoides verticillata (trempage des ceufs).
H : Figure 63 : Courbe de CLsq pour l'extrait Phlomis crinita (trempage des ceufs).

I : Figure 64 : Courbe de CLs, pour I'extrait Reseda alba (trempage des ceufs).
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ABSTRACT KEYWORDS

This study tries to apply three plant extracts to protect potato Phthorimaea operculella;
tubers during storage periods, against attacks of the potato tuber extracts; efficacy; dipping;
moth (Phthorimaea operculella). Bioassays were used to determine protection

the effect of the three selected plants extracts, Ammoides verticil-

lata, Phlomis crinita and Reseda alba, at different concentrations:

0.5%, 1%, 1.5% and 2%. The different biological features and the

damage index of potato tubers have been evaluated. In the tuber

dipping method, the highest mortality (100%) occurred at the

concentration of 2% for the aqueous extract of Ammoides verticil-

lata with (zero) damage index. On the other hand, in the larva

dipping method, by the extracts Ammoides verticillata and Reseda

alba, the results showed total larval mortality at the highest con-

centrations, whereas they caused total inhibition of egg hatching at

1% concentration.

Introduction

Potato is one of the most planted crops worldwide, like rice, wheat and corn. It is
cultivated in more than one hundred countries [1]. Its crop yield depends on diseases
and pests. Among the major pests that affect the potato, the potato tuber moth,
[Phthorimaea operculella Zeller (Lep: Gelechiidae)], is well-known for its ability to
adapt to different environments, its high reproduction rate and its strong dependency
on the host plant [2-4]. Furthermore, this pest’s yield damage is related to the larval
foliage and tubers mining. There are several control methods against the potato tuber
moth. Pesticides, for instance, are a very effective method [4,5]; but, they are harmful to
the health of the consumer, the user, and the groundwater and surface water as they cause
long-lasting pollution. Besides, pesticides pollute the air by volatilisation from the ground
[6-9]. Therefore, there is research into bio-pesticides as the alternative method for plant
protection [10].
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It is reported that more than 600 plant species in the world can control harmful insects
and pests [11]. There have been many studies on plants as a control agent for potato tuber
moth, such as Lonchocarpus nicou, Azadirachta indica, Lantana camara, Schinus molle,
Eucalyptus globulus, Pyretherum flowers powder (Chrysanthemum spp) [12,13]. Tayoub
et al. [14] reported that it was possible to control potato tuber moth with the essential oil
of Juniperus foetidissima.

Rafiee Dastjerdi et al. [15] found that the European pennyroyal has a toxic effect on
adult moth, with an LC50 of 0.056 pL/L.

The use of these plants has been proven to cause a lethal or repellent effect on pests
because secondary chemicals. Each plant species has its unique complex chemical
structure [16].

In the number of toxic plants, Erdogan and Yilmaz [17] mentioned that the extracts of
Leptospermum petersonii, Achillea wilhelmsii and Tanacetum parthenium, showed 100%,
82% and 87% mortality respectively. In addition, the extract of Artemisia sp. and Acorus
calamus rhizomes, had the ability to reduce significantly the damage caused by the potato
tuber moth [18]. Segovia-Romani et al. [19] found that the plants that caused greater
mortality were Erythrina edulis, Paranephelius uniflorus and Salvia styphelus.

This work aims to study the effect of various aqueous extracts of three endemic plants
in Algeria (Ammoides verticillata, Phlomis crinita and Reseda alba), to protect potatoes
from the potato tuber moth during the storage period.

Materials and methods
Insect breeding

The breeding of the potato tuber moth was carried out under the laboratory conditions
of 27 £ 1°C, 70 £ 5% relative humidity (RH) and photoperiod of 14:10 light:dark (L:D);
using the method described by Badegan and Ngameni [20], and Visser [21]. The tubers
infested with Phthorimaea operculella larvae were obtained and stored in a breeding
cage (40 x 60 x 40 cm).The bottom of the cage was covered with a thin layer of
disinfected sand, for successful pupation and easy collection of pupae. The adult insects
were taken in glass jars (15 x 20 cm) and fed a 10% sugar solution as a daily-renewed
food source. The jars were closed with a mesh on which a piece of filter paper was
placed to deposit the eggs.

