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ABSTRACT: The tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick), is a major pest of tomatoes in Morocco. Since its spread in the
1970s, chemical control was the main method of control. However, reduced effectiveness of some of the recommended
insecticides has been observed since the 1980s. This study aims to propose alternative solutions based on the use of natural
products "bioinsecticide" to fight against the tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick), which is considered a serious threat
to tomato production in Morocco and worldwide.

To achieve this objective, we evaluated the toxicity of the essential oil of Syzygium aromaticum L. buds against larvae of Tuta
absoluta. Bioassays were performed in the laboratory in petri dishes 9 cm in diameter, at an average temperature of 26 + 2 °
C and a relative humidity of 60 to 70%. The determination the lethal dose 50 (LD50) of this essential oil has been made via an
analysis by probit method using the software BioStat Pro 5.9.8. The values of LD50 and LD100 are respectively 0.0047 and
0,0111pl/cm? calculated after fourths hours of exposure confirms the high degree of toxicity of the essential oil of Syzygium
aromaticum L. buds on filter paper against the larvae of Tuta absoluta.
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RESUME: La mineuse de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick), est I'un des principaux ravageurs de la tomate au Maroc. Depuis
sa dispersion dans les années 1970, la lutte chimique a été la principale méthode de contréle. Cependant, I'efficacité réduite
de certains des insecticides recommandés a été observé depuis les années 1980. La présente étude a pour objectif de
proposer des solutions alternatives basées sur I'utilisation des produits naturels «bioinsecticide», afin de lutter contre la
mineuse de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick) qui est considérée comme une menace sérieuse pour la production de la
tomate au Maroc et au monde entier.

Pour répondre a cet objectif, nous avons évalué la toxicité de I’huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum L. sur des
larves de Tuta absoluta. Les bio-essais ont été effectués au laboratoire dans des boites de Pétri de 9 cm de diameétre, a une
température moyenne de 26 + 2 °C et une humidité relative de 60 a 70%. La détermination de la dose létale 50 (DLs,) de
cette huile essentielle a été faite via une analyse par la méthode de probits a I'aide du logiciel BioStat Pro 5.9.8 .La plus forte
dose de I'huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum L. occasionne une mortalité totale (100%) des larves est de
0.0111pl/cm?. La DLsy est de 0,0047ul/cm? calculée aprés quartes heures d’exposition confirme le degré élevé de toxicité de
cette huile essentielle sur papier filtre vis-a-vis des larves de Tuta absoluta.

MOTS-CLEFS: Syzygium aromaticum L., Tuta absulota, Bioinsecticide, activité insectifuge.
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1 INTRODUCTION

La tomate Lycopersicon esculentum Miller 1754, est originaire d’Amérique du Sud. Actuellement, elle est cultivée partout
dans le monde sous serre ou en plein champ [1]. La culture de tomate, a une grande importance dans le monde entier. Elle
représente une production annuelle de 107 millions de tonnes [2]. Elle a un rble socio-économique important dans
I’économie marocaine tant par les devises qu’elle génere que par 'opportunité d’emploi qu’elle procure. Elle vient en téte
des cultures maraichéres en occupant une superficie globale de 18 642 ha, assurant une production totale d’environ 1 312
305 tonnes [3]. dont plus de la moitié est exportée principalement vers les pays de I'Union européenne [4].

Au Maroc et depuis 2008, cette culture est attaquée par un nouveau ravageur Tuta absoluta [5], qui est un micro
Iépidoptere de 6 a 7 mm de long et de 8 a 10 mm d’envergure [6]. C’est le ravageur clé de la tomate dans son aire d’origine
en Amérique latine [7]. La propagation de ce ravageur a d’autres régions de production de la tomate s’est produite par la
commercialisation des fruits et des plants. De nouvelles aires sont aussi colonisées par l'insecte grace au vol actif ou passif
dus aux vents. Le ravageur nouvellement introduit trouve les cotes méditerranéennes comme un nouvel habitat favorable a
sa multiplication [8]. Il a été découvert pour la premiére fois dans la province de Castellon en Espagne en 2006. Rapidement,
ce ravageur a pu s’installer dans tous les pays méditerranéens et européens [9].

