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Avant-propos 

Le programme de coopération territoriale européenne Interreg France-Wallonie-Vlaanderen 

couvre cinq régions frontalières : les Régions Hauts-de-France et Grand Est en France ; la 

Wallonie, la Flandre occidentale et Flandre orientale en Belgique. Il vise à associer des 

compétences communes tout en valorisant les richesses de chaque région concernée, et ce, au 

bénéfice des populations de la zone. Au total, 170 millions d’euros provenant du Fonds 

européen de développement régional (FEDER) ont été alloués au programme Interreg V sur la 

période 2014-2020 pour soutenir des projets répondant à différents thèmes de coopération, 

notamment en ce qui concerne les travaux décrits dans ce manuscrit le thème « recherche, 

innovation et transfert de technologies ». 

Le projet Interreg PROVERBIO (Protection des vergers par lutte biologique : une sélection 

adaptée des auxiliaires), qui a financé cette thèse, bénéficie d’un financement de 1 144 776,90 

€ du 01/01/2019 au 31/12/2022. Ce projet est porté par l’équipe Earth and Life Institute de 

l’Université Catholique de Louvain (Wallonie)  et regroupe les opérateurs partenaires suivants : 

l’UMR CNRS 7058 Ecologie et Dynamique des Systèmes Anthropisés (Edysan), Université de 

Picardie Jules Verne (Hauts-de-France) ; Inagro (Flandre occidentale), PCFruit (Flandres, Hors 

zone) ; l’équipe ECLECTIC - Ecological genomics of multi-species interactions de l’UMR 

Génétique Quantitative et Évolution-Le Moulon, Université Paris-Saclay - INRAE - CNRS - 

AgroParisTech (Hors zone), ainsi que les opérateurs associés suivants : Viridaxis, Gawi et 

Centre fruitier wallon (Wallonie). Le projet PROVERBIO vise la mise au point d’approches de 

biocontrôle innovantes combinant l’utilisation d’insectes parasitoïdes adaptés aux régions 

couvertes par le programme et le recours à des variétés résistantes afin de lutter contre les 

ravageurs de poiriers, de pommiers et fraisiers. Dans ce projet, l’UMR « Écologie et 

Dynamique des Systèmes Anthropisés » (Edysan) apporte son expertise en écologie des 

interactions multitrophiques dans les agroécosystèmes. A l’aide d’approches biochimiques, 

physiologiques et comportementales, l’unité étudie les interactions entre plantes cultivées, 

ravageurs et auxiliaires. 
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Introduction 

De nombreux arboriculteurs professionnels sont en attente de nouveaux modes de lutte 

permettant le contrôle efficace des ravageurs de manière « propre » et durable. Actuellement, 

la lutte contre les insectes ravageurs en vergers reposant largement sur des traitements 

insecticides extrêmement coûteux entraine des effets secondaires sur la santé des 

travailleurs/consommateurs, la qualité des fruits (présence de résidus chimiques), la 

biodiversité en milieu agricole ou encore la qualité des eaux (pollution) (Karlsson Green et al., 

2020). Cet important recours aux insecticides peut s’expliquer par le fait que bien qu’il existe 

plus de 10 000 variétés différentes de pommes au niveau mondial (Amandine Cornille et al., 

2013), la production se base sur un nombre restreint de variétés, telles que Golden Delicious, 

Gala ou encore Jonagold (Badenes & Byrne, 2012). Ces cultivars sont cependant connus pour 

leur grande sensibilité aux ravageurs (Miñarro & Dapena, 2007; Bálint et al., 2013; Arnaoudov 

& Kutinkova, 2006), hors ces dernières années, de plus en plus de produits insecticides ont été 

interdits (directive européenne 2009/128/CE, Ecophyto (France), NAPAN (Belgique)). Afin 

d’éviter ou limiter l’utilisation de insecticides de synthèse, diverses alternatives à court, moyen 

ou long terme peuvent être envisagées.  

A court terme, afin de rendre les cultivars fortement commercialisés plus résistants aux 

ravageurs, des composés répulsifs ou antiappétants comme les huiles essentielles peuvent être 

utilisés pour protéger les cultures. En attendant une transition vers des systèmes de production 

sans traitement, les insecticides de synthèses peuvent être remplacés par ces insecticide 

d’origines naturelles, considérés comme moins néfastes pour l’environnement (Kumar & 

Singh, 2015). En dehors des huiles essentielles, d’autres composés peuvent être utilisés en tant 

que biopesticides, à l’instar de bactéries et leurs métabolites. 

Sur des pas de temps plus longs, le développement de la résistance intrinsèque des variétés de 

pommier est un levier à explorer. La recherche de facteurs de résistance notamment vis-à-vis 

des ravageurs peut être conduite à différents niveaux de diversité génétique. A moyen terme et 

à un niveau intraspécifique, il faudrait étudier les variétés résistantes de pommiers parmi celles 

déjà disponibles mais peu utilisées. Elles pourraient être cultivées ou exploitées dans le cadre 

de l’amélioration variétale.  A plus long terme et à un niveau interspécifique, les espèces de 

pommiers sauvages représentent une autre source de facteurs de résistance à destination de 

l’amélioration variétale.  

Ces leviers – utilisation des huiles essentielles, recours aux biopesticides et amélioration 

variétale – visent directement le ravageur, ou se basent sur la plante hôte pour réguler les 

ravageurs via un effet ascendant (bottom-up). A court et moyen terme la gestion des ravageurs 

peut aussi passer par l’utilisation de prédateurs et de parasitoïdes (contrôle top-down) ; 

cependant les différents leviers précédemment décrits, en modifiant la quantité et la qualité des 

proies/hôtes disponibles, peuvent négativement impacter les méthodes top-down. Ainsi, il peut 

être important d’étudier les effets des méthodes de contrôle via les pucerons sur ces ennemis 
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naturels pour clarifier d’éventuels antagonismes entre un contrôle bottom-up et top-down des 

ravageurs. 

Le comportement alimentaire est un élément important dans la colonisation des plantes hôtes 

par les Hémiptères phloémophages et plusieurs méthodes de protection des cultures permettent 

de perturber ce comportement. Dans ce travail de thèse, nous souhaitons donc évaluer si 

l’efficacité de différentes méthodes de contrôle des Hémiptères phloèmophages de vergers peut 

être expliquée par les modifications du comportement alimentaire qu’elles engendrent. 

Le chapitre 1 consiste en une synthèse bibliographique qui traitera du comportement alimentaire 

des Hémiptères et des leviers agronomiques existants basés sur l’altération de ce comportement. 

Le chapitre 2 présentera le matériel biologique et les méthodes expérimentales utilisés durant 

le projet de thèse. Les chapitres 3, 4 et 5 présenteront les études en lien avec les leviers 

agronomiques précédemment décrits. Ils seront suivis d'une discussion des résultats obtenus 

dans les différentes études, puis d'une conclusion générale sur les travaux effectués. 
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Chapitre I. Synthèse Bibliographique 

I. 1. Le comportement alimentaire des Hémiptères, une composante primordiale 

de la colonisation de leur plante hôte 

Les Hémiptères sont des insectes qui se caractérisent par des pièces buccales ayant évolué du 

type primitif broyeur au type piqueur-suceur. Ces pièces buccales, appelées stylets, sont 

adaptées pour la consommation de sources d’alimentation liquide. Au-delà des hématophages 

et des entomophages, les Hémiptères les plus étudiés sont les phytophages : en effet, 

comprendre les facteurs influençant leur sélection des plantes est primordial pour envisager des 

moyens de contrôle de ces insectes, dont nombreux sont des ravageurs des cultures. 

 

I. 1. a. Les pièces buccales des Hémiptères, un appareil adapté au mode alimentaire 

piqueur/suceur 

La morphologie et l’ultrastructure des pièces buccales des Hémiptères ont été abondamment 

décrites, notamment chez les pucerons, en se basant sur des études réalisées en microscopie 

optique et électronique, à transmission ou à balayage (Garzo et al., 2012). Les pièces buccales 

suceuses-piqueuses des Hémiptères présentent des structures similaires entre différentes 

familles. Les pièces buccales sont composées de trois éléments différents : un labre court et 

triangulaire, qui recouvre la base du faisceau de stylets ; un labium, qui est un organe segmenté 

et tubulaire doté d'une musculature complexe qui se contracte et se raccourcit lors de l'insertion 

des stylets dans le tissu végétal ; et un faisceau de stylets insérés dans une rainure située sur la 

longueur de la surface interne du labium (Figure 1). Le faisceau de stylets comporte deux stylets 

mandibulaires externes qui entourent et protègent deux stylets maxillaires internes (Leopold et 

al., 2003; Zhao et al., 2010). Toute la longueur de la face interne des deux stylets maxillaires 

est sculptée par des crêtes et des rainures longitudinales, s'emboîtant à la manière d’une 

fermeture éclair du fait de leur structure complémentaire. Une fois emboîtée, cette architecture 

complexe laisse des conduits vides, correspondant à un grand canal alimentaire, et à un petit 

canal salivaire (Forbes, 1969). Les canaux alimentaires et salivaires sont séparés sur toute la 

longueur des stylets, à l'exception des derniers microns distaux, où ils fusionnent en un seul 

grand canal (Mittler, 1957) appelé canal commun. Comme l'illustre la Figure 2, les faces 

internes des deux stylets maxillaires sont asymétriques : le canal salivaire n'est présent que dans 

un seul des deux stylets, l'opposé le fermant par une crête. 