Plant material

The selected plants of our study were harvested from the Lardjem forest during the
aromatisation period. The aerial part of the plants was cleaned and dried in the dark at
room temperature (25 + 1°C). Finally, the plants were reduced to a powder and stored in
glass flanks at the laboratory away from moisture and heat.

Preparation of extracts

To prepare the aqueous extracts of selected plants we used the technique proposed by
Yougbaré-Ziébrou et al. [22]. An infusion of 50 g of dried plant material was crushed and
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added to 500 ml of boiling distilled water. Thereafter, the mixture was left for 24 hours with
continuous stirring. Finally, it was filtered through n° 04 Wattman paper; and the resulting
filtrate was dried in the oven at 40°C and then stored at 4°C in flasks covered with aluminium.

The methods of the biological test

The bioassays were used to determine the effect of the selected plants extracts; Ammoides
verticillata, Phlomis crinita and Reseda alba at the different concentrations of 0.5%, 1%,
1.5% and 2%. These concentrations were prepared with distilled water, and the experi-
ments were carried out under laboratory conditions 27 + 1°C, 70 + 5% relative humidity
(RH) and photoperiod of 14:10 light:dark (L: D). Each test was repeated six times.

Potato dipping

A potato tuber (about 150 g) was immersed in the prepared extracts for 30 seconds.
Secondly, the tuber were left to dry for 30 minutes. After drying, the tubers were placed in
containers of (20 x 20 x 10 cm) with 10 newly hatched larvae in each container.
Thereafter, the containers were placed in the laboratory for study of the following
biological features: percentage of larval mortality, percentage of pupation, percentage
of the emergence of adults and the index of the tuber damage.

Damage index of the potato tubers

The assessment of the mean damage index was determined according to the infestation
categories based on the number of larval tunnels visible by external examination. The
mean of the tuber damage index (D.) for each experiment was determined by
Fenemore’s formula [23].

(n°Slight x 1) 4+ (n° Moderate x 2) + (n° Severe x 3)

DI=
Total numbers of tubers

X 10

The maximum possible index is, thus, 30 tunnels/tuber if all tubers fall into the severe
category (Table 1).

Larvae dipping

Ten fourth instar larvae were immersed in the prepared concentrations for 30 seconds
and then transferred to plastic containers (20 x 20 x 10 cm) with the potato tubers. The
containers were placed in the laboratory where the following biological features were

Table 1. Categories of visible infestation of tuber damage for the calculation of the damage index,
according to Fenemore's formula [23].

Category Definition Factor
1. Clean No visible sign of infestation 0
2. Slight One or two mines, which could be easily removed on peeling x1
3. Moderate More than two mines and up to one third of the tuber surface damaged X2

4. Severe More than one third of the surface of the tuber damaged. x3
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studied in each of the six (06) experiment repetitions: percentage of larval mortality,
percentage of pupation and the percentage of adult emergence.

Eggs dipping

The eggs of the potato tuber moth deposited on the filter paper were counted using
a magnifying glass. They were placed in a container then numbered and divided into
several groups. The different groups of eggs were immersed in different concentrations to
test the toxicity of the aqueous extracts. Regarding the control group, the treatment was
carried out with distilled water. After drying for 20 minutes, batches of eggs from the
filter paper were inserted into plastic containers (20 x 20 x 10 cm) with potato tubers.
Hatching percent was recorded after 3 days. Finally, we studied the percentage of
hatching and the percentage of adult emergence.

Statistical analysis

The corrected percentage of insect mortality was calculated using Abbott’s formula
[24]. The results were expressed as the meant standard error of the mean (S.E.M.).
All data were statistically subjected to one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by a post hoc test which treated one group as a control group which was
compared to the other groups. The treatments were statistically significant if the
analyses report significant differences in value (p < 0.05), through the computer
program ‘SPSS’ (v22).

Results and discussion

Much research was done from 1915 to 1993 into the efficacy of plants against potato tuber
moth; Das [25] reviewed the literature and found that 35 plants were effective in reducing
damage caused by the potato tuber moth.

