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Les travaux faisant l'objet de ce mémoire ont été menés principalement au Laboratoire de
Chimie des Substances Naturelles et des Sciences des Aliments de I'Université de La Réunion, avec
I'encadrement du professeur J. SMADJA, et au laboratoire d’analyses du CIRAD REUNION a la Maison
Régionale des Sciences et de la Technologie de Saint-Denis. Cette étude a été réalisée sous la
responsabilité de S. QUILICI, chercheur au CIRAD.

Le CIRAD, centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement, est un organisme scientifique frangais spécialisé en agriculture des régions tropicales et
subtropicales. Sous la forime d'un établissement public industriel et commercial, il est né en 1984 de la
fusion d'instituts de recherche en sciences agronomiques, vétérinaires, foresticres et agro-alimentaires
des régions chaudes. Il comprend sept départements de recherche : cultures annuelles (CIRAD-CA),
cultures pérennes (CIRAD-CP), productions fruitieres et horticoles (CIRAD-FHLOR), élevage et médecine
vétérinaire (CIRAD-EMVT), foréts (CIRAD-Forét), territoires, environnement et acteurs (CIRAD-TERA),
amélioration des méthodes pour l'innovation scientifique (CIRAD AMIS). Sa mission est de contribuer
au développement économique et social des zones rurales des régions chaudes par des recherches, des
réalisations expérimentales, la formation et I'information scientifique et technique. Sur le plan national,
il agit en partenariat, notamment avec I'IRD (ex-ORSTOM), I'INRA et les universités, en ce qui
concerne les activités de recherches communes, grice a une logique de programmation concertée.

Un contrat d'objectifs portant sur une durée de quatre ans a été signé en 1996 entre I'Etat,
représenté par le ministeére de la coopération et les secrétariats d'état a la recherche et au budget, et le
CIRAD. Environ 1800 agents travaillent dans les différentes implantations de l'entreprise en France
métropolitaine, dans les DOM, les TOM et a l'étranger, dans plus de cinquante pays d'Afrique,
d'Amérique latine, d'Asie et d'Océanie. Son budget s'éléve a 1 milliard de francs (1998), dont plus de la
moitié provient de fonds publics.

Le CIRAD-FLHOR de La Réunion est divisé en trois filieres : pOle de protection des plantes,
agronomie et biochimie; elles-mémes divisées en trois sections : cultures maraicheres, cultures fruiticres
et plantes aromatiques. Un laboratoire d'analyses est établi dans les locaux de la Maison Régionale des
Sciences et de la Technologie de Saint-Denis.

Concernant le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et des Sciences des Aliments, sa
politique est basée sur la valorisation des ressources naturelles de I'fle. A partir des matieres premicres,
deux domaines sont exploités. L'un concerne l'extraction, l'isolement et l'identification de molécules
nouvelles issues d'organismes végétaux (huiles essentielles, lipides végétaux et plantes médicinales) ou
marins. Leurs propriétés physico-chimiques, biologiques ainsi que leur réactivité sont étudiées a des fins
thérapeutique, diététique, ou cosmétologique. L'autre domaine concerne l'étude et l'élaboration de
produits finis (produits de la canne a sucre, fruits et légumes, viande...) dont les propriétés physico-
chimiques, sensorielles et nutritionnelles sont déterminées afin d'améliorer leur qualité.
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INTRODUCTION

Les productions fruitiéres et maraichéres occupent une place importante dans
I’activité agricole et ’économie de La Réunion. Cependant, la forte pression exercée
par divers ravageurs freine le développement de ces cultures. Si la lutte chimique
permet en général de limiter les dégéts, elle a I’inconvénient d’étre peu sélective vis-
a-vis de ’entomofaune et coliteuse. Une des préoccupations majeures du laboratoire
d’Entomologie du CIRAD Réunion est d’orienter la lutte vers des stratégies plus
adaptées et respectueuses de I’environnement. Pour cela, une meilleure
compréhension des relations insecte/plante concernant les mécanismes de localisation
de I’hdte des femelles gravides est nécessaire. Ainsi, en parallele des travaux de
recherche sur la caractérisation des stimuli olfactifs impliqués dans la détection des
plantes-hotes, cette étude vise a I’identification, par analyse chimique, des composés
volatils émis par les plantes-hotes de deux mouches des fruits et du parasitoide™ de
I’une d’elles. En effet, des différences dans la concentration des substances volatiles
de la plante semblent influencer la sélection de leurs hdtes, aussi la chimiotaxonomie
est probablement un facteur important dans la compréhension des choix des hotes de
ces especes.



I- GENERALITES ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

1.1- Les cultures fr'ui'r_iér'es et maraicheres a La Réunion :
le probléeme des mouches des fruits

La grande diversit¢ des microclimats de La Réunion a permis de cultiver sur cette ile de
nombreuses especes de fruits tempérés et tropicaux, toutes introduites par ’homme. La Réunion
vers 1940 produisait des fruits non pas de fagon abondante mais en quantité suffisante pour
I’autoconsommation. Depuis, la population s’est fortement accrue (700 000 habitants en 1999), de
meéme que les échanges internationaux. Ainsi la production maraichére se maintient a un trés bon
niveau en représentant encore pres de 30 % de la valeur agricole. Quant a la filiere fruits, elle
profite de la montée en puissance des courants d’exportation (rapport annuel Cirad Réunion 1998).
A coté de cela, les dégats engendrés par certains ravageurs de ces cultures, notamment les mouches
des fruits, restent préoccupants. Il s’agit principalement de Tephritidae® introduits accidentellement
dans I’ile, autrefois indemne de ces ravageurs. Aujourd’hui, & La Réunion, on a pu dénombrer 22
especes de mouches dont 7 sont économiquement préjudiciables a certaines cultures fruitiéres et
maraicheres (Etienne, 1982). Les femelles de mouche pondent leurs ceufs dans le fruit et leurs
larves en consomment la pulpe. Parallelement au développement des asticots, le fruit piqué est
colonis¢ par divers pathogénes et ravageurs secondaires qui entrainent rapidement sa pourriture,
rendant le fruit impropre & la consommation.

En 1970, le département a fait appel a 1’actuel CIRAD-FLHOR pour répondre a la demande
des agriculteurs confrontés notamment a de nombreux problémes phytosanitaires et afin de
permettre des exportations de fruits d’excellente qualité gustative et sanitaire. Plus récemment, en
juillet 1998, la construction d’un nouveau laboratoire, le 3P ou Pdle de Protection des Plantes a
permis de regrouper et de renforcer sur un site unique les activités du Service de Protection des
Végétaux (SPV), de la Fédération Départementale des Groupements de Défense contre les Ennemis
des Cultures (FDGDEC), du CIRAD et de I’Université de La Réunion (activités de recherche et de
formation en commun).

1.2- Les mouches des fruits

1.2.1- La mouche du Melon Bactrocera cucurbitae Coquillett

Bactrocera cucurbitae Coquillett (Figure 1) est un diptére” appartenant a la famille des
Tephritidae qui comprend dans le monde entier 4 000 especes environ, dont 250 especes d’intérét
¢conomique. Cette espece appartient a la sous-famille des Dacinae et a la tribu des Dacini.

Les premicres identifications de cette mouche ont été faites & Maurice en 1960 et a la
Réunion en 1972. Elle aurait été probablement introduite dans les Mascareignes a partir du
continent indien. Cette espéce a une large distribution en Asie orientale, elle est également présente
en Nouvelle Guinée et dans les iles voisines de 1’océan Pacifique. Elle a été introduite par ailleurs
en Afrique et dans I’océan Indien occidental. La mouche du Melon attaque principalement les
cultures de Cucurbitaceae : melon, citrouille, concombre, pipangaille, pastéque, calebasse, chayote,
etc... sans oublier les especes sauvages parmi lesquelles la margose, qui constitue une plante
réservoir dont le rdle est important.

Selon la saison, le développement de I’ceuf a I’adulte prend de 12 a 23 jours. La durée
d’incubation des ceufs varie de 21 heures a 45 heures. Les trois stades larvaires se déroulent durant
une période d’un peu plus de 3 jours & environ 5 jours dans la pulpe du fruit qui se dégrade
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progressivement. A la fin de leur troisieme stade larvaire, les asticots quittent le fruit en se
détendant brusquement et cherchent alors un milieu propice dans le sol pour passer de 1’état larvaire
a I”état de pupe. Le stade pupaison est celui qui dure le plus longtemps car il peut varier de 8 jours a
16 jours. Toutes les pupes de la mouche du Melon sont mortes a 35 °C. L’accouplement est
nocturne.

Bactrocera cucurbitae Coquillett fait I’objet d’un programme de lutte biologique mené
depuis quelques années par le CIRAD-FLHOR Réunion (Quilici ef al., non publ.) a la station de la
Bretagne & Saint-Denis. Il est basé sur Iutilisation de parasitoides’, hyménoptéres’ pondant dans les
larves de mouches présentes dans les fruits ; ainsi Psyttalia fletcheri Silvestri, parasitoide exotique
de la mouche du Melon, importé en 1995. Ce programme vise notamment a améliorer le contrdle
naturel des populations de cette espece, en limitant leur présence sur les plantes-réservoirs ou en
parcelles non traitées.