  

Les Hémiptères phytophages utilisent leurs stylets pour atteindre différents tissus de la plante 

et se nourrir des liquides qu’ils contiennent. Les organes de la plante sur lesquels les Hémiptères 

se développent et les tissus ciblés peuvent grandement varier entre les espèces d’Hémiptères. 

 



5 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique des pièces buccales d’un Hémiptère (1 à 4). (1) Lèvre 

supérieure ou labre. (2) Lèvre inférieure ou labium, longue et en forme de goutière. (3) et (4) 

Stylets mandibulaires et maxillaires. (5) Yeux composés. (6) Petits yeux ou ocelles. (7) Base 

de l'antenne (Darling, n.d.) 

 

 

 

Figure 2 : Organisation générale des pièces buccales d’un Hémiptère phytophage ; exemple 

des pucerons. D’après Leclant (1981). 

 

I. 1. b. Les tissus du végétal parcourus par les stylets 

Les tissus du végétal traversés par les stylets de l’insecte varient en fonction des compartiments 

exploités : 

- Chez les Hémiptères phyllophages il existe différentes stratégies d’alimentation. Certains 

vont se nourrir des sèves présentes dans les vaisseaux conducteurs : soit de la sève élaborée 

dans le phloème, comme l’essentiel des pucerons (Sternorrhyncha), ou de la sève brute 
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conduite par le xylème (ce mode d’alimentation étant observé uniquement chez les 

Auchenorrhyncha (Press & Whittaker, 1993)). Comme on peut l’observer sur la Figure 3, 

les stylets doivent d’abord traverser la cuticule, l'épiderme et le mésophylle pour atteindre 

les vaisseaux conducteurs (Miles, 1999; Raven, 1983). Certaines espèces de cochenilles 

(Sternorrhyncha) s’alimentent en lacérant les cellules du parenchyme puis en ingèrent le 

contenu (Rosen, 1990), à l’image de la plupart des Hétéroptères. Dans ce cas, les stylets 

pénètrent seulement l’épiderme de la plante pour atteindre le tissu dans lequel l’alimentation 

aura lieu, perçant de façon continue ou intermittente les tissus tout en lacérant 

mécaniquement les cellules (Backus et al., 2005a, 2005b). Les stylets des pucerons 

phloèmophages progressent, après leur insertion à travers la cuticule et l’épiderme, dans les 

espaces intercellulaires du mésophylle pour atteindre le phloème. La Figure 4 présente des 

coupes longitudinales de tête d’un puceron et d’une feuille et met en avant le chemin 

emprunté par les stylets au sein de la plante. Lors de leur activité alimentaire, les pucerons 

phloèmophages produisent deux types de sécrétions salivaires. Le premier type de salive se 

solidifie autour des stylets pour former une gaine salivaire (Bonani et al., 2010; Miles, 

1999). Cette gaine facilite le déplacement en douceur des stylets dans le mésophylle et 

minimise la réponse de la plante hôte aux blessures. Ces gaines salivaires sont même 

sécrétées lorsque les pucerons s’alimentent dans des diètes artificielles (mélange de sucres 

et d’acides aminés imitant la sève phloèmienne) : les stylets ne sont pas insérés au-delà de 

l'extrémité de la gaine salivaire (Miles, 1972). Avant d’atteindre le phloème, les stylets 

échantillonnent le contenu de cellules de l'épiderme et du mésophylle et obtiennent ainsi 

des indices qui facilitent la décision dans la poursuite ou l’arrêt de la sélection de la plante 

hôte (Tjallingii & Esch, 1993). Les indices comprennent des métabolites secondaires 

impliqués dans l’interaction entre la plante et les pucerons, tels que les flavonoïdes (dont 

les dérivés d’acides hydroxycinnamiques et les glycosides de flavonols) et les 

glucosinolates (Rechner et al., 2016). Ces métabolites peuvent impacter le comportement 

alimentaire des pucerons et sont détectés par des sensilles chimiosensorielles présentes dans 

un organe gustatif situé dans la région antérieure du canal alimentaire (Wensler & Filshie, 

1969). La nature internalisée et inaccessible des sensilles gustatives des pucerons limite la 

compréhension du fonctionnement de ces récepteurs et, par conséquent, la compréhension 

de la gustation chez les pucerons. Le second type de salive, la salive aqueuse, est libéré 

lorsque l'extrémité des stylets est à l'intérieur d'une cellule. Elle contient des protéines et 

des éliciteurs qui modulent la physiologie de la plante hôte au profit des pucerons et 

facilitent une alimentation soutenue dans le phloème (Tjallingii, 2006; Will et al., 2007). 
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Figure 3 : Coupe transversale de limbe d’Eudicotylédone (Boutin et al., 2010). 

 

 

-        

 

Figure 4 : a) Micrographie  d'une coupe longitudinale de la tête d'un puceron et d'une feuille 

au moment de l’alimentation d’un puceron, observés en microcroscopie optique. Le stylet du 

puceron dépasse du rostre (A) et pénètre de manière intercellulaire à travers les cellules du 

mésophylle (B) et dans le phloème (C) (Gray & Banerjee, 1999). b) Représentation schématique 

de l’anatomie d’un puceron, mettant en évidence les glandes salivaires, les organes impliqués 

dans l’ingestion, et le chemin des stylets au sein de la plante (Dixon, 1973). 

 

- D’autres Hémiptères peuvent se développer aux dépens des éléments lignifiés (tronc, 

branches). Certains des pucerons qui s’alimentent sur les tissus ligneux sont capables 

d'atteindre le phloème parce qu'ils sont de grande taille et qu’ils présentent des stylets 

mesurant environ deux fois la longueur du corps (Dick, 1997). Les stylets doivent dans ce 

cas franchir l’épiderme, le collenchyme et le parenchyme pour pouvoir atteindre le phloème. 

D'autres espèces de pucerons qui se développent sur les racines ou les tiges et se nourrissent 

b) a) 
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de tissus ligneux forment des galles, comme le puceron lanigère du pommier Eriosoma 

lanigerum (Aphididae) Hausmann (Brown et al., 1991) et le phylloxéra de la vigne 

Daktulosphaira vitifoliae (Phylloxeridae) Fitch (Kellow et al., 2004; Kingston et al., 2007). 

Enfin, le puceron lanigère du peuplier Phloeomyzus passerinii (Aphididae) Signoret se 

développe sur les troncs des peupliers, où il se nourrit dans le parenchyme cortical ou de 

galles (Pointeau et al., 2012). L’originalité dans le chemin emprunté par les stylets de P. 

passerinii réside dans le fait qu’il est à la fois inter et intracellulaire, et après avoir pénétré 

l’épiderme les stylets franchissent le collenchyme pour atteindre le parenchyme. 

 

I. 1. c. L’électropénétrographie, une méthode de choix pour l’étude du comportement 

alimentaire des insectes piqueurs/suceurs phloèmophages : exemple des pucerons 

L’étude du comportement alimentaire des pucerons phloèmophages était initialement réalisée 

à l’aide de deux techniques. La première permettait d’évaluer indirectement la quantité de sève 

ingérée par les pucerons, en estimant la quantité de miellat sécrété. Dans certains dispositifs, un 

papier filtre traité avec un indicateur de pH était placé en dessous des plantes ; ainsi les 

gouttelettes de miellat excrétées par les pucerons étaient immédiatement visibles sous forme de 

taches bleues lorsqu'elles touchaient le papier (Auclair, 1959). Des observations toutes les 

heures permettaient de déterminer la fréquence d’excrétion de miellat. La quantité de miellat 

excrété pouvait aussi être évaluée en extrayant le miellat des papiers filtres sur lesquels il était 

récolté (Nisbet et al., 1994; M. Rodríguez et al., 2018). Cette méthode restait cependant limitée, 

car bien qu’elle renseignait sur le résultat de l’activité alimentaire des pucerons, elle ne 

permettait pas de décomposer l’activité des stylets dans les différents tissus de la plante. Ainsi, 

la deuxième technique consistait en la coloration des gaines salivaires présentes dans les 

feuilles, leur identification permettant de savoir quels tissus ont été explorés par les stylets. Les 

feuilles infestées étaient excisées des plantes et immédiatement plongées dans une solution de 

coloration (par exemple de bleu de Coomassie ou de fuchsine acide) pendant une certaine durée, 

puis rincées et déshydratées pour une observation sous microscope (Khan & Saxena, 1986; Ni 

& Quisenberry, 1997). Bien que cette technique permettait de caractériser le nombre de piqûres 

et le trajet des stylets dans les tissus, elle ne livrait cependant qu’une image à un temps donné 

de cette activité. Pour obtenir en temps réel l’activité des stylets dans les différents tissus de la 

plante, la méthode d’électropénétrographie a été développée. 

Une des premières études d’électropénétrographie (EPG) a été en publiée en 1964 par McLean 

& Kinsey. L’enjeu était, alors, de développer un outil afin d’étudier la salivation et 

l’alimentation des pucerons pour améliorer les connaissances en termes d’acquisition et de 

transmission de virus de plantes.  Dans une étude suivante, les mêmes auteurs ont montré une 

corrélation entre la forme des signaux et la localisation de l’extrémité des stylets dans la plante 

(McLean & Kinsey, 1967). 

Suite à cela, des recherches plus approfondies sur la signification des signaux observés en plante 

entière ont été menées, et le dispositif a été adapté pour une source de courant continu 
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(Tjallingii, 1978a, 1988). Comme dans le dispositif de McLean & Kinsey, un puceron et une 

plante sont intégrés à un circuit électrique en insérant une électrode dans le substrat de la plante 

en pot et en attachant un fil conducteur très fin à l’insecte. Ce fil est généralement constitué 

d’or et est collé à l’abdomen du puceron à l’aide d’une colle contenant des paillettes d’argent. 