To our knowledge, in the Mediterranean basin, this is the first work that has examined
the insecticidal efficacy of extracts from these three Algerian endemic plants Ammoides
verticillata, Phlomis crinita, and Reseda alba against the potato tuber moth. There is little
literature on the biological activity of these three plants.

Potato dipping

Table 2 shows the percentage of corrected mortality of the larvae and the production of
new offspring (nymph and adult). The treatment was highly significant (p < 0.001)
against the larvae and the offspring.

The aqueous extract of Ammoides verticillata demonstrated complete protection of the
tubers at the highest dose with 100% larval mortality. Reseda alba, and Phlomis crinita
caused mortality of 79.93% and 88.30% respectively. At the lowest dose 0.5%, the
mortality was 23.08%, 16.39% and 49.83% for Ammoides verticillata, Phlomis crinita
and Reseda alba, respectively. The percentage of mortality decreased significantly with
decreasing the doses. Likewise, Erdogan and Hassan [26] noted that two botanical
insecticides (Gamma-T-ol and Fungatol), showed a significant effect. The mortality



Table 2. Effects of plant extracts tested by the tuber dipping method on some biological features of

potato tuber moth.

INTERNATIONAL JOURNAL OF ENVIRONMENTAL STUDIES . 5

Plant extracts Concentration (%)

Larvae mortality (%)

Pupation (%)

Adults emergence offspring(%)

Ammoides verticillata 0.5 23.08 + 2.17 *** 73.8 + 0,76 *** 69.63 + 2.35 ***
1 4147 + 1.67 *** 51.67 = 1,67 *** 42.77 + 3.39 ***
1.5 69.9 + 2,59 *** 26.37 + 5.44 *** 20.82 + 6.71 ***
2 100 + 0.00 *** 000 % 0.00 *** 0.00 + 0.00 *A

F value 396.46%** 185.75%** 103.55%**

P value .000 .000 .000

Phlomis crinita 0.5 16.39 + 2.12 *** 82.42 + 3.52 NS 63.9 + 0.89 NS
1 51.50 £ 1.67 *** 76.67 = 6.15 NS 55.83 £ 5.54 *
1.5 64.89 + 2.24 *** 62.52 +4.17 * 52.78 £ 5.13 *
2 79.93 £ 2,59 *** 30.55 + 10.02 *** 22.22 + 10.24 ***

F value 223.51%%* 16.57%** 18.60%**

P value .000 .000 .000

Reseda alba 0.5 49.83 + 2.59 *** 40.55 + 2.18 *** 33.05 + 3.56 ***
1 51.50 £+ 1.67 *** 20.83 + 0.83 *** 7.5+ 479 ***
1.5 66.56 + 3.34 *** 0.00 + 0.00 *** 0.00 + 0.00 ***
2 88.30 £ 3.08 *** 0.00 £ 0.00 *** 0.00 £ 0.00 ***

F value 140.79%** 859.49%** 712.48%**

P value .000 .000 .000

Control 333+ 2.11 91.48 = 1.71 91.48 = 1.71

Each value represents the mean + SEM, one-factor ANOVA followed by Dunnett’s t-test, NS (p > 0.05), *** (p < 0.001), **
(p < 0.07), * (p < 0.05) relative to the control.

was rapid, with 10% mortality of potato tuber moth larvae being observed after 5 minutes
of treatment.

Abd El-Hamed et al. [27] found that clove flower powder was effective against
Phthorimaea operculella larvae, followed by santonica flower powder (Matricaria cha-
momillia), and seeds of black pepper powder (Piper nigrum), as they all reduced damage
[27]. Naghizadeh et al. [28] found that three essential oils of Artemisia absinthium,
Achillea millefolium and Artemisia dracunculus cause a reduction of the larval penetra-
tion of the first instar compared to the control group (p < 0.05). These essential oils also
cause an LC50 ovicidal effect of 2.60, 2.36 and 1.08 uL/L air, respectively [28].

Similarly, the study of the dried powders of Lindera neesiana fruits and Acorus
calamus rhizomes has shown that their effects persist for long periods, which leads
to a high percentage of larval mortality and less emergence of adults in the first
generation [29]. In this regard, the treatment of potato tubers with Mpyristica
fragrans oil and a-Ionone (monoterpene), initially caused 82.6 and 83% larval
mortality [30].