Tuta absoluta se caractérise par un potentiel de reproduction élevé et en plus de son hote principal, il s’attaque aussi aux
autres cultures de Solanacées. Les plantes de tomates peuvent étre contaminées de |'état de plantule a celui de plante
mature. La larve est le stade nuisible de la mineuse de la tomate. Elle peut attaquer tous les organes de la plante. Aprés
éclosion, Les jeunes larves sont capables de pénétrer dans les différentes parties de la plante de tomate occasionnant des
dégats tres importants. En effet, les larves ont été rencontrées sur et dans les feuilles, dans les fruits et dans les tiges de
tomate (Figure 1) sur lesquelles ils se nourrissent et se développent en créant des mines et des galeries [10]. Ce ravageur est
considéré comme un grand obstacle a la production de tomates, di a son cycle de vie calqué sur le cycle de la culture de
tomates et aux pertes occasionnées qui peuvent atteindre 100% [11].

Cependant, la lutte chimique reste, pour des raisons économiques et de facilité de mise en ceuvre, la méthode la plus
utilisée. Néanmoins, |'application abusive et non raisonnée des produits conventionnels a fait apparaitre une pollution de
I’environnement et aussi un phénomeéne de résistance [12].

Les pesticides naturels constituent une alternative intéressante face aux insecticides conventionnels. Le choix de ces
molécules, relativement récentes, permet de répondre non seulement aux problémes liés a la résistance vis-a-vis des
insecticides classiques, mais s’accorde aussi aux principes de développement durable, du fait de leur faible impact éco-
toxicologique [13].

La présente étude a pour objectif de proposer des solutions alternatives basées sur |'utilisation des produits naturels
«bioinsecticide», afin de lutter contre la mineuse de la tomate, Tuta absoluta (Meyrick) qui est considérée comme une
menace sérieuse pour la production de la tomate au Maroc et au monde entier.

Pour répondre a cet objectif, nous avons évalué la toxicité de I'huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum L. a
I’égard des larves de T. absoluta.
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Fig. 1. Symptémes et dégdts de Tuta absoluta sur fruits et feuilles de tomates en plein champ dans la région du M’nasra (Juin
2015)

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

Les clous de Syzygium aromaticum L. ont été broyées puis distillée a la vapeur pendant 3 heures dans un appareil de type
Clevenger. [14],[15].

Aprés extraction, le volume d'huile essentielle obtenue dans chaque extraction a été mesuré et conservé dans des flacons
en verre hermétiquement fermés avec des couvercles en caoutchouc, recouverts de papier d'aluminium pour protéger le
contenu de la lumiére et conservés au réfrigérateur a moins de 8°C jusqu'a leur utilisation [16].

2.2 MATERIEL ANIMAL

Dans le souci d’obtenir une population homogeéne et suffisante des larves de Tuta absoluta pour les différents tests
biologiques, Les larves utilisées dans notre étude a été collectés a partir de trois parcelles touchées par le ravageur Tuta
absoluta dans la zone du M’nasra de la région du « Gharb-Chrarda-Beni hsen ».

23 ESSAIS BIOLOGIQUES

Les bio-essais ont été effectués au laboratoire dans des boites de Pétri de 90mm de diameétre, a une température
moyenne de 26 + 2 °C et une humidité relative de 60 a 70%.