Le circuit incorpore aussi une résistance électrique (Ri) et une source de tension (Vs), comme 

illustré sur la Figure 5. Dès que les pièces buccales du puceron sont insérées dans la plante, le 

circuit électrique est fermé et une tension fluctuante, appelée « signal EPG », se produit au point 

de mesure et est ensuite amplifiée et enregistrée. Les fluctuations de tension apparaissent dans 

un certain nombre de patterns distincts, appelés « ondes ». Les variations de tensions sont 

causées simultanément par deux sources différentes : premièrement, la résistance électrique 

fluctuante du puceron et deuxièmement, les tensions générées dans l'interaction puceron-plante. 

Ces deux sources génèrent des composantes du signal EPG, que l'on nomme respectivement 

composantes de force électromotrice (emf), et composantes de résistance électrique (R). Les 

composantes de la force électromotrice emf proviennent principalement des « potentiels de 

membrane » des cellules végétales lorsqu'elles sont perforées par les pointes des stylets et des 

« potentiels d'écoulement » causés par les mouvements de fluide dans les canaux salivaires et 

alimentaires des stylets. Les composantes R proviennent principalement de l’activité des valves 

dans les canaux des stylets, de la nourriture, et du canal salivaire. Les muscles et le système 

nerveux du puceron sont en dehors du circuit, et semblent ne pas contribuer au signal EPG. 

Aussi, le courant traversant le puceron est très limité et ne semble pas agir sur l’ingestion, la 

salivation, ou sur d'autres fonctions biologiques. Une valeur é1evée de la résistance de 

l'amplificateur par rapport à celle du puceron favorise la composante emf, alors qu'au contraire 

une faible valeur accentue la composante de la résistance variable R. Bien que cette résistance 

variable R constitue en général la principale origine du signal EPG, tout ou partie de certaines 

ondes sont au contraire dues à la composante emf. Un montage en courant continu délivre un 

signal mieux caractérisé qu'un montage en courant alternatif, grâce à des propriétés de filtration 

de fréquence moins importantes (Tjallingii, 1985). 

 

 

Figure 5 : Schéma simplifié du circuit EPG (EPG Systems, n.d.) 
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Tjallingi (1978) avait initialement identifié six ondes différentes, notées de A à F. Aujourd’hui, 

huit formes basées sur les travaux de Tjallingi (1987) sont retenues et classiquement 

utilisées (Figures 6 et 7) : 

- Lors de l’insertion des stylets dans la plante, les ondes A, B et C s’enchainent. L’onde 

A correspond à la traversée de l’épiderme, qui est le premier tissu que rencontrent les 

stylets lorsqu’ils sont insérés dans la plante.  L’onde B qui suit l’onde A représente la 

formation de la gaine salivaire. L’onde C traduit l’activité des stylets dans le 

mésophylle, qui prennent un chemin intercellulaire. Par commodité, les ondes A et B 

sont groupées avec les ondes C. En chemin, quasiment chaque cellule est ponctionnée 

le long du trajet des stylets (van Helden & Tjallingii, 1993). Ces perforations s’observent 

sur le signal EPG par une onde caractéristique appelée « potential drop » (pd) ou piqûre 

d’essai en français, qui dure généralement entre cinq et dix secondes. Trois sous-phases 

du potential drop sont décrites et corrélées pour la première à l’injection de salive dans 

la cellule, pour la seconde à une phase de transition entre salivation et ingestion de 

contenu cellulaire, et pour la troisième à seulement de l’ingestion. L’injection de salive 

à l’échelle intracellulaire est en relation avec l’inoculation de virus de plantes non-

persistants, et l’ingestion du contenu cellulaire avec l’acquisition de ces virus (Martín 

et al., 1997). L’onde F est associée au mécanisme de « déraillement des stylets ». Ce 

comportement est généralement attribué à des difficultés mécaniques dans la 

progression des stylets dans le mésophylle, bien que cela reste difficile à interpréter. Les 

stylets des pucerons peuvent avoir du mal à pénétrer les espaces intercellulaires du 

mésophylle s'ils perdent leur position dans la gaine salivaire ou si celle-ci n’est pas 

synthétisée (Tjallingii, 1988). 

 

- Les activités phloèmiennes sont caractérisées par les ondes E1 et E2. Sans exception, la 

phase phloèmienne débute par la sécrétion de salive (onde E1) et peut se poursuivre par 

l’ingestion de sève élaborée (onde E2). La sève élaborée est sous pression et son 

ingestion est considérée comme un processus passif (Mittler, 1957; Prado & Fred 

Tjallingii, 2007). Il semble que le puceron puisse réaliser de brèves ponctions dans les 

tubes criblés, sans qu’elles puissent être distinguées des ondes pd dans le signal EPG 

(Tjallingii & Esch, 1993). 

 

- Les pucerons, bien qu’ils soient phloèmophages, ingèrent aussi la sève brute conduite 

dans le xylème (Spiller et al., 1990). L’ingestion xylémienne (onde G), contrairement à 

l’ingestion phloèmienne, ne semble pas contribuer à l’alimentation en tant que telle chez 

les pucerons, mais semble compenser un stress hydrique, et ainsi devrait être considérée 

comme de « l’hydratation » plutôt que de l’alimentation. De plus, l’hydratation dans le 

xylème est liée à une ingestion active de la sève brute sous faible pression hydrostatique, 

contrairement à la sève phloèmienne. 
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Figure 6 : Aperçu des principales ondes EPG et de l'activité correspondante des stylets dans 

les tissus végétaux (Leybourne & Aradottir, 2021) 

 

Développée initialement pour étudier le comportement alimentaire des pucerons, 

l’électropénétrographie permet aujourd’hui de caractériser l’activité des stylets de différents 

Hémiptères dans la plante : des psylles (Civolani et al., 2011; Youn et al., 2011; Serikawa et 

al., 2012), des aleurodes (Chesnais & Mauck, 2018), des cicadelles (Tariq et al., 2017; 

Yorozuya, 2017) et des punaises (Lucini & Panizzi, 2017, 2018). L’étude d’Hémiptères dont le 

profil alimentaire n’a pas encore été précédemment décrit nécessite de corréler les ondes 

observées avec des activités des stylets dans les tissus de la plante, dans la mesure où la forme 

et l’amplitude des ondes peuvent fortement varier d’une espèce d’Hémiptère à une autre. La 

signification des différents signaux EPG observés peut être déterminée à partir : (1) de coupes 

histologiques au moment de l’apparition du signal à étudier, permettant la localisation de 

l’extrémité des stylets ou de la gaine salivaire dans les tissus de la plante, (2) de  l’observation 

de comportements sur des milieux artificiels, pour isoler certains signaux (notamment ceux liés 
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à la salivation et l’ingestion) ou ceux dus à des mouvements particuliers des stylets et (3) des 

caractéristiques électriques des signaux (Walker, 2000). 

 

 

Figure 7 : Bilan des ondes EPG actuellement décrites et étudiées chez les pucerons 

phloèmophages (“Entomological classics – Aphids spit,” 2018) 

 

I. 1. d. La part de l’alimentation dans le comportement de sélection de la plante par les 

Hémiptères : exemple des pucerons 

Le concept de sélection de la plante hôte a été très développé pour les pucerons, notamment par 

Powell et al. (2006). Elle se produit comme une séquence de comportements (Minks & 

Harrewijn, 1987), à l’issue desquels la plante peut être rejetée, ou un comportement antérieur 

repris, à n'importe quel stade de la séquence, suite à l'évaluation d'indices physiques et/ou 

chimiques. Comme pour d'autres insectes phytophages (Schoonhoven et al., 1998), les 

informations phytochimiques sont particulièrement importantes pour déterminer le 

comportement des pucerons à de nombreuses étapes du processus de sélection des plantes hôtes 

(van Emden, 1972; Pickett & Wadhams, 1992). 

Powell et al. (2006) ont décrit six étapes principales dans le processus de sélection de la plante 

hôte par les pucerons :  

- La première étape concerne principalement les morphes de pucerons ailés, qui sont 

adaptés à la dispersion et la sélection de nouvelles plantes hôtes. Le comportement avant 

l'atterrissage des pucerons volants implique une réponse phototactique aux longueurs 
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d'ondes réfléchies par les plantes (Hardie, 1989) et une réponse olfactive aux volatils 

émis par les plantes (Chapman et al., 1981; Nottingham & Hardie, 1993). 

 

- La deuxième étape consiste en le contact initial avec la plante, et l’évaluation de la 

surface avant l’insertion des stylets. En effet, divers signaux peuvent être détectés 

lorsque les pucerons marchent sur la surface de la plante. Les antennes permettent la 

détection d'odeurs près de la surface de la plante (Hardie & Powell, 2000; Storer et al., 

1996). L’évaluation des composés de surface se fait à l’aide de chimiorécepteurs 

présents sur les tarses et sur les antennes des pucerons (Emden & Harrington, 2007). 

 

- Les cires épicuticulaires, les exsudats de trichomes (Neal et al., 1990), la texture de la 

surface de la feuille (Powell et al., 1999) et la couleur (Pelletier, 1990) peuvent 

également influencer le comportement des pucerons avant l'insertion des stylets. Les 

stylets et le labium des pucerons possèdent des mécanorécepteurs mais sont 

apparemment dépourvus de chimiorécepteurs (Tjallingii, 1978b).  