1.2.2- La mouche de la Tomate ANeoceratitis cyanescens Bezzi

Neoceratitis cyanescens Bezzi (figure 2) appartient a la famille des Tephritidae, a la sous-
famille des Dacinae, dans la tribu des Ceratitini et la sous-tribu des Ceratitina. Originaire de
Madagascar, cette espeéce a atteint La Réunion ou ses dégéts ont ét€¢ mentionnés en 1951, puis I’ile
Maurice en 1958. La mouche de la Tomate est inf€odée aux plantes de la famille des Solanaceae.
Les diverses especes cultivées sont victimes de ses attaques : tomate tout particulierement, mais
aussi aubergine, piment, poivron, tomate arbuste. Diverses Solanaceae sauvages servent en outre de
réservoir de multiplication a I’espece. C’est le cas a La Réunion du bringellier marron, de 1’anguive
et de la brede morelle.

Les accouplements commencent trés tot apres I’émergence des adultes et peuvent avoir lieu
du matin jusqu’au début de 1’aprés-midi. La ponte débute 4 a 6 jours apres I’accouplement. A I’aide
de leur oviscapte” pointu, les femelles déposent leurs ceufs, par petits paquets, sous 1’épiderme du
fruit-hote, a quelques millimetres de profondeur. L’activité de ponte a lieu habituellement I’apres-
midi. Les ceufs éclosent apres 3 a 13 jours d’incubation. Les larves s’enfoncent alors dans la pulpe
du fruit ou le cycle larvaire, qui comprend trois stades, dure de 6 a 31 jours. En fin de
développement, les asticots quittent le fruit d’une brusque détente pour s’enfoncer a faible
profondeur dans le sol, ou s’effectue la nymphose. Le stade pupe dure de 11 a 40 jours. Ainsi, en
fonction des conditions climatiques, le cycle complet s’étale sur 19 a 84 jours.

Des études portant sur Neoceratitis cyanescens Bezzi sont menées par le CIRAD-FLHOR a la
station Bassin Plat & Saint-Pierre. Ils visent a la mise au point d’'une méthode de lutte raisonnée
et/ou biotechnique passant par la conception d’un systtme de piégeage spécifique des femelles
(Brévault et al., 1999).

Figure 1: Femelle de 8. cucurbitae Figﬁr‘e 2 : Femelle de A/ cyanescens



1.3- Taxonomie et description des plantes étudiées
1.3.1- Plantes-hdtes de Bactrocera cucurbitae Coquillett : les Cucurbitaceae

Classe : Dicotyledonae
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Violales

Famille :

CUCURBITACEAE

Cette famille de plantes dicotylédones annuelles ou vivaces est caractérisée par des especes
a port rampant et a tiges volubiles munies de vrilles. De nombreuses Cucurbitaceae sont cultivées
pour leurs fruits, consommeés crus ou cuits, et utilisés en alimentation animale ou humaine : les
Courges ( Courgettes, Citrouilles et Potirons ), la Pasteque, le Concombre, le Melon.

Les trois espéces de Cucurbitaceae étudiées :

Cucurbita pepo L.
Courges pépon : Courgette & Citrouille

C’est ’espece dont la variabilité est la plus grande, aussi bien pour I’appareil végétatif que
pour la forme des fruits. Elle se compose de quatre groupes, que sont les patissons, les giraumons,
les citrouilles et les courgerons. Parmi ces derniers, notre intérét porte sur les deux genres suivants :

- La Courgette présente un fruit généralement allongé a peau verte, muni de poils
ressemblant & des é€pines, aux fleurs lobées et €chancrées, et consommé a I’état trés jeune. La
premiére qualité comprenant des fruits d’un poids inférieur a 150-200 g.

- La Citrouille est une plante aux tiges trainantes et aux fruits volumineux, dont la peau
¢paisse et non comestible les protege contre le froid. Les fruits sont récoltés a complet
développement.

Ces plantes ont besoin d’un sol désherbé et bien frais, I”’humidité leur étant cependant trés nuisible.

Quelques usages médicinaux _d’hier et d’aujourd’hui : antioxydante, céphalique (pulpe
nature), contre les ecchymoses, les foulures et les entorses (feuilles), contre les maux d’oreilles
(séve), pour diminuer la diarrhée et la fiévre (infusion), préventive contre le cancer (nature), etc...
(Lavergne, Fleurs de Bourbon).

Figure 3 : Organes de Courgette Figure 4 : Organes de Citrouille



Momordica charantia L.

Margoze
Synonymes : margose ou concombre africain (Sénégal), pomme z'Indiens, pomme merveille,
pomme-coolie, paroka (Antilles), gourde amere ou coloquinte

Liane herbacée annuelle originaire d’Inde, aux fleurs jaundtres a 3-5 lobes, surtout
remarquable par ses fruits crapauds, a surface fortement pustuleuse, longs de 10 a 15 cm. Ils
deviennent jaunes & maturité et s'ouvrent finalement en trois pour montrer des graines enveloppées
dans un parenchyme, de vive teinte rouge orangée. Récoltés avant maturité, ils sont confits au
vinaigre ou mangés en salade, aprés cuisson pour enlever I’amertume prononcée de la chair. On
peut les consommer en tranches dégorgées dans du sel et du citron, puis frites.

Quelgues usages médicinaux d’hier et d’aujourd’hui : aphrodisiaque (infusion des feuilles
et des racines), contre le diabéte, anticancéreuse ; Madagascar : laxatif (feuilles), vermifuge
(feuilles et graines) ; Sénégal : ténifuge (graines), abortif, antisyphilitique et antirhumatismal
(racines) ; Nouvelle-Calédonie : émétique, purgatif, fébrifuge et cholagogue (feuilles) ;Inde : contre
la jaunisse, la lépre et les vers intestinaux (fruits) ; Antilles : onguent contre la gale et les maladies
de la peau, vulnéraire, fébrifuge et antidiarrhéique (feuilles). (Lavergne, Fleurs de Bourbon)

nargoze

- l Momordica charantis Linnd

Cueurhitaveee

Figure 5 : Organes de Margose



1.3.2- Les plantes-hdtes de MNeoceratitis cyanescens Bezzi : les Solanaceae

Classe : Dicotyledonae
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Solanales
Famille :

SOLANACEAE

Cette famille de plantes dicotylédones est caractérisée par 5 pétales soudés jusqu’a la moitié
et les 5 étamines soudées par les antheres. Cette famille comprend plusieurs especes cultivées
(Tomate, Pomme de terre, Aubergine, Poivron, Piment, etc...) et des pestes végétales (Morelle
douce amére, Bringellier, etc...), sa mauvaise réputation est fondée sur ses nombreux représentants
riches en substances toxiques (Belladone, Datura, Tabac, Mandragore, etc...). Le seul genre
Solanum compte deux milliers d'especes d'origine surtout américaine.

Les trois espéces de Solanaceae étudiées :

Lycopersicum esculentum L.ou Solanum lycopersicon L.
Tomate
Synonymes : pomme d'or, pomme du Pérou, pomme d'amour

C’est une plante herbacée annuelle, originaire des Andes et d’Amérique centrale, dont la
culture est trés répandue et dont le fruit charnu est consommé sous des formes trés variées.
Il existe actuellement de nombreuses variétés différant par leur croissance, leur taille, la forme des
fruits et la résistance aux maladies. La culture peut se faire en plein champ ou sous serre.
Facilement obtenue par semis, la Tomate s’adapte & de nombreux sols. Cependant, son
développement est optimal en sols profonds, bien drainés, légérement acides, assez riches en humus
et bien fumés. La plante est assez exigeante en eau et a besoin de fortes chaleurs pour végéter.
Comme les autres Solanaceae, la Tomate peut €tre attaquée par de nombreux champignons,
bactéries et virus ; le palissage précoce des plants est a cet effet d’un grand intérét.