The efficacy of our studied extracts confirms the other studies’ results on other
species. Moreover, the essential oil of Ammoides verticillata has antifungal activity. It is
a good source of aromatic compounds like carvacrol. It also has a high insecticidal
effect against the olive fly Bactrocera oleae [31,32]. Similarly, the genus Reseda has
antibacterial activity [33]. The insecticidal and antimicrobial properties of the genus
Phlomis show a promising activity against Gram-positive bacteria and on insect pests of
stored foodstufts Tribolium confusum and Sitophilus zeamais [34].

Regarding the production of new offspring (nymph and adult), a 1.5% dose of Reseda
alba had a significant effect. This plant extract limited the appearance of offspring as the
larvae on the tubers were treated with it. The same dose of 1.5% for Ammoides verticillata
and Phlomis crinita resulted in 26.37% and 62.52% respectively less than the control
group. In another similar study, the pupation of penetrating larvae was also reduced at
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the 1.5% dose, reaching 3.3%, 20% and 40% reduction for cardamom, rosemary and
terpinin respectively [35]. The sensitivity of the insect may change depending on its stage
of development [36]. Consequently, the selectivity and specificity allow the vegetal
allelochemical molecules to act at specific times on the targeted species [37]. These
compounds can function as a repellent. They can have fatal effects. They can become
an anti-food, or growth inhibitor, or disruptor [16].

Tuber damage index

Table 3, shows the mean of the tuber damage index caused by the potato tuber moth.

The results indicated that all the extracts were highly significant (p < 0.001). The
varying degrees of damage index ranged from 0 (zero) to 23.33 in comparison to 30
tunnels/tuber for the control (untreated group). These results are consistent with other
studies that have concluded that Lantana aculeata leaves provide the greatest protection
to tubers, thus reducing the damage from 70% to 5% [38].

According to our results (Table 3) the treatment with the Phlomis crinita extract
caused a decrease of the mean of the damage index from 23.33 tunnels/tuber at the
concentration of 0.5%, to reach 3.33 tunnels/tuber at the highest dose of 2%. In similar
research Aziza et al. [30] treated the tubers with oil of Mentha citrata, the mean index of
tuber damage decreased from 25.8 + 1.6 tunnels/tuber at the dose of 0.0125 ml/500 ml,
whereas, the mean index of tuber damage reached to 4.1 + 1.6 tunnels/tuber at the dose of
0.05 ml/500 ml. Similar results were reached in the case of Lantana camara with only
1.08% infestation, while Sapindus spp. and Ruta graveolens resulted in 3.41%, 4.38%
respectively [39].

Sharaby and Fallatah [40] found that the damage index and the total protection of the
potato tubers treated were provided by coriander (Coriandrum sativum) and zygophyl-
lum (Zygophyllum coccineum) powder, as they gave complete protection of the treated
tubers (zero ID) for both [40].

Table 3. Damage index of potato tubers treated with three plant extracts.

Plant extracts Concentration (%) DI (Damage index) tunnels/tuber
Ammoides verticillata 0.5 18.33 + 3.07***
1 15.00 + 2.23%**
1.5 3.33 £ 2.10%**
2 0.00 £ 0.00***
F value 38.60%***
P value .000
Phlomis crinita 0.5 23.33 + 2.10*
1 16.66 + 2.10%**
1.5 10.00 + 0.00***
2 3.33 £ 2.10%**
F value 41.66***
P value .000
Reseda alba 0.5 13.33 £ 2.10%**
1 11.66 + 1.66***
1.5 6.66 + 2,10%**
2 1.66 = 1.66***
F value 39.771%**
P value .000
Control 30.00 + 0.00

Each value represents the mean + SEM, one-factor ANOVA followed by Dunnett’s t-test, NS
(p > 0.05), *** (p < 0.001), ** (p < 0.07), * (p < 0.05) relative to the control.
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Consistent with our results, the most potent extract that gave the lowest index of tuber
damage was caused by Ammoides verticillata. This plant appeared to give complete
protection of the treated tubers (zero ID) followed by Reseda alba and Phlomis crinita,
which caused 1.66, 3.33 tunnels/tuber respectively.