 

- Lors de la troisième étape, les pucerons sondent l’épiderme à l’aide de leurs stylets. Les 

quelques premières pénétrations des stylets initiées après le contact avec la plante sont 

généralement des sondages brefs, d’une durée inférieure à une minute, qui se limitent à 

l'épiderme.  

 

- L’étape suivante consiste en une pénétration des stylets au-delà de l'épiderme dans le 

mésophylle. 

 

- La pénétration des stylets dans le phloème, initialement suivie d'une injection de salive 

aqueuse (Prado & Tjallingii, 1994), constitue la cinquième étape du processus de 

sélection de la plante hôte. La salive aqueuse libérée peut inhiber les mécanismes 

défensifs d’occlusion des éléments criblés du phloème et permettre une extraction 

soutenue de sève. 

 

- La dernière et sixième étape correspond à l’acceptation du phloème concrétisée par une 

ingestion soutenue. Les périodes de contact avec le phloème supérieures à environ 10 

minutes peuvent traduire l'acceptation du phloème, car elles incluent presque toujours 

l'ingestion de sève phloèmienne et sont susceptibles de se poursuivre pendant une 

période beaucoup plus longue, durant souvent plusieurs heures (Tjallingii, 1994). 
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I. 1. e. Le comportement alimentaire des pucerons et son impact sur les traits d’histoire de vie 

Le comportement alimentaire des phloèmophages est un facteur primordial de la préférence et 

de l’acceptation de la plante hôte. 

Le terme de préférence des plantes désigne les traits comportementaux des insectes qui 

déterminent la probabilité d’accepter une plante hôte (Singer et al., 1992). Bien que les indices 

détectés avant l'insertion des stylets (étapes 1 et 2) jouent sans aucun doute un rôle dans le 

processus de sélection de l'hôte, des études sur le terrain et en laboratoire indiquent par exemple 

que les pucerons détectent les principaux facteurs influençant leur préférence après l'insertion 

des stylets. La colonisation des plantes hôtes appropriées se produit donc par un taux de départ 

différentiel après l'atterrissage sur les plantes hôtes/non-hôtes plutôt que par des taux d'arrivée 

différentiels. Une fois que les stylets du puceron ont atteint le phloème, il initie sa reproduction, 

et sa performance dépend de la valeur nutritive de la sève phloèmienne (Niemeyer, 1990).  

L'acceptation de la plante peut être définie en termes d'ingestion de nourriture et/ou de 

reproduction (Schoonhoven et al., 1998). Pour les pucerons, l'initiation de la reproduction 

donne une indication particulièrement claire de l'acceptation de la plante hôte. Dans la séquence 

des étapes de sélection de l'hôte présentée plus haut, on suppose que l’initiation de la 

reproduction commence après la perforation d'un élément criblé du phloème et une alimentation 

soutenue (c'est-à-dire après l'étape 6) (Kobayashi & Ishikawa, 1993; MacKay & Downer, 

1979). Cependant, des études portant sur les relations entre la pénétration des stylets et la 

reproduction des pucerons indiquent que l’initiation de la reproduction est stimulée par des 

signaux chimiques qui (a) sont détectés dans les tissus périphériques de la plante avant le 

contact avec le phloème et sont donc efficaces sans ingestion importante, (b) sont efficaces à 

faible concentration, et (c) conduisent au déclenchement de la reproduction avant une ingestion 

importante de nutriments (Powell & Hardie, 2001; Tosh et al., 2002, 2003; Powell et al., 2004). 

Une analyse détaillée de la façon dont les stylets des pucerons interagissent avec les tissus 

périphériques des plantes est donc nécessaire pour déterminer les principaux facteurs affectant 

la préférence et l'acceptation des plantes. 

Les plantes peuvent affecter la biologie des pucerons via des mécanismes de défense. On parle 

d’antixénose dans les cas où une perturbation du comportement des pucerons conduit à une 

faible acceptation ou à une non-acceptation de la plante. L'antibiose, quant à elle, affecte les 

paramètres démographiques, et non les processus comportementaux impliqués dans 

l'acceptation de l'hôte (Panda & Khush, 1995). Une antixénose forte (par exemple, une absence 

d’alimentation dans le phloème) aura cependant des effets sur la physiologie et la démographie 

des insectes. 
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I. 2. Leviers agronomiques existants basés sur l’altération du comportement 

alimentaire des pucerons 

Les pucerons phloèmophages étant d’importants ravageurs des cultures, la gestion de leurs 

populations est souvent un enjeu primordial de la protection des cultures. Comme cela a été 

évoqué dans la précédente partie, le succès de colonisation dépend de la capacité des pucerons 

à s’alimenter de leur plante hôte. De plus, une altération de la préférence peut avoir des 

conséquences sur la performance des pucerons et donc sur les dégâts qu’ils engendrent. Ainsi, 

la capacité des leviers agronomiques à perturber le comportement alimentaire des pucerons 

phloèmophages détermine et/ou contribue à leur efficacité. 

 

I. 2. a. Perturbation de l’environnement odorant 

L'olfaction est une modalité sensorielle essentielle pour les insectes phytophages. Leur 

environnement olfactif est principalement constitué de Composés Organiques Volatils (COV) 

émis par les plantes. La végétation produit une grande diversité de composés volatils, qui sont 

ensuite transportés, mélangés et dégradés dans l'atmosphère. Chaque espèce d'insecte possède 

un ensemble de récepteurs olfactifs qui fixent une partie des composés volatils présents dans 

son habitat. Les « paysages olfactifs » des insectes sont donc définis comme des espaces 

olfactifs spécifiques à chaque espèce, dépendants de l'habitat local et dynamiques dans le temps. 

La manipulation des « paysages olfactifs » des insectes et des ravageurs est une approche 

prometteuse pour répondre à la forte demande de stratégies de protection des plantes sans 

pesticides (Conchou et al., 2019). Les COV jouent un rôle important dans l'écologie chimique 

des pucerons, notamment dans l'estimation de la qualité de leur habitat et la localisation de leur 

plante hôte (Bruce et al., 2005). Certains bouquets d'odeurs peuvent également entraîner une 

réduction de la fécondité des pucerons (Ben Issa et al., 2016). En effet, les performances d'un 

puceron varient en fonction des particularités de la plante hôte, mais également en fonction de 

son environnement. Dans des conditions favorables pour une dynamique de croissance optimale 

de la population, plusieurs études ont montré que l'exposition  des pucerons à certains COV, ou 

au mélange de COV provenant de différentes sources (plantes entières, huiles essentielles, 

extraits de plantes ou composés individuels), affecte négativement leur reproduction 

(Hildebrand et al., 1993; Tomova et al., 2005; Ben Issa et al., 2016, 2017).  

Au-delà des effets des COV sur la physiologie des pucerons, ceux-ci peuvent impacter le 

comportement de colonisation de la plante hôte, soit au moment de sa localisation soit dans les 

étapes consécutives à l’atterrissage. Dans la nature, les pucerons perçoivent des COV attractifs 

ou neutres (Chapman et al., 1981) mais aussi des COV répulsifs ou perturbateurs (Ben Issa et 

al., 2016; Dardouri et al., 2019), ces derniers étant généralement émis par des plantes non-

hôtes. En plus de repousser les pucerons ailés pendant la phase de localisation de la plante hôte, 

ces volatils peuvent également faire fuir les pucerons aptères, même après leur installation sur 

la plante hôte. Pour étudier l'effet répulsif des COV émis par des plantes non-hôtes sur les 
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pucerons généralistes ou spécialistes, diverses expériences ont été réalisées avec des extraits de 

plantes ou des huiles essentielles, dans des études de terrain et de laboratoire (Nottingham et 

al., 1991; Hori, 1998; Dancewicz et al., 2011; Ikeura et al., 2012). Parmi les volatils émis, 

certains composés ont particulièrement été mis en avant pour leurs effets répulsifs. Des tests en 

laboratoire ont montré que les isothiocyanates et le myrténal, qui sont des composés émis par 

les plantes de la famille des Brassicaceae, sont répulsifs pour le puceron de la fève noire Aphis 

fabae (Aphididae) Scopoli (Hardie et al., 1994). De même, de nombreux terpénoïdes tels que 

l'α-pinène, le 1,8 cinéole ou le camphre ont un effet répulsif sur les pucerons (Hori, 1998; Ben 

Issa et al., 2012, 2016). 

En ce qui concerne les COV de plantes non-hôtes, Dardouri et al. (2021) ont révélé que les 

COV émis par des plantes compagnes (i.e. plantes de services), majoritairement des plantes 

aromatiques (lavande Lavandula latifolia (Lamiaceae) Medik., romarin Rosmarinus officinalis 

(Lamiaceae) Spenn., basilic Ocimum basilicum (Lamiaceae) L. et œillet d’inde Tagetes patula 

(Asteraceae) L.), ont un effet sur le comportement alimentaire des pucerons Myzus persicae 

(Aphididae) Sulzer sur leur plante hôte (i.e. plante focale, en l’occurrence le poivron Capsicum 

annuum (Solanaceae) L. dans cette étude). L’activité des stylets est fréquemment interrompue 

(augmentation du nombre d’insertions/retraits des stylets de la plante) et elle est perturbée avant 

d'atteindre le phloème. De plus, la fréquence et la durée des phases de salivation de M. persicae 

sont significativement plus importantes quand la plante focale (poivron) est en présence de 

COV émis par des plantes compagnes. Une plante compagne coupée ou stimulée 

mécaniquement est une source d’autant plus efficace dans l’émission de COV et par conséquent 

dans les perturbations du comportement alimentaire qu’elle provoque chez les pucerons. 