23.1 TOXICITE PAR CONTACT DE L’HUILE ESSENTIELLE SUR PAPIER FILTRE

Plusieurs tests préliminaires ont été effectués afin de choisir les doses a utiliser. Ainsi, les différentes doses de chaque
huiles essentielles ont été préparées en diluant dans 5 ml d’acétone le volume de 10ul d’huile essentielle a tester, puis on
diluant 1ml de solution préparée dans 1ml d’acétone et ensuite, une dilution en cascade a base de % est effectuée dans des
flacons contenant chacun 1 ml d’acétone, de maniere a obtenir une gamme de doses comprise entre 1ul/ml et 0.125ul/ml.
Chacune des solutions ainsi préparées a été répandue uniformément sur une rondelle de papier filtre (Whatman n° 1) de 9
cm de diamétre (soit 63,62 cm? de surface) posée dans une boite de Pétri [17],[18] en verre de méme diamétre. Cette
rondelle a été laissée a la température ambiante pendant 15 minutes pour permettre I'évaporation compléte du solvant de
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dilution. Ainsi, si 'on veut exprimer les différentes quantités d’huile essentielle (1, 0.5, 0.25 et 0.125ul) par unité de surface
de papier filtre (63,62 cm?) ceci correspond aux doses 0,0019; 0,0039; 0,0079 et 0,0157ul/cm? respectivement. Pour la
cinquieme dose ou témoin, la rondelle était traitée uniquement a I'acétone.

Un lot de 20 larves de Tuta absoluta fraichement prélevés de leurs feuilles d’origine a été introduit dans chaque boite de
Pétri contenant une rondelle traitée; puis les boites ont été immédiatement refermées. Quatre répétitions ont été effectuées
pour chaque dose et les larves morts ont été comptés (et maintenus dans les boites) toutes les heures pendant quatre
heures.

Les mortalités dans les boites traitées (Mo) ont été exprimées selon la formule d’Abbott [19] en mortalités corrigées (Mc),
tenant compte des mortalités naturelles observées dans les boites témoins (Mt) selon la formule suivante:

Mc = Mo—Mt X 100
100—Mt

La méthode de Finney basée sur la régression des probits des mortalités en fonction des logarithmes des doses d’huile
essentielle a permis de déterminer la DLsq [20]. Ceci a été faite a I'aide du logiciel BioStat Pro 5.9.8.

23.2 EFFET REPULSIF DE L’HUILE ESSENTIELLE SUR PAPIER FILTRE

L'effet répulsif de I'huile essentielle a I'égard des larves de Tuta absoluta a été évalué en utilisant la méthode de la zone
préférentielle sur papier filtre décrite par McDonald et al. en 1970 [21]. Ainsi, les disques de papier filtre de 9 cm de diametre
utilisés a cet effet ont été coupés en deux parties égales ayant chacune 31,80 cm? de surface. Quatre doses d’huile ont été
préparées (1, 0.5, 0.25 et 0.125ul) par dilution dans 1ml d’acétone. Ensuite; 0,5 ml de chacune des solutions ainsi préparées a
été répandue uniformément sur une moitié du disque correspondant donc respectivement aux doses de 0,0019; 0,0039;
0,0079 et 0,0157ul/cm? tandis que I'autre moitié a recu uniquement 0,5 ml d’acétone.

Apres quinze minutes, temps nécessaire pour I'évaporation compléte du solvant de dilution, les deux moitiés des disques
ont été ressoudées au moyen d’une bande adhésive. Le disque de papier filtre ainsi reconstitué a été placé dans une boite de
Pétri et un lot de 20 Larves, fraichement prélevés de leurs feuilles d’origine a été placé au centre de chaque disque. Quatre
répétitions ont été effectuées pour chaque dose.

Au bout de deux heures, le nombre des larves présents sur la partie de papier filtre traitée a I’huile essentielle (Nt) et le
nombre de ceux présents sur la partie traitée uniquement a I'acétone (Nc) ont été relevés. Le pourcentage de répulsion (PR)
a été calculé en utilisant la formule suivante:

PR =Nc- Nt X100
Nc + Nt

Le pourcentage moyen de répulsion pour I'huile essentielle a été calculé et attribué selon le classement de McDonald et
al. en 1970 [21] a I'une des différentes classes répulsives variant de 0 a V: classe 0 (PR< 0,1%), classe | (PR= 0,1 — 20%), classe
Il (PR= 20,1 —40%), classe Il (PR=40,1 — 60%), classe IV (PR= 60,1 — 80%) et classe V (PR= 80,1 — 100%).