Quelques usages médicinaux d’hier et d’aujourd’hui :@ apéritive, digestive, laxative,
énergétique, équilibrant cellulaire, anti-infectieuse, diurétique, détoxicante, antibiotique (feuilles),
anti-fatigue (nature), excellente pour la santé du foie (nature), diminue [’hypertension (nature ou
jus), soulage les coups de soleil (nature). (Lavergne, Fleurs de Bourbon)

Figure 6 : Organes de Tomate
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Solanum auriculatum Ait. Figure 7

Bringellier marron
Synonymes : bringellier (Réunion), tabac mdle (Madagascar),
tabac sauvage (Australie), bois de tabac marron (Réunion)

Cette espece se reconnait aisément par ses stipules foliaires en

forme d'oreillettes ou auricules d'ott son nom scientifique traduisible
par "morelle auriculée". Ses fleurs ont une corolle lilacée sertie d'une
¢toile blanche. Elle posséde de grandes feuilles fortement duveteuses
sur leur face inférieure. Les tiges étant aussi recouvertes de ce
feutrage de poils, la plante a une teinte générale vert cendré. Ses baies
sont jaune-orangé, de la taille d'une prunelle et présentent une odeur
caractéristique. :
Toute saignée dans le paysage, toute coupe a blanc des bois de
couleurs sont peu de temps aprés accompagnées de la levée du bringellier. Les oiseaux frugivores
consommateurs des baies se chargent en effet de disperser avec leurs fientes les pépins de cette
solanacée. Cette espece héliophile prolifére sur des sols frais dépouillés mécaniquement de leurs
couvertures végétales. Le sol mis & nu, minéralise rapidement une bonne partie de sa litiére et réunit
les conditions favorables a 1’installation d’une plante pionni¢re comme le «bois de tabac marrony ,
avide de soleil et de sels minéraux. Elle fleurit et fructifie a longueur d'année entre 0 et 1500 m
d'altitude et souvent pres des installations humaines. Si bien qu'elle est I'hote permanent de deux
mouches des fruits qui la parasitent, Neoceratitis cyanescens Bezzi et Ceratitis rosa Karsch. Ses
baies constituent un excellent relais alimentaire pour ses mouches.

Salnum puricalatumt Ait [

Quelques usages médicinaux d'hier et d'aujourd’hui @ Maurice : anti-hémorroidaire
(décoction foliaire), anti-rhumatismal (graines macérées dans ['huile de coco); Madagascar :
contre la syphilis (baies), contre la gale (feuilles); Nouvelle-Calédonie : cholagogue (décoction des
feuilles); Brésil : insecticide naturel (décoction des fruits). (Lavergne, Fleurs de Bourbon)

Solanum torvum Sw.

ou Solanum ficifolium Ortega

Anguive

Synonymes : bringellier marron (Réunion), morelle-diable (Sénégal),
mélongéne-diable et bélangére batarde (Antilles),

anghive (Madagascar),

aubergine sauvage (Nouvelle-Calédonie)

Cet arbrisseau épineux a fruits
jaunatres de la taille d'un gros pois chiche est présent surtout dans
les bas de 1’ille de la Réunion. Il est reconnaissable aux lobes
anguleux de ses feuilles et surtout a ses fleurs blanches, avec au

T | centre de chaque corolle étoilée, un pinceau de jaunes €tamines. Il
n'est pas rare a la limite brousailleuse de certains villages et
Figure 8 champs de canne comme a Saint-Benoit.

Quelques usages médicinaux d'hier et d'aujourd'hui :@ rubéfiant et vésicant (feuilles),
astringent, stomachique, résolutif, aphrodisiaque, fébrifuge, contre l'inappétence, wtilisé dans le
traitement de la bronchite, de l'asthme, de la dysurie (racines). (Lavergne, Fleurs de Bourbon)
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1.4- Les composés volatils des plantes

1.4.1- Nature et émission

Toutes les plantes libérent des molécules volatiles. Quand les stomates’ sont ouverts, beaucoup
de composés chimiques se dégagent, et surtout pendant la croissance de la plante. Les composés volatils
incluent une large variété de molécules a chaine courte : alcools, aldé¢hydes, cétones, esters, phénols
aromatiques et lactones mais aussi des mono- et des sesquiterpenes. Les plantes vertes produisent une
série de substances résultant du métabolisme des lipides. Celles-ci sont couramment qualifiées de
« composés verts ». Les plus importants comprennent une gamme d’alcools et d’aldéhydes a six
carbones (Cg) formés lors de I’auto-oxydation des lipides foliaires (Buttery et al., 1987), et plus
particuliérement des acides gras insaturés en Cig comme I’acide oléique, I’acide linol€éique et I’acide
linolénique.

A coté des composés verts, beaucoup de plantes contiennent des substances chimiques
caractéristiques. Par exemple, le citral dans le citron, le nona-2,6-diénal dans le concombre et le 1-
carvone dans la menthe poivrée. Le citral et le carvone sont des monoterpenes et beaucoup de ces
composés terpéniques sont produit en grande quantit¢ dans des glandes particulieres.
Communément, 1’odeur caractéristique d’une plante est produite par un ensemble de composes
volatils chimiquement liés entre eux, tel que les composés terpéniques dans les coniferes (citral,
caryophyllene, camphre, citronellal) ou le mélange de sulfides dans 1’oignon (Bernays et Chapman).

L’analyse des effluves de plantes, appelée « headspace » peut mettre en évidence des
combinaisons de volatils s’étendant d’une douzaine a une centaine de composes . Les substances de
poids moléculaire faible tendent a étre les plus volatiles et atteignent des concentrations détectables
a de grandes distances de la plante. Par conséquent, elles ont une forte importance dans ’attraction
de la plante-hote a distance. A I’inverse, les mélanges complexes, incluant des composés de haut
poids moléculaire, prédominent et peuvent avoir de fortes concentrations mais leur étendue se limite
aux environs de la surface de la plante, excédant rarement quelques millimétres. Les composé
volatils des fruits et des légumes sont principalement des produits secondaires dérivés du
métabolisme de la plante.

Il faut également noter que différents facteurs influent sur la présence, la structure et la
quantit¢ des composés volatils €mis par la plante, comme le cycle végétatif (les constituants
peuvent varier de fagon importante tout au long du développement), les facteurs environnementaux
(température, humidité relative...) et les procédés d’obtention de ces composes.

1.4.2- Réle dans les relations insecte/plante-héte

Depuis quelques années, des études ont lieu dans le but de mettre en place des méthodes de
lutte moins coliteuses, plus efficaces et respectant I’environnement, contre les especes parasitaires.
des fruits et 1égumes. Pour cela, une connaissance approfondie des relations insecte/plante-hdte est
nécessaire. Les caractéristiques visuelles du végétal (couleur, forme et taille) jouent un role
fondamental comme signaux utilisés par 1’insecte dans sa recherche de I’hote a courte distance
(Prokopy, 1968/1977). Mais ce sont surtout les substances chimiques dégagées par la plante-hote
qui agissent 4 moyenne et longue distances, sur le déplacement des insectes (Masson, 1981 ; Jang et
Light, 1991) et sur le choix de leur site de ponte.(Robert, Visser, 1986). En effet, de nombreuses
¢tudes montrent I’influence des €émissions volatiles de fruits sur le comportement de femelles
gravides, comme chez Ceratitis capitata (Guérin et al., 1983), chez Bactrocera dorsalis et
Bactrocera cucurbitae (Tanaka, 1965), chez Bactrocera tryoni (Fletcher et Watson, 1974) et chez
Rhagoletis cerasi (Haish et Levinson, 1980). De plus, pour certaines especes, I’infestation du fruit
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Figure 9
Structure et note odorante de quelques composés volatils
obtenus dans les plantes étudiées
(par ordre des LR.R. croissants)
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semble corrélée a son degré de maturité. Ainsi Bactrocera dorsalis s’attaque préférentiellement aux
papayes miires (Seo et al., 1982 ; Liquido et al., 1989) et les femelles matures de Rhagoletis
pomonella se concentrent sur les plantes-hotes portant des fruits mirs (Katsoyannos et al., 1986).
L’évolution de la composition des substances volatiles au cours de la maturation a donc été étudiée
pour certains fruits, comme celle de la papaye (Engel et al., 1988 ; Flath et al., 1990) et de la tomate
(Hayase et al., 1984 ; Baldwin et a/., 1991).

Les volatils des plantes sont également des signaux importants dans la localisation de
’habitat de I’hdte pour de nombreux parasitoides (Greany et al., 1977 ; Messing et Jang, 1992).
L’altération d’une source de nourriture par la présence de I’hote résulte dans 1I’émission de
différentes odeurs, telles que celles causées par des blessures de la plante (Turlings, Tumlinson et
al., 1990). Ainsi des études récentes ont montré une tres forte attraction de Psyrtalia fletcheri pour
des fruits infestés contenant des larves-hotes.

1.5- Objectifs de l'étude

Des théories générales sur les relations entre les insectes phytophages et les substances
chimiques €mises par les plantes-hotes existent donc mais chaque relation insecte/plante a ses
particularités. Les travaux en cours au CIRAD-FLHOR Réunion visent a déterminer la réponse de
certaines mouches des fruits (Diptera : Tephritidae) ou de leurs parasitoides (Hymenoptera :
Braconidae : Opiinae) aux effluves €mis par leurs plantes-hdtes. Parallelement a ces travaux de
comportement, la présente étude vise a identifier les composé volatils émis. On s’est intéressé plus
particulierement aux effluves de Cucurbitaceae, plantes-hotes de la mouche du Melon, Bactrocera
cucurbitae, et de son parasitoide Psyttalia fletcheri et aux effluves de Solanaceae, plantes-hotes de
la mouche de la Tomate, Neoceratitis cyanescens.