Baudry et al. (2021) ont mis en évidence que la présence de poireau Allium porrum (Alliaceae) 

L. coupé induit une perturbation du comportement alimentaire de M. persicae élevé sur la plante 

focale (le poivron) : bien que le temps total alloué à l’activité globale des stylets dans la plante 

ne soit pas affecté, l'équilibre relatif entre le temps passé à ingérer la sève du phloème (E2) et 

le temps consacré à l'ingestion de la sève du xylème (G) est modifié. Ameline et al. (2022) ont 

montré que la stimulation mécanique du géranium Geranium macrorrhizum (Geraniaceae) L. 

diminue l’ingestion soutenue de sève phloèmienne (sE2) de M. persicae sur poivron, plante 

focale. Ceci peut être imputé au germacrone et au β-éléménone, qui sont émis en plus grandes 

quantités suite à la stimulation mécanique des feuilles de la plante compagne. Un comportement 

similaire de M. persicae élevé sur Brassica rapa (Brassicaceaea) L. été rapporté par Dancewicz 

et al. (2016) en présence de camphène et de β-ionone. Comme cela a pu être montré dans 

diverses études, des COV exogènes peuvent être adsorbés dans la cuticule des feuilles 

(Himanen et al., 2010; Dahlin et al., 2015; Camacho-Coronel et al., 2020), ce qui peut perturber 

le comportement alimentaire des pucerons à la surface de la feuille. Aussi, la plante hôte peut 

émettre généralement en petites quantités des COV répulsifs (Renwick, 1989; Glinwood et al., 

2011) ; cette production de COV pourrait être augmentée par la présence de COV exogènes. 

Hu et al. (2018) ont émis une hypothèse similaire sur un lien possible entre une perturbation du 

comportement alimentaire d'Aphis gossypii (Aphididae) Glover et la production de nouveaux 
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composés volatils ou non volatils par la plante hôte. A l’inverse, des substances attractives 

peuvent réduire le temps avant la première insertion des stylets dans les tissus des plantes hôtes, 

comme cela a été signalé pour les composés volatils de la fève Vicia faba (Aphididae) Scopoli 

qui ont un effet attractif sur le puceron noir de la fève A. fabae (Webster et al., 2008). Au-delà 

d’effets directs sur les pucerons, plusieurs mécanismes pourraient expliquer comment des COV 

exogènes peuvent transformer une plante hôte en hôte inadéquat. En effet, il n’est pas exclu que 

la perturbation du comportement alimentaire résulte de la stimulation de la défense de la plante 

focale via les COV de plantes exogènes. Karban et al. (2000) ont montré que les plants de tabac 

Nicotiana tabacum (Solanaceae) ont un niveau élevé de polyphénol oxydase lorsqu'ils sont 

cultivés en interculture avec Artemisia tridentata (Asteraceae) Nutt. subissant une section, ce 

qui réduit les dégâts causés par les Lépidoptères et les Orthoptères. Cela pourrait être dû à 

l’émission de jasmonate de méthyle résultant de cette lésion mécanique. Par exemple, le 

jasmonate de méthyle induit l'accumulation de protéines inhibitrices de protéases dans les plants 

de tomates Solanum lycopersicum (Solanaceae) L. (Farmer & Ryan, 1990). Dans plusieurs cas, 

le jasmonate de méthyle augmente l'émission de plusieurs COV impliqués dans la défense des 

plantes hôtes, comme la 6-Méthyl-5-heptène-2-one chez le poivron (Dewhirst et al., 2012), le 

(E)-b-ocimène chez les haricots (Birkett et al., 2000), ou les acides hydroxamiques chez le blé 

Triticum aestivum (Poaceae) L. (Slesak et al., 2001).  

 

I. 2. b. Effets des traitements phytosanitaires et conséquences sur le comportement alimentaire 

De nombreux insecticides ont été développés sur la base de modes d’action ciblant des fonctions 

biologiques spécifiques de l’insecte. Certains ciblent le système nerveux des ravageurs, en 

affectant les activités du système nerveux via l’acétylcholine (ACh), en altérant sa dégradation 

(Das, 2013) ou sa liaison aux récepteurs (Lee Chao et al., 1997; Yu & Killiny, 2018). D’autres 

inhibent la synthèse de chitine, et suite à une carence, la procuticule se rompt sous la pression 

du liquide exuvial et l'insecte devient incapable de muer (Das, 2013). Enfin, la pymétrozine et 

le flonicamide entraînent une inhibition immédiate de l'alimentation, suivie d'une mort par 

famine (Harrewijn & Kayser, 1997; Cho et al., 2011). Bien qu’ils aient des similitudes 

structurelles avec les insecticides néonicotinoïdes, la pymétrozine et le flonicamide n’ont pas 

d'activité sur les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (Morita et al., 2007). Ils agissent en 

bloquant les canaux potassiques du système nerveux, ce qui a pour effet de créer une paralysie 

chez les pucerons et de fait affecte leur comportement alimentaire (Ko et al., 2014; Morita et 

al., 2007; Sadeghi et al., 2009). 

Les effets des pesticides sur le comportement alimentaire des pucerons sont décrits ci-dessous, 

en fonction de leur mode d’administration. 

- Enrobages de semences : Des pesticides tels que les néonicotinoïdes peuvent être 

appliqués en enrobage de semence. Les substances actives ainsi appliquées sont ensuite 

absorbées par les racines et ont une activité systémique dans les plantes (Tooker et al., 

2017). Le thiaméthoxame est un néonicotinoïde avec une bonne mobilité dans la sève brute 
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du xylème en direction acropétale (des racines à l’apex de la plante) et est donc approprié 

pour le traitement des semences et l'application au sol. Ce traitement a pour effet une 

réduction de l’ingestion de sève brute chez le puceron du merisier à grappes Rhopalosiphum 

padi (Aphididae) L. (Cui et al., 2010). D’autres pesticides systémiques comme la 

pymétrozine ont une activité systémique dans la plante, et du fait de translocation de ces 

molécules depuis le xylème au phloème, sont distribués par les voies acropétale et basipétale 

(respectivement par le xylème et le phloème) (Wyss & Bolsinger, 1997). Des doses 

sublétales de néonicotinoïdes, tels que l’imidaclopride, le thiaméthoxame, le thiaclopride 

ou le dinotefurane utilisés en enrobage de grains de blé, réduisent significativement la durée 

de salivation dans le phloème et d’ingestion de sève phloèmienne et xylémienne chez le 

puceron des épis des céréales Sitobion avenae (Aphididae) Fabricius (Miao et al., 2014). 
 

- Vaporisation sur la plante : Des pucerons verts du pêcher M. persicae déposés sur une 

plante préalablement traitée avec des extraits de feuille de Neem voient leurs durées totales 

de salivation dans le phloème et d’ingestion de sève élaborée réduites comparés aux 

pucerons déposés sur des plantes non traitées. Le temps d’accès au phloème est aussi 

augmenté avec le traitement préalable de la plante (Déla et al., 2014). Les pucerons M. 

persicae sur des plants de moutarde de Chine (Brassica juncea Brassicaceae (L.) Czern.) 

traités au chitosan (polyoside composé de glucosamine obtenu par désacétylation de la 

chitine) montrent un retrait fréquent des stylets de la plante, ainsi qu’une durée plus 

importante d’activité des stylets dans le mésophylle comparés à des pucerons soumis à des 

plantes non traitées. Cependant, une fois que les stylets atteignent le tissu phloèmien, aucune 

différence en termes de nombre ou de durée d’ingestion de sève phloèmienne n’est observée 

(Salsabillah et al., 2021). Le cycloxapride (un néonicotinoïde), au-delà de la réduction de 

la durée totale d’ingestion, réduit aussi le nombre de salivations et d’ingestions (soutenues 

ou non), ainsi que le pourcentage de l’activité totale des stylets attribué à la phase 

phloèmienne d’A. gossypii sur les plants de coton Gossypium sp. (Yuan et al., 2017). Dans 

l’étude de  (Garzo et al., 2020), les pucerons M. persicae sur des plants de tomates S. 

lycopersicum ayant reçu des traitements foliaires d’insecticides systémiques (sulfoxaflor, 

flonicamide, spirotetramat) montrent une fréquence et une durée plus élevées de 

déraillement des stylets que les pucerons sur des plantes non traitées. Samara et al. (2021) 

ont étudié l’effet du traitement de plants de pêcher avec neuf pesticides (Tableau 1) sur le 

comportement alimentaire de M. persicae. Le temps avant la première insertion des stylets 

dans la plante est réduit pour les pucerons sur les différentes plantes traitées comparés aux 

pucerons sur les plantes contrôles. Etonnamment dans cette étude, le temps avant la 

première ingestion de sève phloèmienne est réduit pour les pucerons sur la plupart des 

plantes traitées avec les différents pesticides. Une dose sublétale de flonicamide appliquée 

sur la plante réduit significativement la durée de l'ingestion de sève élaborée dans le 

phloème de M. persicae sur chou champêtre (B. rapa) et d’A. gossypii sur concombre 

Cucumis sativus (Cucurbitaceae) L., tandis que des doses plus élevées de flonicamide 

peuvent provoquer la famine par inhibition de l'ingestion de sève élaborée dans le phloème. 



19 

 

Sur les mêmes modèles de pucerons/plantes, l’imidaclopride et le thiaméthoxame réduisent 

significativement la durée de l'ingestion de sève élaborée dans le phloème par les pucerons 

sur les plantes traitées (Cho et al., 2011; Koo et al., 2015). Les pesticides systémiques 

comme la pymétrozine ont une activité systémique dans la plante en se transloquant dans le 

phloème suite à une vaporisation sur la surface de la feuille (Wyss & Bolsinger, 1997). 