3 RESULTATS ET DISCUSSION

La figure 2 illustre I"évolution des pourcentages des mortalités cumulées et corrigées par rapport au témoin des larves de
Tuta absoluta en fonction du temps et de la dose de I'huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum. On observe une
variation du taux de mortalité avec la dose d’huile essentielle testée et le temps. La dose de 0.0111pl/cm? occasionne une
mortalité totale des larves a la quatriéme heure d’exposition. La valeur de la DLsy est de 0,0047ul/cm? calculée aprés quatre
heures d’exposition confirme le degré élevé de toxicité de cette huile essentielle sur papier filtre vis-a-vis des Tuta absoluta.
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Figure 2: Evolution des pourcentages des mortalitésumulées des larves déuta absoluta
en fonction du temps et de la dose de I'huile esdieie des clous deéSyzygium aromaticum
L. sur papier filtre.
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Les pourcentages de répulsion des différentes doses de I'huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum L. sont
récapitulés dans le tableau 1. Il en ressort qu’apres deux heures d’exposition, les différentes doses de I'huile essentielle des
clous de Syzygium aromaticum L. (0,0019; 0,0039; 0,0079; et O,0157u|/cm2) ont occasionné respectivement 55; 75; 85 et
98,75% de répulsion vis-a-vis des larves de Tuta absoluta. Ceci montre clairement que le pourcentage de répulsion augmente
en fonction de la dose. A la lumiere de ces résultats, on peut noter que I'huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum
L. a également une forte activité insectifuge a I'égard des larves de Tuta absoluta et appartiendrait selon le classement de
McDonald et al. [21] a la classe répulsive IV avec un taux de répulsion moyen de 77,19%.

Tableau 1 : Pourcentages de répulsion sur papier filtre de I’huile essentielle des clous de Syzygium aromaticum L.vis-a-vis des larves de
Tuta absoluta

Doses (ul/cm2) Taux de répulsion en %
0,0019 55+ 7,07
0,0039 75+ 4,08
0,0079 85+ 4,08
0,0157 98,75+ 2,5
Moyenne 77,19 +4,43
Classe répulsive [\

La nature volatile des constituants des huiles essentielles; nous améne a penser que le principe actif serait probablement
un ou des constituants volatils contenus dans I'huile essentielle. Les effets toxiques et répulsifs de cette huile essentielle
pourraient dépendre de sa composition chimique et du niveau de sensibilité des insectes [22]. Les huiles essentielles
contiennent par définition des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen de défense contre les
ravageurs phytophages [23]. En effet, des chercheurs scientifiques ont mise en évidence trente et un composants dans I’huile
essentielle des clous de girofle (Syzygium aromaticum) [24], dont les principaux étant eugénol (72,40%), B-caryophylléne
(12,61%) et I'acétate d’eugénol (9,59%) [25]. Les propriétés insecticides de I'eugénol ont déja été démontrées vis-a-vis
Tribolium castaneum et Sitophilus zeamais Motsch [26]. Cependant, il serait difficile de penser que I'activité insecticide de
cette huile se limite uniquement a certains de ses constituants majoritaires; elle pourrait aussi étre due a certains
constituants minoritaires ou a un effet synergique de plusieurs constituants [27].

4 CONCLUSION

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum a montré une activité insectifuge ainsi qu’une forte activité insecticide vis-a-
vis des larves de Tuta absoluta in vitro. Leur intégration en gestion de Tuta absoluta au niveau des parcelles touchées peut
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étre envisagée. Ces résultats nous encouragent a poursuivre nos recherches scientifiques sur I'activité insecticide des
constituants de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum a I’égard des larves de Tuta absoluta in vivo.
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