La capture des effluves a été faite selon la technique de I’headspace statique, et notamment
par micro-extraction en phase solide (SPME). L analyse et la caractérisation des composés volatils
a ¢té effectué par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) et par
I’utilisation des indices de rétention relatifs (indices de Kovats).
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II- PARTIE EXPERIMENTALE

2.1- Description du matériel biologique analysé

La matiére végétale saine et infestée est fournie par les laboratoires d’Entomologie du Péle
de Protection des Plantes (3P) du CIRAD Réunion, en provenance des stations d’expérimentation
ou de producteurs locaux chez lesquels des dégats liés aux insectes phytophages sont observes.

Les échantillons sont récoltés de préférence le jour méme des analyses et placés dans des
bocaux en verre maintenus a 4°C (réfrigérateur), jusqu’a leur analyse. Pour chaque espéce, plusieurs
organes (fleurs, feuilles et fruits) de la plante et différents stades phénologiques du fruit ont été
analysés. Ces substrats varient suivant les plantes-hdtes, les objectifs de cette étude étant quelque
peu différents pour les deux mouches. Les différents organes sont analysés intacts dans la mesure
du possible mais il est parfois nécessaire de découper les feuilles en larges bandes afin que leur
surface volumineuse ne rentre pas en contact avec la fibre et n’empéche pas une agitation réguliére ;
de méme les fruits sont faiblement broyés dés que leur taille n’est pas compatible avec celle de
’erlen. La quantité de matiere a extraire est d’environ 10 g pour les fleurs et les feuilles et de 100 g
pour les fruits.

La présente étude a porté sur les espéces suivantes :

pour les Solanaceae, plantes-hdtes de Neoceratitis cyanescens :

- la Tomate Lycopersicum esculentum L.
- le Bringellier marron  Solanum auriculatum Ait.
- I’ Anguive Solanum torvum L.

pour les Cucurbitaceae, plantes-hotes de Bactrocera cucurbitae :

- la Courgette Cucurbita pepo L.
- la Citrouille Cucurbita pepo L.
- la Margose Momordica charantia L.

2.2- Meéethode d'extraction

Les méthodes traditionnelles d’extraction des composés volatils (distillation, entrainement a
la vapeur...) sont souvent délicates a mettre en oeuvre et prennent beaucoup de temps avant que la
phase d’identification puisse commencer. Développée par Pawliszyn en 1989, la microextraction en
phase solide (SPME) est une nouvelle technique de concentration des échantillons avant analyse.
Ses principaux avantages résident dans sa simplicité, I’absence de solvant et de manipulations
excessives des échantillons et sa rapidité (Arthur er al., 1992). Ses applications sont surtout
répandues dans la parfumerie et I’agro-alimentaire (Steffen et Pawliszyn, 1996 ; Matich et al.,
1996 ; Mindrup, 1998).

Les échantillons étudiés sont des atmosphéres au-dessus de la mati¢re végétale. Pour cela,
on utilise une seringue modifiée a usage manuel, munie d’un piston avec un ressort qui permet de
sortir du tube de protection une fibre de silice (Supelco Inc., Bellefonte, PA). Cette fibre est
recouverte d’une phase stationnaire : le Carboxen/PDMS (polydiméthylsiloxane), d’épaisseur 0,75
um. Apres pesée, ’échantillon est ensuite placé dans un erlenmeyer de 250 ml hermétiquement
fermé, porté a 37°C et maintenu sous agitation constante pendant 1’extraction.
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Le septum de I’erlen est percé avec 1’aiguille, fibre rétractée. L’extraction est réalisée de
fagon statique ; la fibre sortie, les composé€s volatils s’adsorbent sur la phase stationnaire durant 2
heures. La fibre est rétractée de nouveau avant de retirer 1’aiguille (Figure 10).

"Pour la désorption, la méme opération de sortie et de rétraction de I’aiguille est réalisée a
Pintérieur du chromatographe en phase gazeuse. Les composés piégés sont volatilisés
thermiquement dans 1’injecteur et progressent alors directement vers et dans la colonne ; la fibre
ainsi sortie est maintenue 30 minutes a 230°C (durée et température de consigne du fabricant), la
programmation de température étant lancée.

support pour fibre
adsorbante

A

| — bouchon hermétique

phase adsorbante
(f ibre SPME)

erlenmeyer 250 mL

substrat végétal

barreau magnétique
—1—bain marie 37°C

— agitateur magnétique
Igauﬁan

| Figure 10 : Dispositif d'adsorption par SPME

2.3- Techniques d'analyse

2.3.1- Analyse Chromatographique en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie
de Masse (C6G/SM)

Depuis plus de trente ans, la chromatographie en phase gazeuse s’est beaucoup développée.
Elle est devenue, notamment avec 1’apparition des colonnes capillaires, une méthode de choix pour
la séparation d’un mélange complexe de produits volatils (Lamparsky, 1992). C’est une méthode
basée sur 1’élution” de composés vaporisés par chauffage.

Elle consiste en la séparation de corps chimiques au moyen :

* d’une phase mobile inerte, ¢’est-a-dire un gaz, généralement de I’hélium

 d’une phase stationnaire, un liquide sur un support ou un adsorbant solide.

La CG est applicable quand un soluté est suffisamment volatil et stable & haute température
(pour les gaz et les molécules organiques de poids moléculaire inférieur a 600). C’est une méthode
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rapide et performante (par le nombre de pics décelés). Il faut néanmoins rappeler que cette méthode
a des limites telles que la superposition de pics en un seul et la-formation d’artéfacts au cours de
’analyse, provoquée notamment par la température ¢levée.

Pour toutes ces raisons, on procede généralement au couplage de la CG avec d’autres
techniques comme la Spectrométrie de Masse (SM) (De Graeve ef al., 1986). Cette derniére requiert
I’ionisation en phase gazeuse des molécules analysées. La mesure des rapports masse/charge (m/z)
des ions moléculaires ou fragments ainsi générés permet de déterminer la masse moléculaire des
composes €tudiés, ainsi que de collecter des informations structurales.

Nous avons pour notre part utilisé la Spectrométrie de Masse en Impact Electronique (SMie), qui est
une technique d’ionisation des composés par bombardement d’un faisceau d’électrons. Ce demier est produit
par un filament incandescent sous une €nergie de 70 eV. Lorsqu’un €lectron entre en collision avec une
molécule, il y a formation de I’espéce ionique monochargée de poids moléculaire M™

M+ e - M + 2¢€

Ce mode d’ionisation provoque un grand nombre de fragmentations au niveau des liaisons chimiques

et fournit ainsi plusieurs espéces ioniques.

Les couplages CG/SM ont ét¢ réalisés sur un chromatographe Hewlett Packard 5890 series II équipé
d’une colonne capillaire et couplé a un spectrometre de masse Hewlett Packard 5971 series, disponible au
laboratoire d’analyses du CIRAD a la Maison Régionale des Sciences et de la Technologie de Saint-Denis.

Colonne capillaire polaire : DB-WAX (polyéthyléne glycol)
- longueur . 60 m
- diamétre interne : 0,32 mm
- épasseur: 0,25 um
Gaz vecteur . Hélium
-aebit: 1,0 ml/min
- pression du gaz en téte de colonne : 14,5 psi

Tenpérature de Uinjecteur : 230°C

Température du détecteur . 250°C

Pas de prograrmonation du four : 50°C — 230°C (1°C/min)
230°C (15 min)

Mode d’injection : splitless (sans fuite)
Courant d’ionisation : 70 eV

2.3.2- Détermination des indices de rétention relatifs (IRR) ou indices de Kovats (IK)

-La conjugaison de deux méthodes est nécessaire pour la détenmination précise d’un composé. Le calcul
des indices de rétention relatifs permet de confimmer ou d’infirmer I’identification d’un composé obtenue par la
spectrométrie de masse. :

La détermination est faite grice a I'injection d’'une solution de paraffines nomales dans I’hexane,
contenant des hydrocarbures & nombre d’atomes de carbone pair allant de Cg a Cy, soit 10 alcanes. Les indices
ont été calculés sur la colonne polaire DB-WAX suivant les conditions opératoires précédemment décrites.
Pour les analyses en programmation de température, la formule de calcul de I’indice de rétention relatif est :
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t’reo : temps de rétention réduit de la substance

t’Ray : temps de rétention réduit de la paraffine a N atomes de carbone

t'Roven - temps de rétention réduit de la paraffine a (N+n) atomes de carbone

N et (N+n) : nombre d’atomes de carbone des paraffines encadrant la substance

2.3.3- Meéthodes d'identification

Dans tous les cas, on utilise principalement la chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse. L’identification des spectres est réalisé en faisant appel & deux banques
de données NBS 75K (LCSNSA*) et WILEY 138K (MRST*) exploitées par Windows et a I’ouvrage
The Wiley / NBS Registry of Mass Spectral Data (7 volumes) de Fred W. McLafferty et Douglas B.
Stauffer. Les constituants identifiés sont confirmés par comparaison de leurs spectres de masse et de
leurs indices de rétention relatifs (IRR) avec les composés cités dans la littérature et les données
bibliographiques.