L’ingestion de sève phloèmienne est négativement impactée chez A. fabae, A. gossypii, M. 

persicae  et le puceron vert et rose de la pomme de terre Macrosiphum euphorbiae 

(Aphididae) Thomas lorsque leur plante hôte reçoit une application foliaire de pymétrozine 

; de plus, on observe aussi chez M. euphorbiae et M. persicae une augmentation du temps 

avant la première ingestion de sève phloèmienne (Harrewijn & Kayser, 1997). 

 

Tableau 1 : Classification, modes d’action et activités des insecticides testés dans l’étude de 

Samara et al. (2021)  

 

 

- Expression dans la plante à l’aide du génie génétique : Étonnamment, sur des plantes 

génétiquement modifiées pour synthétiser les protéines entomotoxiques Cry de Bacillus 

thuringiensis (Bacillaceae) Berliner, le temps avant la première insertion des stylets est 

réduit chez les pucerons A. gossypii comparés aux pucerons sur plantes non modifiées (Xue 

et al., 2008). Un temps plus court avant la première insertion des stylets étant souvent 

associé aux plantes présentant une plus grande sensibilité aux pucerons, on pourrait donc 

supposer que les plantes génétiquement modifiées sont moins résistantes que les plantes 

non modifiées. Cependant, les pucerons A. gossypii ont une activité phloèmienne réduite 

sur des plants de coton modifiés génétiquement pour synthétiser les protéines toxiques Cry 

de B. thuringiensis comparés à des pucerons sur plants de cotons non modifiés, malgré le 

fait qu’il ne soient pas la cible de ces molécules qui affectent plutôt les Lépidoptères 

ravageurs (Liu et al., 2005). 
 



20 

 

- Vaporisation sur les pucerons : Suite à une exposition par contact topique avec des doses 

importantes de pymétrozine, les pucerons M. persicae et A. gossypii retirent immédiatement 

leurs stylets du système vasculaire de la plante ou sont incapables d'insérer leurs stylets dans 

la plante (Harrewijn & Kayser, 1997). A plus faible dose, le temps avant la première 

insertion des stylets ainsi que le temps avant la première ingestion de sève phloèmienne 

sont extrêmement retardés, et la durée d’ingestion de sève phloèmienne est quant à elle 

extrêmement réduite. 

 

I. 2. c. Résistance des plantes cultivées et impacts sur le comportement alimentaire 

La recherche de résistance chez la plante cultivée s’appuie sur l’identification de défenses 

efficaces contre ses ravageurs. Deux grands types de défenses permettent aux plantes de 

contrer les insectes phytophages : les défenses constitutives sont exprimées en permanence par 

la plante, tandis que ses défenses induites sont activées notamment suite à une attaque de 

phytophages (War et al., 2011c). Toutes les défenses, qu'elles soient constitutives ou induites, 

sont coûteuses pour la plante (Baldwin & Preston, 1999). Les réponses de défense mobilisent 

des ressources en carbone et en azote qui pourraient plutôt être allouées à la croissance 

végétative et à la reproduction. Ainsi un équilibre entre les réponses de défense constitutives et 

induites semble aboutir à la survie aux attaques immédiates et ultérieures sans pour autant 

impacter la fitness de la plante ou sa capacité de reproduction (Walling, 2000). Les défenses 

contre les phytophages peuvent être physiques (épaisseur de certains tissus, présence de 

trichomes, lignification des parois cellulaires) et/ou chimiques (alcaloïdes, terpénoïdes et 

composés phénoliques). Les molécules synthétisées qui participent aux défenses chimiques de 

la plante peuvent présenter des propriétés répulsives, antiappétantes, antidigestives et/ou 

toxiques (War et al., 2011c).  

Les réponses induites rendent, quant à elles, les plantes phénotypiquement plastiques et par 

conséquent diminuent les chances des ravageurs de s'adapter aux substances chimiques 

produites (Agrawal, 2011; Howe & Jander, 2008), ce qui peut affecter leur comportement et/ou 

leur fitness (War et al., 2011a, 2011b). Une réponse induite précoce est bénéfique pour la plante, 

et améliore sa résistance vis-à-vis d’attaques ultérieures de ravageurs ou de pathogènes 

(Agrawal, 2011). 

Les défenses des plantes vis-à-vis des pucerons s’expriment au niveau des différents tissus qui 

vont être pénétrés par les stylets. 

- La surface de la feuille est la première ligne de défense vis-à-vis des pucerons 

phloèmophages. Au niveau de la cuticule des stimuli mécaniques et/ou olfactifs peuvent 

affecter le comportement alimentaire des pucerons, et sont liés à la présence de trichomes, 

de substances volatiles répulsives, à la couleur ou la dureté de la surface de la feuille (van 

Helden & Tjallingii, 1993). Les exsudats de trichomes ou les cires épicuticulaires présents 

à la surface de la feuille peuvent par exemple retarder la première insertion des stylets dans 
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la plante (Lapointe & Tingey, 1984; Powell et al., 1999). Certains métabolites secondaires 

comme les flavonoïdes sont naturellement synthétisés par les plantes (Peterson & Dwyer, 

1998) et sont localisés dans les cellules de l’épiderme ainsi que dans les cires épicuticulaires 

et notamment dans les vacuoles de l’épiderme (Cuadra et al., 1997; Takahama, 2004). Les 

lutéolines appartiennent à cette famille de molécules et ont des propriétés antiappétantes 

(Goławska & Łukasik, 2012). Observé grâce à l’EPG, un retard dans la première insertion 

des stylets dans la plante indique l’existence de facteurs de résistance au niveau de la surface 

de la feuille et de l’épiderme, comme cela a été identifié chez une variété résistante de 

pommier Malus domestica (Rosaceae) Borkh. (cv. Florina) (Marchetti et al., 2009) ou chez 

la pomme de terre domestique Solanum tuberosum (Solanaceae) L. et d’autres espèces au 

sein du genre Solanum (Alvarez et al., 2006).  

 

- Le mésophylle peut être un tissu qui entrave l’accessibilité au phloème et peut ainsi 

contribuer à la défense des plantes. L’activité des stylets dans le mésophylle représente 

en général 60% de l’activité globale du comportement alimentaire des pucerons ; c’est donc 

un tissu qui joue un rôle important dans les défenses des plantes, qu’elles soient physiques 

ou chimiques. L’étroitesse de l’espace intercellulaire, ou l’épaisseur du mésophylle, 

entraîne une durée plus importante d’activité des stylets dans ce tissu. Par exemple, sur 

certains génotypes résistants de Solanum sp., comparés à des génotypes sensibles, le nombre 

d’insertions des stylets avant la première activité phloèmienne et la durée totale d’activité 

dans le mésophylle peuvent être augmentés (Alvarez et al., 2006). Lors des potential drops 

(pds), les pucerons échantillonnent du contenu cellulaire et peuvent ainsi détecter des 

métabolites secondaires qui participent à leur prise de décision, notamment en terme 

d’initiation de leur reproduction (Tosh et al., 2002). Certains métabolites de défense 

peuvent ainsi être détectés ou échantillonnés par les pucerons, ce qui peut par exemple 

engendrer un rejet de la plante. Le déraillement des stylets (onde F) peut être interprété 

comme une résistance mécanique à la progression des stylets dans la plante. Il a été observé 

que le nombre et la durée de cette phase peuvent être plus importants sur des variétés 

résistantes d’espèces de plantes cultivées (Marchetti et al., 2009). Cette phase reste 

cependant difficile à interpréter dans le contexte de résistance des plantes. Les facteurs de 

résistance au niveau du mésophylle retardent l’accès au phloème, on déduit donc leur 

présence lorsque les pucerons ont un temps plus important jusqu'à la première salivation 

dans le phloème (onde E1) ou la première ingestion de sève phloèmienne (onde E2). Ces 

facteurs de résistance dans le mésophylle ont été mis en évidence chez la pomme de terre 

domestique S. tuberosum et des espèces proches de Solanum (Alvarez et al., 2006), chez 

une variété de tomate possédant le gène Mi-1.2 qui confère une résistance vis-à-vis des 

phytophages (Pallipparambil et al., 2010) ou encore chez une variété résistante de soja 

Glycine max (Fabaceae) (L.) Merr. (Crompton & Ode, 2010). De plus, ce retard dans l’accès 

au phloème diminue l’efficacité de la prise alimentaire, exprimée en tant que rapport de la 

durée d’activité des stylets dans le mésophylle vis-à-vis de la durée d’ingestion de sève 
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élaborée. Plus l’activité dans le mésophylle est importante au détriment de l’activité dans le 

phloème, moins le puceron a un bénéfice énergétique.  