Larvae dipping

Table 4, shows the corrected percentage of the larvae mortality and the production of
offspring (nymph and adult).

All treatments were highly significant (p < 0.001) against larvae and offspring. Both
Ammoides verticillata and Reseda alba aqueous extracts at a high dose caused total larval
mortality, followed by Phlomis crinita with 96.43% mortality; where the control group
showed 6.66% mortality. Regarding pupation, Reseda alba at the 1.5% dose had
a significant effect which completely slowed the appearance of nymphs and adults.
Ammoides verticillata and Phlomis crinita achieved 30.53 and 75.01% pupation, respec-
tively, and showed almost the same results for adult emergence.

Compared to a similar study, the highest larval and pupal mortality occurred when the
larvae were treated with 1.25% geranium oil (Pelargonium graveolens) [41]. Soliman [42]
has found that the crude chloroform extract of Pulicaria incise was very effective with an
LC50 value of 1.016 ppm. Furthermore, it affected the percentage of pupation. In this
regard, neem water extract was effective in preventing 93.8% of potato tuber moth from
developing into adults [43].

The essential oil of Majorana hortensis affected the emergence of adult insects from
larvae. The highest dose (0.2 ml) induced significant reductions in the emergence of
adults of all treated immature stages, compared to the control [44]. The extracts obtained
from Tanacetum parthenium and Achillea wilhelmsii caused 87% and 82% mortality

Table 4. Effects of plant extracts tested by the larvae dipping method on some biological features of
potato tuber moth.

Plant extracts

Concentration (%) Larvae mortality (%) pupation (%)  Adults emergence offspring(%)

Ammoides verticillata 0.5 32.14 £ 2.25%** 89,66 + 3.29NS 84.50 + 3.73NS
1 41.07 + 2.39%** 55.00 + 2.23*** 45.00 + 2.23%**
15 7143 £2.25%*  30.53 + 6.68%** 22.20 + 7.02%**
2 100.00 £ 0.00%** 0.00 £ 0.00%** 0.00 £ 0.00***
F value 321.01%** 121.32%** 110.28***
P value .000 .000 .000
Phlomis crinita 0.5 33.92 £ 1.78%** 94,66 + 3.28NS 78.55 + 3.06NS
1 55.35 & 1.78*** 75.83 £ 0.83NS 55.83 + 4.16*
1.5 73.21 £239%** 7501 + 8.33NS 41.65 + 3.73**
2 96.43 + 2.25%** 33.33 + 21.08** 33.33 + 21.08***
F value 277.76%** 5.94%* 6.67**
P value .000 0.002 0.001
Reseda alba 0.5 50.00 £ 2.25%** 4333 £ 2,10%** 39.16 + 3.27***
1 67.85 + 2.76%** 34,70 + 3.34*** 15.26 + 6.93%**
15 87.50 + 1.78*** 0.00 + 0.00%** 0.00 + 0.00***
2 100 £ 0.00*** 0.00 £ 0.00%** 0.00 + 0.00***
F value 327.071%** 362.171%** 122.63*%**
P value .000 .000 .000
Control 6.66 + 2.11 94.81 + 232 94.81 +2.32

Each value represents the mean + SEM, one-factor ANOVA followed by Dunnett’s t-test, NS (p > 0.05), *** (p < 0.001), **
(p < 0.01), * (p < 0.05) relative to the control.
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respectively at a concentration of 12%. It was reported that the extract of Leptospermum
petersonii showed the highest effect at the concentration of 0.4% [17].

Eggs dipping

Table 5 shows the hatching percentage of treated eggs and emerged adults.

These results indicated that the effects of all extracts were highly significant (p < 0.001)
against the eggs of the treated pest. The lower concentration resulted in a moderate
reduction in the percent of hatching of 71.90 and 73.97% for Ammoides verticillata and
Phlomis crinita respectively. Similarly, Shelke et al. [45] found that at a low concentration
of 1% leaf extracts of Leptadenia reticulata and the peel of limes (kagzilime extract)
(Citrus aurantifolia) did not reduce egg hatching. Reseda alba extract had a very low
hatch percentage of 9.01% at a low concentration of 0.5%.