Procédure d'identification d'un composé:

L’analyse chromatographique fournit un chromatogramme constitué d’un certain nombre de pics et qui est I’outil de base pour
Iidentification des composés volatils de I’espéce étudiée. A chaque pic du chromatogramme correspond en général un composé, auquel
est associ€ un spectre de masse, lui-méme constitué de plusieurs pics (le probléme de coélution sera discuté ultérieurement). Chaque pic
du spectre de masse correspond a une espéce ionisée de masse m/z, issue du composé lors de sa fragmentation & son passage dans le
détecteur.

L’étape-clef de I'identification d’un composé est la comparaison de son spectre de masse (spectre X) avec ceux fournis par la
banque de données informatisée (spectres Réf). La banque de données affichent tous les composés dont les spectres de masse présentent
des similitudes avec celui de notre composé ; chacun de ces composés est donc associé & un pourcemntage de probabilité. La comparaison
s’effectue sur le profil chromatographique général, 4 savoir sur les fragments majoritaires et leur abondance relative, puis sur les pics
minoritaires. Le composé est identifié si les spectres comparés sont trés proches avec un pourcentage de certitude supérieur a 90. Si le
spectre X differe du spectre Réf par la présence d’un ou deux fragments supplémentaires, on réalise alors une extraction d’ions. Ceci
permet de confirmer |’appartenance ou pas de ce fragment au spectre X Ainsi il peut s’agir soit d’une impureté, soit du fragment d’un
composé élué en méme temps que le composé X

Enfin, si aucun spectre de référence ne correspond au spectre X, des comparaisons sont alors effectuées avec une table de
spectres de masse de composés de référence, ou les spectres sont classés par masse moléculaire. Cette masse peut étre directement
fournie par le spectre de masse du composé X ; dans le cas contraire, elle peut en étre déduite par hypothése sur les fragmentations.

En paralléle, les indices de rétention relatifs facilitent parfois I'identification d’un composé, de méme que les données bibliographiques,
mais toute identification doit toujours étre confirmée par la spectrométrie de masse. Le composé est non identifié si ces démarches ne
permettent pas un résultat fiable.

Le travail d’identification des composés peut ainsi étre des plus laborieux Dans certains cas, il s’avére nécessaire d’utiliser
d’autres techniques d’analyse et d’identification. Lors de I’analyse des fleurs et des feuilles de Bringellier marmron, de nombreux
sesquiterpénes ont été détectés mais n’ont pu étre identifiés principalement a cause de leurs structures chimiques proches. On aurait pu
envisager leur fractionnement par chromatographie en phase liquide et leur identification par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou
par spectrophotoméirie infra-rouge & transformée de Fourier (IRFT), cestechniques étant plus adaptées a I’analyse de ces composés.
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2.4- Mise au point des conditions expérimentales

Cette mise au point nécessite avant tout 1’obtention de chromatogrammes interprétables ou
les pics sont bien séparés les uns par rapport aux autres, c’est-a-dire une bonne résolution de
I’appareil. Les premiers essais ont donc consisté¢ a déterminer la programmation de température
permettant une parfaite répartition des pics dans le chromatogramme. Les composés volatils étant
principalement des composés de faible masse moléculaire et de gammes de masses proches, le pas
de programmation du four permettant la volatilisation la plus compléte des molécules et minimisant
au mieux la coélution” de pics est du 1 °C/min de 50 °C a 230 °C, ce qui signifie par ailleurs un
temps d’analyse long (195 min).

‘Les quantités de substrat végétal mises a adsorber ont été fixées a environ 10 g pour les
fleurs et les feuilles et a 100 g pour les fruits, ce poids €tant la quantité minimale requise pour
I’observation de nombreux pics bien distincts sur les chromatogrammes. En effet, en-dessous de ces
seuils, les composés détectés sont inexistants ou en trés faible nombre, et au-dessus, les résultats
sont similaires aux conditions choisies avec une abondance relative des composés augmentant en
conséquence. Le temps d’adsorption a été établi a 2 heures pour les mémes raisons que celles
décrites précédemment.

Enfin, le broyat de fruit mur de trois especes végétales (Tomate, Citrouille et Courgette) a
alors été analysé suivant le méme protocole d’adsorption & quatre reprises, chacune d’entre elles
différant par la modification d’un parametre : le 1% échantillon naturel, le 2 dans une solution
saline de NaCl a 35 %, le 3™ chauffé a 37°C et le 4°™ dans une solution saline de NaCl a 35% et
chauffé a 37°C. La comparaison des quatre chromatogrammes obtenus pour chacune des espéces a
permis d’opter pour le protocole avec chauffage du substrat végétal a 37°C. En effet, le
chromatogramme du 1° échantillon présentait le méme nombre de pics que celui du 3™ mais avec
des abondances relatives moindres, n’établissant pas de distinction nette entre les composés
majoritaires et les composés minoritaires. Quant aux chromatogrammes des 2°™° et 4°™ échantillons
en solution saline, certains pics présents sur les deux autres n’apparaissaient plus et ceux restants
montraient de fortes variations d’abondance relative. Il semble que I’adjonction de sel, supposée
désactiver les systemes d’oxydation enzymatique (Buttery et al., 1987) provoqués lors du
conditionnement et de la préparation du fruit avant analyse, favorise ou inhibe également
I’adsorption de certains composés volatils. Cet effet de sel a d’ailleurs été discuté par Yang et
Peppard en 1994 sur I’analyse par SPME de substrats liquides (jus de fruit, huile végétale... ). Ils ont
ainsi distingué quatre catégories de composé€s en fonction de leur comportement par rapport a
I’addition successive de sel dans leur milieu initial.

Indépendamment de cela, chaque analyse est répétée au minimum deux fois et plus si
nécessaire afin de s’assurer de la bonne reproductibilité des résultats dans le temps. Si pas ou tres
peu de variations apparaissent entre les chromatogrammes, c’est celui issu de la premiere analyse
qui sert de base a I’interprétation ; dans le cas contraire, ’analyse est répétée jusqu’a obtenir un
chromatogramme reproductible.
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ITI- RESULTATS

Les résultats issus des analyses SPME-CG/SM ont ét¢ intégrés sous la forme de graphiques

numérotés de 1 & 8, exprimant la nature et ’abondance relative des composés volatils détectés dans
les différentes parties de la plante analysée. Ce choix permet de bien visualiser les différentes
familles chimiques représentées et classées par ordre alphabétique sur I’axe des abscisses (acides,
alcools, aldéhydes, etc...). Les comparaisons inter-espéces et intra-espéces sont ainsi facilitées.
Un tableau répertoriant les indices de rétention relatifs (I.LR.R.), calculés sur colonne DB-WAX, des
différents composés volatils issue de cette étude, et les indices de référence de ces composés,
calculés sur une colonne de polarité voisine, la Carbowax 20M, fait suite aux discussions de cette
partie.

3.1- Etude des composés volatils de trois Cucurbitaceae

Les analyses concernent d’une part les fruits murs de la Citrouille, de la Courgette et de la
Margose, puis d’autre part les fleurs, les fruits verts, les fruits murs sains et infestés de la Margose.
Les composés volatils du fruit mur infesté présente un grand intérét dans la mesure ou le parasitoide
de la mouche du Melon, Psyttalia fletcheri, semble détecter préférentiellement ’odeur du fruit
infesté par les larves de leur insecte-hote.

3.1.1- Resultats
Ces résultats sont rassemblés dans les graphiques 1 et 2.

3.1.2- Discussion

Le graphique 1 permet une comparaison entre les trois espéces de Cucurbitaceae étudiées. Les
principaux composés volatils présents dans ces espéces appartiennent en majorité aux familles chimiques
suivantes : alcools, aldéhydes et monoterpenes.

La Citrouille est caractérisée par un nombre €levé de ces composés et notamment par une forte
proportion d’aldéhydes (30 %) a 6 et a 9 carbones. On observe la prédominance du ¢rans-hex-2-€nal, du
cis-non-6-¢nal, du nonanal, de 1’acétaldéhyde et dans une moindre mesure du trans,cis-nona-2,6-diénal, de
’hexanal et du trans-non-2-€nal. Le limonene, 1’éther et I’octan-3-one sont également présents en grande
quantité. L hexanol, I’éthanol, le srans-hex-2-€nol et le oct-1-€n-3-ol se distinguent des autres alcools
présents & I’état de traces. Il faut noter I’importance quantitative (30.022 %) d’un composé en C9 (tz=71,6
min) de m/z=142 apparaissant sur le chromatogramme mais non identifié.

La Courgette offre un profil analytique moins chargé que le précédent avec essentiellement des
composés en C6. Elle est caractérisée par la prépondérance du limonene, de I’oct-1-¢n-3-ol et du trans-
hex-2-énal, suivi de I’octan-3-one, de I’hexanol et de 1’éthanol. Quelques monoterpenes, €galement
présents dans la Citrouille excepté le para-cymene, sont ici en quantité¢ plus importante, comme le y-
terpinéne et le B-myrcene. Des sesquiterpénes de masse moléculaire 204 ont ét€ détectés a I°état de traces
mais non identifiés.