 

- Au niveau du tissu phloèmien, les mécanismes permettant une résistance localisée peuvent 

être physiques (occlusion du phloème) et/ou chimiques (présence de composés dissuasifs 

dans les tubes criblés) (Tjallingii, 2006; Le Roux et al., 2008). L’épaisseur du phloème peut 

jouer un rôle de barrière physique. Chez certaines espèces d’Hémiptères phloèmophages, 

comme le psylle asiatique des agrumes Diaphorina citri (Psyllidae) Kuwayama, il est 

possible d’observer une phase de percement du phloème (phase D) dont la durée peut varier 

(de l’ordre de plusieurs secondes) notamment en fonction de l’hôte du psylle (plante 

sensible vs. résistante), et en particulier de l’épaisseur du tissu phloèmien (Bonani et al., 

2010). Cette phase est trop courte chez les pucerons pour pouvoir être étudiée, cependant il 

est possible d’envisager que des mécanismes équivalents puissent exister. Les plantes 

peuvent initier l’occlusion du phloème, ce qui permet d’éviter le prélèvement de sève par 

les pucerons. Cette occlusion implique deux processus, un développement relativement 

rapide de bouchons protéiques qui scellent transitoirement les tubes criblés du phloème, 

suivi d'un dépôt plus lent de callose qui assure l'occlusion à long terme des tubes criblés 

(Will & van Bel, 2006). Les forisomes sont un groupe de protéines présentes dans le 

phloème qui, en l’absence de perturbation, sont sous la forme d’« aiguilles » cristalloïdes 

compactes. En réponse à des dégâts localisés au niveau du phloème, un afflux d’ions Ca2+ 

provoque l'augmentation du volume des forisomes et leur dispersion en une conformation 

sphérique qui scelle les tubes criblés et empêche donc l’accès des pucerons à la sève 

phloèmienne (Peters et al., 2006). La salive des pucerons peut cependant provoquer 

l'inversion des forisomes de l'état dispersé vers l'état compact, et donc supprimer l’occlusion 

du phloème (Will et al., 2007). Ainsi, une augmentation de la durée de salivation dans le 

phloème est classiquement observée sur les plantes résistantes (Sun et al., 2018). Pour ce 

qui est des défenses chimiques au niveau du phloème, elles sont notamment dues à des 

composés antiappétants, qui sont des composés qui peuvent perturber l’alimentation des 

pucerons, via entre autres une réduction de l’activité globale des stylets ou de la prise de 

sève. Ces molécules sont souvent présentes de manière constitutive dans la sève, mais leur 

concentration peut augmenter de manière induite. La sensibilité d'une espèce donnée 

d'insecte phytophage dépend de la quantité et de la structure chimique des molécules 

antiappétantes auxquelles il est confronté (Klocke & Kubo, 1991). Bien que certaines 

molécules affectent principalement le comportement alimentaire, elles sont souvent aussi 

toxiques en cas d'ingestion. Les lectines sont des molécules très abondantes dans le 

phloème, qui semblent pouvoir entrainer une réduction de la durée d’ingestion de sève 

phloèmienne (Gatehouse et al., 1996; Sauvion, 1995; Zhang et al., 2011), peut-être en 

interférant avec la digestion des pucerons au niveau de  l'intestin moyen (Kehr, 2006). Ainsi, 

des plantes modifiées génétiquement pour avoir un taux de lectines plus important 

permettraient d’altérer l’activité des stylets des pucerons dans le phloème (Sauvion et al., 
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2004). Les glucosinolates sont des métabolites secondaires de défenses, présents 

notamment dans la sève phloèmienne. L’effet des glucosinolates des plantes hôtes sur le 

comportement alimentaire des pucerons est spécifique à chaque espèce de puceron et peut 

avoir des implications évolutives (Jhou et al., 2021).  L’effet des glucosinolates, étudié par 

l’EPG, semble parfois relever de la phagostimulation (Fenwick et al., 1983), parfois de 

l’antiappétance (Nault & Styer, 1972; Gabrys & Tjallingii, 2002). Cette différence en terme 

d’impact sur le comportement alimentaire s’explique en fonction du spectre alimentaire de 

l’insecte exposé aux glucosinates : ces composés sont appétants pour les pucerons inféodés 

aux Brassicaceae et antiappétants pour les autres. A l’inverse, les facteurs de facilitation au 

niveau de la sève phloèmienne sont les concentrations en acides aminés (Klingauf, 1987; 

Nowak & Komor, 2010) et en sucrose (Mittler, 1967; Mittler & Dadd, 1964), qui sont 

phagostimulants. La présence de facteurs de résistance au niveau du phloème peut induire 

un retard avant la première ingestion de sève phloèmienne. Ce type de résistance a été très 

étudié dans le cadre de la recherche d’amélioration variétale à l’aide de l’EPG chez la 

pomme de terre S. tuberosum ou le blé T. aestivum et des espèces sauvages proches (Alvarez 

et al., 2006; Caillaud et al., 1995), et chez des variétés résistantes de tomate S. lycopersicum 

(Pallipparambil et al., 2010), de pommier M. domestica (Marchetti et al., 2009), de soja G. 

max (Diaz-Montano et al., 2007; Crompton & Ode, 2010) ou encore de melon  Cucumis 

melo (Cucurbitaceae) L. (Klingler et al., 1998). Cette résistance s’observe au niveau de 

l’EPG par une augmentation de la durée de salivation dans le phloème, une réduction de la 

durée ou du nombre d’ingestions de sève phloèmienne, ou encore une absence d’ingestion 

soutenue de sève phloèmienne (d’une durée supérieure à 10 minutes). 

 

- Chez les pucerons, la consommation de sève xylémienne contribue à la régulation du 

potentiel osmotique élevé existant entre la sève élaborée et l’hémolymphe, la sève 

phloèmienne étant très concentré en saccharose (Douglas, 2006; Pompon et al., 2011). Au-

delà de la régulation osmotique, une durée augmentée de la phase xylémienne peut être une 

conséquence d’une incapacité à ingérer de la sève phloèmienne : à défaut de pouvoir 

s’alimenter, le puceron s’hydrate. En effet, la privation d’alimentation, e.g. 14h de famine, 

peut induire une augmentation de la phase d’ingestion de sève xylémienne (Ramırez & 

Niemeyer, 2000). Une augmentation de cette phase sur des variétés résistantes comparées à 

des variétés sensibles a été observée chez des pucerons du melon et du cotonnier A. gossypii 

sur le melon C. melo (Boissot et al., 2000) ainsi que chez des pucerons du soja Aphis 

glycines (Aphididae) Matsumura sur soja G. max (Crompton & Ode, 2010). Aussi, des 

pucerons testés en EPG sur des plantes non-hôtes peuvent avoir une durée d’ingestion de 

sève xylémienne plus importante que la durée d’ingestion de sève phloèmienne (Tjallingii, 

1990). 
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I. 3. Leviers explorés au cours de la thèse au regard de la synthèse 

bibliographique 

Nous avons vu que le comportement alimentaire est un élément important dans la colonisation 

des plantes hôtes par les Hémiptères phloèmophages, et que plusieurs méthodes permettent dans 

le cadre de la protection des cultures de perturber ce comportement. Dans ce travail de thèse, 

nous souhaitons donc évaluer si l’efficacité de différentes méthodes de contrôle des Hémiptères 

phloèmophages de vergers peut être expliquée par les modifications du comportement 

alimentaire qu’elles engendrent. Ceci amène deux questions : 1- dans quelle mesure la méthode 

de protection des cultures étudiée perturbe-t-elle le comportement alimentaire ? et 2- est-ce-que 

cette perturbation et ses conséquences sur la colonisation de la plante hôte pourraient permettre 

de contrôler le ravageur en vergers ? Pour certaines de ces méthodes de contrôle, nous avons 

aussi étudié leurs effets sur le troisième niveau trophique (parasitoïdes) afin d’évaluer si ces 

méthodes pouvaient impacter la régulation des Hémiptères phloèmophages par les ennemis 

naturels. 

Au regard des leviers agronomiques précédemment évoqués, dans ce projet de thèse nous avons 

fait le choix de nous restreindre aux trois leviers dont les effets seront étudiés dans les chapitres 

3, 4 et 5 et présentés dans la Figure 8. 

 

 

Figure 8 : Leviers étudiés permettant la régulation des Hémiptères phloèmophages et 

répercussions éventuelles sur la lutte biologique via les auxiliaires 

 

La Figure 9 présente les hypothèses quant aux composés ou mécanismes qui pourraient être 

impliqués dans la perturbation du comportement alimentaire supposée des leviers étudiés. Dans 

le chapitre 3, les Hémiptères seront confrontés aux composés exogènes à la plante hôte que 
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contiennent les huiles essentielles, selon deux modes d’exposition. Dans un premier cas, ces 

composés exogènes aux propriétés répulsives seront diffusés dans l’athmosphère, et dans le 

second cas, ces composés exogènes toxiques et/ou antiappétants sont injectés dans l’arbre de 

façon à ce qu’ils soient véhiculés par la sève. Dans les deux cas, ils sont susceptibles de 

perturber le comportement alimentaire des Hémiptères phloémophages. Les composés toxiques 

des lipopeptides, au-delà de la mortalité induite par l’application topique de ces biopesticides, 

peuvent être à l’origine d’effets sublétaux chez les survivants qui peuvent aboutir à une 

altération du comportement, notamment alimentaire : ceci sera étudié dans le chapitre 4. Enfin, 

la part de la résistance étudiée dans le chapitre 5 est liée aux défenses constitutives des plantes, 

qui peuvent être physiques ou chimiques, et présentes dans les différents tissus. La résistance 

constitutive des plantes est susceptible de perturber le comportement alimentaire des 

Hémiptères. Dans la plupart des études conduites dans cette thèse, la conséquence de 

l’altération du comportement alimentaire sur la fitness des ravageurs a également été étudiée. 

Les phytophages constituent la ressource consommée par les parasitoïdes et les prédateurs. 