There are many studies on the ovicidal effect of plants on the eggs of the potato tuber
moth. For example, Aziza et al. [30] indicate that the higher the concentration of the oil,
the lower the percentage of egg hatching; but, the vapours of Cymbopogon citratus and
Mpyristica fragrans are the most effective because they cause the greatest reduction in the
percentage of eggs hatching at all concentrations tested. Likewise,Abd [44] reported that
the strongest adverse effect on egg hatching was observed at doses of 0.2, 0.1 and 0.05 ml
of Majorana hortensis oil (p < 0.05).

Our results confirmed that the higher the concentration of the extract, the lower the
percentage of egg hatching. Consequently, the Reseda alba extract caused a total inhibi-
tion of the eggs hatching 0% at concentrations of 1, 1.5 and 2%. On the other hand, the
Ammoides verticillata and Phlomis crinita extracts caused total inhibition of the hatching
at concentrations of 1.5 and 2% compared to the control group with a percent of 93.7%.

Sharaby [46] showed that, egg-laying and hatching were affected when the adults were
exposed to certain dose vapours of orange peel oil (Citrus sinensis).

Table 5. Effects of plant extracts tested by the egg dipping method on egg hatching.
Plant extracts Concentration (%) Hatchability (%) Adults emergence offspring(%)
Ammoides verticillata 0.5 71.90 + 7.05** 88.70 + 6.10NS

1

44.72 £ 1.21%**

80.36 £ 1.59**

1.5 0.00 + 0.00%** 0.00 + 0.00%**
2 0.00 + 0.00*** 0.00 £ 0.00%**

F value 170.48*** 273.89%**

P value .000 .000

Phlomis crinita 0.5 73.97 + 1.38*** 83.56 + 5.19NS
1 31.11 £+ 1.38%** 66.16 + 10.31**
1.5 0.00 + 0.00%** 0.00 + 0.00***
2 0.00 £ 0.00*** 0.00 + 0.00%**

F value 1947.89*** 75.46**

P value .000 .000

Reseda alba 0.5 9.09 + 0.45%** 4443 + 556%**
1 0.00 £ 0.00%** 0.00 + 0.00%**
1.5 0.00 + 0.00%** 0.00 + 0.00%**
2 0.00 £ 0.00*** 0.00 £ 0.00%**

F value 7840.32%** 255.56%**

P value .000 .000

Control 93.70 + 0.93 92.46 + 1.46

Each value represents the mean + SEM, one-factor ANOVA followed by Dunnett’s t-test, NS (p > 0.05), *** (p < 0.001), **
(p < 0.01), * (p < 0.05) relative to the control.



INTERNATIONAL JOURNAL OF ENVIRONMENTAL STUDIES . 9

Moawad and Ebadah [35] sprayed for a day the eggs with 0.03 and 0.05% concentra-
tions of cardamom oil. They recorded the lowest egg hatching percentages, 27% and 11%,
respectively comparable to 83% for the untreated group.

Similar findings have been reached in the case of Eucalyptus camaldulensis and the
Heracleum persicum extracts, at LC50 of 7.07 and 6.95% respectively [47]. Sharma et al
[48] show that many other plant extracts possess the ovicidal activity of various solvents
including alcohol extracts of Pinus roxburgii and Eucalyptus globulus.

Conclusion

The results of our experiments were consistent with similar studies. We concluded
that the selected plants had a strong potential as natural protectors of potatoes. We
found that the extracts obtained from Ammoides verticillata, Phlomis crinita and
Reseda alba exhibited toxic effects against the various stages of Phthorimaea oper-
culella. The potato tubers treated with a 2% concentration extract of aqueous
Ammoides verticillata caused complete protection against the penetration of larvae.
On the other hand, a 1.5% concentration of the Reseda alba extract slowed the
development of the larvae that penetrated the tubers with a damage index of 6.66.
Moreover, the Reseda alba extract caused a total inhibition of the hatching of the
treated eggs by 1% concentration.

Using natural plant components is considered a beneficial approach as they are
environment-friendly. Further studies are needed to assess and identify the different
active components of these plant extracts responsible for insecticides. Such studies are
also necessary for determining the cost of these plants when used in commercial storage
applications.
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