-Contrairement aux fruits précédents, la margose est caractérisée par une faible diversité en
composeés volatils. On note la présence du 2-méthylfurane, de deux alcools : I’éthanol et le cis-hex-3-énol
et I’absence d’aldéhydes. Le limonéne et le cis-penta-1,3-diéne sont hautement majoritaires. Cette
pauvreté en €léments volatils peut €tre diie en partie au fait que les fruits aient ét€ analysés le jour suivant
leur cueillette.
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Dans I’ensemble, les composés en forte proportion sont des alcools et des aldéhydes en C6 puis en
C9, ainsi que des monoterpénes. Les substances en C9 semblent spécifiques a la Citrouille puisqu’ils
apparaissent uniquement dans cette espece. La famille la plus représentée chez les trois fruits est celle des
monoterpenes et plus particulierement, le limonene est présent dans les trois fruits dans de grandes
quantités. Il en est de méme pour 1’éthanol et le cis-penta-1,3-diéne mais en composé minoritaire. Parmi
les composés communs a la Citrouille et & la Courgette en quantités voisines, on note le trans-hex-2-€nal,
I’éther, ’octan-3-one, I’hexanal et 1’hexanol. Les proportions en oct-1-en-3-ol et acétaldéhyde varient
entre ces deux especes.

Le graphique 2 met en paralléle les composés volatils présents dans deux organes d’une méme
espece, la margose. 11 s’agit d’analyses de fleurs, de fruits verts sains (stade 1), de fruits murs sains (stade
2) et de fruits murs infestés (stade 3). On retrouve les familles chimiques déja rencontrées précédemment,
c’est-a~dire des alcools et des aldéhydes en C6 , ainsi que des hydrocarbures.

Trois composés sont & remarquer dans la mesure ou ils sont communs aux quatres organes dans
des proportions particulieres. C’est le cas du limonene, qui augmente de fagon notable entre le stade 1 (3
%) et le stade 3 (24 %), et du cis-penta-1,3-diene, dont la quantité quasi similaire dans les fleurs et les
stades 1 et 2, triple au stade 3 (20 %). Citons aussi le cis-hex-3-€nol et le frans-hex-2-énal, ce demier étant
absent dans le fruit mur mais présent dans les fleurs (16 %), dans le fruit vert sain (38 %) et dans le fruit
mur infesté (8 %). Certains compos€s sont communs a au moins trois des organes analysés comme
I’hexanol, le trans-hex-2-¢nol et le cis-hex-3-€nal (excepte dans le fruit mur).

Enfin, on peut souligner la forte présence de y-terpinéne (37 %) dans la fleur, de benzaldéhyde (6
%) et de myrténol dans le fruit vert sain, d’éthanol dans le fruit mur sain, d’acide acétique (3 %) et de
sesquiterpenes (traces) dans le fruit mur infesté.
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3.2- Etude des composés volatils de trois Solanaceae

Des études comportementales réalisées au laboratoire d’Entomologie du CIRAD-FLHOR
Réunion ont montré que Neoceratitis cyanescens présentait des taux d’attraction plus élevés pour
les feuilles que pour les fleurs de ces especes. Elle semble également plus attirée par les fruits verts
du Bringellier marron, a la différence des fruits murs pour la Tomate et I Anguive.

Ces analyses concernent donc principalement trois organes sains de chaque Solanaceae : les
fleurs, les feuilles et les fruits murs. Chez la Tomate, on a aussi étudié les feuilles et les fruits verts
intacts, en comparaison avec ces mémes organes déchirés, et chez le Bringellier marron, les fruits
verts intacts.

3.2.1- Résultats

Etant donné le nombre important et la plus grande diversité de composés volatils contenus
dans les Solanaceae par rapport aux Cucurbitaceae, ces composeés sont répartis dans deux
graphiques pour chaque espece. Ces résultats sont rassemblés dans les graphiques 3 et 4 pour la
Tomate, les graphiques 5 et 6 pour le Bringellier marron et les graphiques 7 et 8 pour I” Anguive.

3.2.2- Discussion

Les graphiques 3 et 4 permettent une analyse comparative de différents organes de la
Tomate, Lycopersicum esculentum L., que sont la fleur, la feuille intacte, la feuille déchirée, le fruit
vert intact, le fruit vert écrasé et le fruit mur.

La fleur contient des traces d’alcools, d’aldéhydes en C6, de cétones dont le géranylacétone.
On constate a coté¢ de cela de fortes proportions en monoterpenes (66 %), notamment en [3-
phellandrene (37 %), en limonene et en 2-carene (tous deux 9,5 %), ainsi qu’en sesquiterpenes ou le
caryophyllene (13 %) prédomine.

La feuille intacte renferme plusieurs alcools, parmi lesquels le cis-hex-3-énol (12 %) et
I’¢éthanol, et de faible quantités d’aldéhydes en C6. Les monoterpenes (45 %) prédominent avec le
B-phellandreéne (23 %) en moindre quantité que dans la fleur et le limonene (15 %) en quantité
supérieure a la fleur, ainsi que les sesquiterpenes avec le caryophylléne (18 %).

La feuille déchirée présente de notables changements par rapport aux données précédentes.
En effet, de nombreux composés apparaissent dans les différentes catégories chimiques. On peut
penser que ces produits nouveaux sont le résultat de réactions chimiques et enzymatiques résultant
de la dénaturation de la feuille. La proportion d’alcools chute avec celle de cis-hex-3-€nol (¢ 1 %),
de I’eugénol (4 %) apparait. Les aldéhydes sont prépondérants avec le trans-hex-2-€énal (22 %), le
trans,trans-hexa-2,4-diénal (13 %) et le le trans,trans-hepta-2,4-diénal. On note la faible présence
de cétones comme la B-ionone et d’esters, peu ou pas détectés dans la feuille intacte. Les
monoterpenes (10 %) comme le limonene et le B-phellandréne sont en quantité bien moins €levée
que dans la fleur et la feuille intacte.

Concernant les importantes variations quantitatives des composés en C6 entre la feuille
intacte et la feuille déchirée, on peut émettre 1’hypothese que le cis-hex-3-€nol contenu dans la
feuille intacte est oxydée en cis-hex-3-€énal avant d’€tre isomérisé en trans-hex-2-€énal suite a la
déchirure de la feuille.

Le fruit vert intact présente un profil analytique proche de celui du fruit vert écrasé, c’est-a-
dire peu d’alcools, des traces d’aldéhydes en C6, de cétones, d’esters et de furanes. Les
hydrocarbures et surtout les monoterpenes (65 %) prédominent. Le limonene (45 %) dans le fruit
vert intact atteint ici le taux le plus fort par rapport a la fleur, la feuille, le fruit vert écrasé (18 %) et
le fruit mur. Le B-phellandréne (36 %) dans le fruit vert écrasé est en quantité¢ égale a celui de la
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fleur et plus importante que celui des autres organes, excepté pour le fruit mur ou il est absent. La
proportion d’hexane pour les fruits verts intact (18 %) et écrasé (12 %) est également plus élevée
que dans les autres organes.

Le fruit mur offre une grande diversité de composés qui lui sont spécifiques. Il est d’abord
caractérisé par la quasi absence de mono- et sesquiterpenes, des traces d’esters et la présence de
furanes. Les aldéhydes (50 %) prédominent avec des taux en hexanal (14 %), en trans-hex-2-énal
(23 %) et en cis-hex-3-énal (4 %) bien supérieurs a ceux des autres organes. On observe 1’apparition
de I’octanal, du décanal et du géranial. Les cétones (18 %) sont importantes grice au
géranylacétone (14 %) également présent dans la fleur et au 6-méthylhept-5-en-2-one. L eugénol
est en quantité moindre que dans la feuille déchirée mais supérieure a la feuille intacte. Enfin on
note ’apparition d’un composé soufré spécifique au fruit mur, le 2-isobutylthiazole.

Les résultats comportementaux sur la mouche Neoceratitis cyanescens montrent des
pourcentages d’attraction supérieurs pour les fleurs et les fruits murs de la Tomate. On peut €émettre
I’hypothese que I’attraction est die a la présence ou a ’absence d’un compos¢ communément a ces
deux organes. Le seul composé répondant a cette caractéristique parmi les données précédentes est
le géranylacétone, présent dans la fleur et dans le fruit mur de la Tomate et non détecté¢ dans la
feuille et le fruit vert. D’autre part, notons que le B-phellandréne est absent du fruit mur, bien que
présent dans tous les autres organes en quantités élevées et que, par contre, I’octanal, le décanal, le
géranial, le 6-méthylhept-5-€n-2-one et le 2-isobutylthiazole semblent étre des composés
spécifiques du fruit mur.

Les graphiques 5 et 6 mettent en paralléle les composés volatils contenus dans la fleur, la
feuille intacte, le fruit vert intact et le fruit mur du Bringellier marron, Solanum auriculatum Ait.
Une comparaison peut aussi &tre établie avec les composés de ces mémes organes chez la Tomate.

Les composés volatils de la fleur et de la feuille intacte du Bringellier marron sont
essentiellement présents en faible quantité. De nombreux sesquiterpénes ont été détectés en
spectrométrie de masse dans ces deux organes mais ils n’ont pu &tre identifiés, ils ne sont donc pas
mentionnés dans les présents résultats.

‘'Le composé majoritaire de la fleur de Bringellier est le caryophylléne (14 %) en quantité
similaire dans la feuille de Tomate et a I’état de traces dans celle d’ Anguive. On retrouve également
ce compos¢ dans la feuille de Bringellier (7 %), en quantité triple dans celle de Tomate et absent de
celle d’Anguive. Certaines substances apparaissent comme spécifiques a la fleur de Bringellier,
ainsi le géraniol et le 2-pentylthiophéne.

Le fruit vert de Bringellier se caractérise principalement par les substances suivantes : le
salicylate de méthyle (28 %) absent du fruit vert de Tomate, I’éthanol, le limonene (15 % ), le
linalool (3,6 % ) et I’hexane (< 1 %) contre respectivement 45 %, des traces et 18 % pour ces trois
derniers composés dans le fruit vert de Tomate.

Dans le fruit mur, plusieurs composés absents de celui de la Tomate présentent chez le
Bringellier des proportions €levées. C’est le cas du styréne (10 %), de ’a-copaene (8 %), du
phénylméthanol, du linalool (14 %) et de I’acide acétique, ces deux demiers étant également absents
dans le fruit mur d’Anguive. Quelques différences apparaissenr fortement entre le fruit vert et le
fruit mur de Bringellier, comme chez ce dernier organe la diminution de 1’éthanol, la forte présence
de linalool,, I’apparition de phénylméthanol et de styreéne, la baisse de moiti€ du limonene (7 %) par
rapport au fruit vert. :

Les graphiques 7 et 8 permettent de comparer les composés volatils de trois organes
d’ Anguive que sont la fleur, la feuille et le fruit mur, mais aussi d’étendre ces comparaisons avec
les organes du Bringellier et de la Tomate.
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La fleur d’Anguive fait apparaitre plusieurs composés intéressants en quantités comme les
molécules en C6 (hexanol, cis-hex-3-€énol (7 %), trans-hex-2-€nol et trans-hex-2-¢énal (10 %)) peu
ou pas représentés dans la fleur de Bringellier et de Tomate. Le limonéne présente des taux élevés
dans les trois organes de 1’Anguive : 30 % dans la fleur, 36 % dans la feuille (fortement supérieur
dans les deux cas aux fleurs de Bringellier et de Tomate) et 7 % dans le fruit mur comme le
Bringellier. De méme, le salicylate de méthyle, a 1’état de traces ou absent dans la fleur et la feuille
des autres especes est respectivement & 18 % et a 6 % dans 1’ Anguive. La composition en cis-hex-3-
¢énol double dans la feuille par rapport a la fleur.

Enfin, le méthoxytoluene (8 %), le 2-méthyl-6-méthyleéne-octa-1,7-dien-3-one (6 %), le
butanoate de 2-méthylphénylméthyl (18 %) semblent spécifiques au fruit mur d’Anguive de méme
que nombre d’autres esters et hydrocarbures a I’état de traces.

On observe de fagon générale un profil aromatique plus riche pour le Bringellier marron et I’
Anguive par rapport & la Tomate. Les résultats expérimentaux sur la mouche de la Tomate,
Neoceratitis cyanescens, montrent une attraction plus forte de celle-ci pour les fleurs d’ Anguive par
rapport a celles de la Tomate et du Bringellier. Or les différences notables constatées dans la fleur
d’ Anguive par rapport aux deux autres especes interviennent sur les composés suivants : on observe
de fortes proportions des composés en C6, du limonene (30 %), du salicylate de méthyle (18 %) et
des traces de caryophylléne dans la fleur d’ Anguive, contrairement aux deux autres especes.

L’attraction de la mouche de la Tomate est aussi fortement accrue pour les fruits verts de
Bringellier d’une part, et les fruits murs d’Anguive et de Tomate d’autre part. A cet effet, on
constate que le salicylate de méthyle est présent en grande quantité dans le fruit vert de Bringellier
(28 %)et absent du fruit mur de la Tomate. Par contre, le limonéne I’est en quantité moindre.

Dans les deux cas précités, on peut établir un paralléle entre 1’attraction de la mouche pour
un organe précis et un compos¢ particulier corroborant cette donnée. 11 est cependant treés difficile
de se prononcer pour I’implication de ce composé dans cette réaction.
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Tableau I : Composés volatils identifiés au spectrométre de masse et indices de
rétention relatifs correspondants calculés sur colonne DB-WAX

(par ordre des I.R.R.croissants)

.R.R. .R.R.
Composé exp.m th.z Composeé exp.m th.o
hexane 600 600 acétate d'hexyle 1258 1265
éther diéthylique 612 terpinoléne 1264 1263
cis-penta-1,3-diéne 645 butanoate de 3-méthyl,3-méthylbutyle 1264
acétaldéhyde 689 690 butanoate de 2-méthyl,2-méthylbutyle 1266
propanal 789 788 méia-cyméne 1270 1270
octane 800 800 octanal 1272 1274
acétone 810 811 3-hydroxybutan-2-one 1273
acétate de méthyle 817 tridécane 1284 1300
prop-2-énal 828 . 2-méthyl-6-méthyléne-octa-1,7-dién-3-one| 1290
acétate d'éthyle 859 858 acétate de cis- hex-3-énol 1303 1300
2-méthylifurane 868 866 trans- hept-2-énal 1304 1296
‘méthanol 871 cis-pent-2-énol 1314 1296
2-méthylbutanal 889 6-méthylhept-5-en-2-one 1322 1321
3-méthylbutanal 893 912 hexanol 1347 1345
éthanol 915 915 propanoate de cis- hex-3-énol 1368 1371
2-éthylfurane 93 936 méthoxyméthylbenzéne 1375
1-méthoxyhexane 930 octanoate de méthyle 1376 1378
décane 1001 1000 para-mentha-1,3,8-triéne 1377
pent-1-én-3-one 1016 991 cis- hex-3-énol 1379 1370
a-pinéne 1016 1014 nonanal 1380 1382
butanoate d'éthyle 1026 1025 cis-hex-3-énol 1381 1370
trans-but-2-énal 1029 1012 trans, trans- hexa-2,4-diénal 1390 1368
butanoate de 2-méthyléthyle 1038 1044 octan-3-ol 1393
acétate de butyle 1052 1059 tétradécane 1393 1400
hexanal 1061 1065 2-isobutylthiazole 1394
undécane 1066 1100 hexanoate de butyle 1402 1395
B-pinéne 1074 1073 frans- hex-2-énol 1404 1397
trans- 2-méthylbut-2-énal 1077 1073 3-(4-méthyl-3-pentényl)furane 1408
pentan-3-ol 1092 1100 butanoate dhexyle 1408 1406
sabinéne 1094 1110 butanoate de 2-méthylhexyle 1416
2-caréne 1105 1110 octanoate d'éthyle 1424 1422
trans-pent-2-énal 1106 1104 2-pentylthiophéne 1434
cis-hex-3-énal 1115 1114 o-cubébéne 1435 1433
[B-myrcéne 1145 1148 cis-non-6-énal 1437
a-phellandréne 1145 1150 5-élémene 1444 1444
limonéne 1156 1180 acide acetique 1445 1455
pent-1-én-3-ol 1157 1139 oct-1-én-3-0li3 ou oct-7-én-4-ol 1449 1422
butanoate de 2-méthyl,2-méthylpropyle 1161 trans, trans-hepta-2,4-diénal 1450 1455
heptan-2-one 1162 1160 butanoate de cis- hex-3-ényle 1452 1450
o-terpinéne 1165 1165 6-méthylhept-5-én-2-ol 1472 1465
heptanal 1170 1171 copaéne 1472 1472
limonéne 1191 1193 décanal 1485 1485
B-phellandréne 1201 1200 pentadécane 1494 1500
2-pentylfurane 1207 1203 o-copaene 1462 1460
frans-hex-2-énal 1211 1210 B-bourbonéne 1497 1517
hexanoate d'éthyle 1221 1224 benzaldéhyde 1501 1502
tiglate d'éthyle 1227 1234 trans, trans- octa-3,5-dién-2-one 1504
y-terpinéne 1229 1229 B-tridécéne 15611 1498
trans- ociméne 1237 1234 B-cubébéne 1512 1514
styrene 1238 trans- non-2-énal 1517 1509
octan-3-one 1242 1242 linalool 1545 1545
para -cymene (= dolcyméne) 1246 1248 octanol 1555 1585

(1) L'L.R.R. expérimental indiqué est |'T.R.R. moyen du composé, résultant des diverses analyses
(2) L'T.R.R. théorique provient de tables d'I.R.R. de référence, calculés sur colonne
Carbowax 20M (Kondjoyan et al., 1996 ;Jennings W. & Shibamoto T.)
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Tableau I : Composés volatils identifiés au spectrométre de masse et indices de

rétention relatifs correspondants calculés sur colonne DB-WAX (suite)
(par ordre des I.R.R. croissants)

l.R.R. l.R.R.
Composé exp.m th.p Composé exp.n th.q
frans,cis- nona-2,6-diénal 1568 1555 frans-non-6-énol 1718
caryophyliéne 1569 1570 nona-3,6-diénol 1747
B-élémene 1669 1573 salicylate de méthyle 1748 1754
B-caryophylléne 1673 1570 décanol 1761 1746
butane-2,3-diol 1676 1555 propanoate de 2-méthylphényiméthyle 1764
aristoléne 1582 : trans,cis- nona-2,6-diénol 1765
hexadécane 1690 1600 propanoate de phénylméthyle 1775
hexanoate d'hexyle 1597 1600 benzoate de 2-hydroxyéthyle 1783
-benzoate de méthyle 1599 1600 dodécanoate d'éthyle 1834
caprylate de butyle 1602 1600 géranylacétone - 1841 1820
alloaromadendréne 1615 1627 géraniol 1844 1851
décanoate d'éthyle 1628 1626 butanoate de 2-méthylphénylméthyle 1849
benzoate d'éthyle 1645 1650 phénylméthanol 1863 1863
hexanoate de cis- hex-3-ényl 1646 1654 B-phényléthanol 1895 1896
octanoate de 3-méthyibutyle 1648 B-ionone 1914 1914
nonanol 1658 1645 oxyde de caryophyliléne 1946 1950
8-sélinéne 1669 1669 acide frans- hex-3-énoique 1963
cis-non-3-énol 1681 acide trans- hex-2-énoique 1962
2-hydroxybenzaldéhyde 1651 pentadécanal 2008
a-caryophyliéne 1643 1649 farnesol 2032
germacréne D 1680 1680 hexanoate de phénylméthyle 2048
valancéne 1693 1700 acide octanoique 2056
heptadécane 1693 1700 élémol 2062 2076
azuléne ou naphtaléne 1707 1707 eugénol 2144 2140
heptadéc-8-éne 1708 1700 octanoate de phényiméthyle 2257
acétate de phénylméthyle 1711 acide décanoique 2269
géranial 1715 1718 dodécanoate de phénylméthyle 2458

(1) L'T.R.R. expérimental indiqué est I'T.R.R. moyen du composé, résultant des diverses analyses

(2) L'T.R.R. théorique provient de tables d'I.R.R. de référence, calculés sur colonne -
Carbowax 20M (Kondjoyan et al., 1996 ;:Jennings W. & Shibamoto T.)
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IV- CONCLUSION GENERALE

Les analyses chimiques de Cucurbitaceae et de Solanaceae par SPME-CG/SM ont permis de
mettre en avant certains composés volatils, soit communs aux différents organes de ces espéces, soit
spécifiques a I’un d’eux. Cependant, seules des hypothéses peuvent étre formulées sur 1’implication
d’un composé ou d’un mélange de composés dans les mécanismes de détection et de choix de
I’hote. Il s’avere nécessaire d’expérimenter, en tunnel de vol ou par électro-antennographie, la
réponse des femelles gravides de Bactrocera cucurbitae et de Neoceratitis cyanescens aux
émissions de certains composés volatils présentant un intérét particulier par rapport aux
phénomenes d’attraction observés chez ces mouches. Il serait intéressant de mesurer ces réponses
vis-a-vis des principales familles chimiques représentées comme les alcools, les aldéhydes, les
terpenes et dans une moindre mesure, les cétones, les esters, les furanes et les acides. De méme
qu’une €tude plus approfondie sur la formation des composés volatils, c’est-a-dire sur leur origine
métabolique et sur leur évolution au cours du développement de la plante dans les différents
organes, apporterait certainement des éléments de réponse sur les phénomenes d’attraction
observés.

I faut noter que les présents résultats ne représentent qu’une partie du travail effectué au
cours de ces six mois. En effet, les premiers objectifs dressés incluaient également I’analyse de
quelques plantes-hdtes de la mouche méditerranéenne des fruits, Ceratitis capitata. La gamme de
plantes-hotes de cette mouche tres phytophages comprend plus de 250 especes végétales, parmi
lesquelles le piment (Capsicum frutescens), le café (Coffea arabica), le kumquat et la goyave
(Psidium guajava) ont fait ’objet d’analyses au cours de ce stage. De méme, des organes de
Cucurbitaceae a différents stades phénologiques et divers degrés d’infestation (fleurs et fruits de
Citrouille notamment) ont été analysés. Cependant, ces analyses n’ont pu donner lieu a aucune
identification des composés volatils suite a de nombreux problémes techniques survenus sur le
chromatographe gazeux et sur le spectrometre de masse utilisés alors (systtme Hewlett Packard

6890 series équipé d’une colonne apolaire HP-SMS (phénylméthylsiloxane) 30mx 0.32mmx 0.25pm

disponible au Laboratoire de Chimie de ’Université de La Réunion). De plus, cette colonne était
beaucoup moins adaptée a I’analyse de composés volatils qu’a 1’analyse de composés plus lourds,
comme les constituants naturels des plantes (huiles essentielles, fraction lipidique...). Il n’a donc
¢été pris en considération que les résultats pouvant donner lieu a une interprétation représentative et
fiable.

Enfin, ce stage m’aura permis de me familiariser avec la chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse et quelques unes de ses applications, mais aussi de prendre conscience de
la fragilit¢ de cette technique d’une part, et du laborieux et minutieux travail que représente
I’interprétation de spectres de masse.
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GLOSSAIRE

Termes relatifs a I'entomologie

Diptéres : ordre d’insectes tels que les mouches et les moustiques comprenant plus de 200 000
especes et caractérisés par la présence d’une seule paire d’ailes membraneuses, implantée sur
le deuxieme anneau du thorax, d’une paire de balanciers (servant a 1’équilibrage pendant le
vol) sur le troisiéme anneau du thorax et de pieces buccales piqueuses ou suceuses.

Hyménoptéres : ordre d’insectes & métamorphoses complétes, a deux paires d’ailes
solidaires pendant le vol et dont la larve ne peut subvenir seule a ses besoins, comptant plus
de 100 000 especes (parmi lesquelles les abeilles, les guépes et les fourmis).

Tephritidae : famille d’insectes appartenant & 1’ordre des Diptéres.

Parasitoide : insectes vivant au dépend d’un autre durant son stade larvaire, tuant en
général son hote parvenu au stade adulte.

Oviscape : synonymes : ovipositeur, tariére , organe de ponte des insectes en forme de tube.

Termes relatifs a la chimie

Adsorption : pénétration superficielle d’un gaz ou d’un liquide dans un solide, dans un
autre liquide.

Elution : entrainement de corps adsorbés sur la phase stationnaire d’une colonne
chromatographique par un gaz ou un liquide.

Coélution : élution simultanée en fin de colonne chromatographique de un ou plusieurs
composés adsorbeés, se traduisant par une superposition de pics sur le chromatogramme au
temps de rétention commun a ces composeés.

Terpénes : synonymes : terpénoides, composés terpéniques , composés fortement
aromatiques tous basés sur la molécule d’isopréne CH2=C(CH3)~CH=CH?2 : enchainement
de cette unité a 5 carbones. Ils sont classés selon qu’ils contiennent un enchainement de
2,3,4,6 ou 8 de cette unité. Dans le cas des composés volatils, seuls seront rencontrés les
terpenes les plus légers : monoterpénes et sesquiterpénes (respectivement formeés de 2 et 3
unités, soit Cjp et Cys). Ces terpenes different par leur point d’ébullition (Cyo : 140-180°C ;
Cis : au-dessus de 200°C).
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RESUME

Des études comportementales sont actuellement menées sur deux mouches des fruits,
ravageurs des cultures fruitieres et maraicheéres a La Réunion, afin de caractériser les stimuli
olfactifs impliqués dans les mécanismes de localisation de leurs plantes-hdtes. Parallelement a
ces travaux, la présente étude vise a identifier les composés volatils émis par différents
organes de trois Cucurbitaceae, plantes-hdtes de la mouche du Melon, Bactrocera cucurbitae
Coquillett, et de trois Solanaceae, plantes-hdtes de la mouche de la Tomate, Neoceratitis
cyanescens Bezzi. L’extraction des composés volatils est effectuée par la micro-extraction en
phase solide (SPME) et leur identification est réalisée grice a la chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) et aux indices de rétention relatifs.

Mots-clefs : composés volatils, plantes-hdtes, Cucurbitaceae, Solanaceae, mouches des fruits,
Bactrocera cucurbitae C., Neoceratitis cyanescens B., SPME, CG/SM