Dans la mesure où la progéniture des parasitoïdes est confinée aux ressources fournies par un 

seul hôte phytophage (Bukovinszky et al., 2012; Harvey & Gols, 2018), un hôte avec une fitness 

réduite peut impacter négativement la fitness du parasitoïde. Ainsi, dans une perspective 

agronomique, il est important d’étudier les potentiels effets bottom-up des techniques de 

protection des cultures sur les ennemis naturels via les ravageurs (chapitre 4 partie 2 et chapitre 

5 partie 1). 

 

 

Figure 9 : Elements potentiellement responsables des effets perturbateurs supposés des 

leviers testés sur le comportement alimentaire des Hémiptères phloèmophages et 

répercussions éventuelles sur la lutte biologique via les auxiliaires 
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Chapitre 2. Matériels et Méthodes expérimentales 

II. 1.  Modèles biologiques 

II. 1. a. Les plantes hôtes 

Les pommiers du genre Malus, Malus domestica et Malus sylvestris 

Le cultivar Jonagold du pommier domestique M. domestica a été utilisé en tant que plante hôte 

pour l’élevage du puceron cendré du pommier Dysaphis plantaginea (Aphididae) Passerini 

dans l’ensemble des travaux conduits durant la thèse, du fait de sa sensibilité vis-à-vis de cette 

espèce (Arnaoudov & Kutinkova, 2006). Les plants étaient fournis par le Centre Wallon de 

Recherches Agronomiques (CRA-W) (Gembloux, Belgique) et obtenus à partir de 

multiplication in vitro. A la réception les vitroplants mesuraient 2 à 5 cm et présentaient 2 à 4 

feuilles. Les vitroplants étaient replantés par trois dans des pots de 90 × 90 × 70 mm, contenant 

du terreau commercial stérilisé (Botanic, référence : 386895). Les plants étaient utilisés après 

leur acclimatation et leur croissance qui duraient 6 ± 2 semaines. Au moment de leur utilisation, 

les plants mesuraient en moyenne 15 ± 5 cm et présentaient 16 ± 4 feuilles. Pour le maintien 

des élevages des pucerons, des pots (90 × 90 × 70 mm) contenant trois plants étaient placés 

dans une cage cubique ventilée en plexiglas (50 cm).  

Les plants de Jonagold étaient utilisés pour les élevages, la synchronisation de cohortes de 

pucerons D. plantaginea pour la réalisation des expériences (détaillée dans la partie dédiée) et 

comme plante hôte de référence dans toutes les expériences pour lesquelles la variable d’études 

n’était pas la plante hôte des phytophages (chapitres 3 et 4). Dans ces cas, les vitroplants ont 

été individualisés dans des pots de 60 × 60 × 70 mm.  

Dans le chapitre 5 partie 1, l’étude de l’effet bottom-up de trois variétés de pommiers aux 

résistances contrastées sur D. plantaginea et un parasitoïde a été réalisée. Les variétés 

sélectionnées étaient Gala, Ariane et Greensleeves. Gala est un cultivar considéré comme 

sensible aux pucerons (Miñarro & Dapena, 2007), alors qu'Ariane et Green Sleeves sont 

potentiellement résistants aux pucerons. En effet, la variété Ariane est résistante à la tavelure, 

et cette résistance est communément associée à la résistance à D. plantaginea, et Greensleeves 

étant résistante au feu bactérien, nous avons supposé qu’elle pouvait être résistante à D. 

plantaginea (Chevreau et al., 1998; Laurens et al., 2005). Les plants étaient reçus à l’état de 

vitroplants, et fournis par l’entreprise Vegepolys (Angers, France). Une fois réceptionnés, les 

plants étaient repiqués individuellement dans des pots de 60 × 60 × 70 mm contenant du terreau 

stérilisé (identique à celui utilisé pour les plants de pommier Jonagold). 

Dans le chapitre 5 partie 2, le lien entre la structure génétique du pommier sauvage européen 

Malus sylvestris (Rosaceae) (L.) Mill. et le comportement alimentaire et de D. plantaginea a 

été étudié. Les plants de M. sylvestris utilisés dans l’étude ont été cultivés à partir de graines 

collectées sur le terrain (Chen et al., 2022). Ces graines de pommiers sauvages provenaient de 

trois des cinq populations européennes de pommiers sauvages décrites dans Cornille et al. 
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(2015) : les populations danoises, françaises et roumaines. Chaque population était représentée 

par un seul site d'échantillonnage, et dans chaque site, chaque graine a été échantillonnée sur 

un arbre unique, de sorte que chaque plant avait une origine parentale différente. L’espèce M. 

domestica a aussi été utilisée comme référence dans cette étude, pour laquelle des plants 

résultant de croisements entre diverses variétés de M. domestica ont été utilisés. Les graines 

issues de ces croisements ont été aimablement fournies par l'INRAE IRHS d'Angers qui réalise 

chaque année des croisements dans le cadre de ses programmes de sélection de pommiers. 

Après l'échantillonnage sur le terrain, les graines ont été stockées à -20 °C avant d'être 

vernalisées pour l'expérience, pendant trois mois à 4 °C dans l'obscurité, puis cultivées en 

conditions contrôlées (température 22 ± 1°C ; 60 ± 5 % d’humidité relative (RH) ; photophase 

de 16 h, 50 ± 10 PPFD) pendant deux mois avant d'être transférées individuellement dans des 

pots de 3 L contenant du terreau commercial stérilisé (identique à celui utilisé pour les plants 

de pommier Jonagold). Au moment de leur utilisation pour les expériences deux mois plus tard, 

les plants âgés de quatre mois après germination mesuraient en moyenne 65 ± 15 cm et 

présentaient environ une quarantaine de feuilles. 

Les différentes espèces et variétés de pommiers ont été maintenues jusqu’à leur utilisation pour 

les élevages ou les expériences en chambre climatisée dans des conditions contrôlées 

(température 20 ± 1°C ; 60 ± 5 % d’humidité relative (RH) ; photophase de 16 h, 35 PPFD).  

L’ensemble des plants utilisés pour les élevages comme pour les expériences n’ont pas fait 

l’objet de greffe sur un porte-greffe. 

 

Le poirier Pyrus communis  

Le cultivar Durondeau du poirier Pyrus communis (Rosaceae) L. a été utilisé en tant que plante 

hôte dans le cadre des travaux, car ce cultivar est sensible au psylle du poirier Cacopsylla pyri 

(Psyllidae) Linnaeus (Quarta & Puggioni, 1985). Les plants étaient fournis par le Centre Wallon 

de Recherche Agronomique (CRA-W) (Gembloux, Belgique) et obtenus à partir de 

multiplication in vitro. A la réception les vitroplants mesuraient 2 à 5 cm et avaient 2 à 4 feuilles. 

Les vitroplants étaient replantés par trois dans des pots de 90 × 90 × 70 mm, contenant du 

terreau commercial stérilisé (Botanic, référence : 386895). Les plants du cultivar Durondeau 

ont été utilisés pour les élevages et les synchronisations des psylles, ainsi que pour les 

expériences. Après leur acclimatation et croissance qui duraient 10 ± 2 semaines, les plants 

mesuraient 10 ± 5 cm et avaient 12 ± 4 feuilles. Avant leur utilisation, les plants ont été 

individualisés dans des pots de 60 × 60 × 70 mm.  

L’ensemble des plants utilisés pour les élevages comme pour les expériences n’ont pas fait 

l’objet de greffe sur un porte-greffe. 
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II. 1. b. Les Hémiptères phloèmophages 

Les pucerons inféodés au pommier 

L’essentiel de cette thèse a porté sur le puceron cendré du pommier D. plantaginea. C’est le 

principal puceron ravageur du pommier ; d’autres pucerons ravageurs se développent 

fréquemment sur les pommiers tels que le puceron lanigère du pommier E. lanigerum sur le 

tronc ou le puceron vert du pommier Aphis pomi (Aphididae) De Geer et le puceron des galles 

rouges Dysaphis devecta (Aphididae) Walker qui créent des colonies sur les feuilles. Au-delà 

de ce cortège classiquement associé aux pommiers, une vingtaine d’autres espèces ont été 

répertoriées sur cette plante (Blackman & Eastop, 2000). Parmi celles-ci, on trouve des 

pucerons polyphages, ravageurs secondaires, qui peuvent utiliser les pommiers comme hôte à 

l’instar du puceron vert et rose de la pomme de terre M. euphorbiae, du puceron vert du pêcher 

M. persicae, du puceron du melon et du cotonnier A. gossypii ou encore du puceron noir de la 

fève A. fabae. Ce dernier a également été utilisé dans le chapitre 4 partie 2 de cette thèse, dans 

le travail visant à déterminer les effets des lipopeptides sur les pucerons et sur le comportement 

de sélection de l’hôte par les femelles parasitoïdes. 

 

Le puceron cendré du pommier Dysaphis plantaginea 

Le puceron cendré du pommier D. plantaginea est une espèce diœcique qui nécessite deux 

plantes hôtes de familles botaniques différentes pour accomplir tout son cycle : son hôte 

primaire est M. domestica (Rosaceae), et son hôte secondaire semble être le plantain lancéolé 

Plantago lanceolata (Plantaginaceae) L. (Blackman & Eastop, 2000). 

Au début de leur développement sur les feuilles de l’hôte primaire qu’est le pommier, les larves 

de D. plantaginea sont beiges puis deviennent gris-brun en passant par la couleur rose. Sur 

pommiers, l’adulte aptère est de forme globuleuse (1,8 à 2,4 mm de longueur), vert olive foncé 

ou rose vineux, recouvert d’une fine pulvérulence blanche à grisâtre, d'où son nom de puceron 

cendré du pommier (“Encyclop’Aphid : l’encyclopédie des pucerons - D. plantaginea,” n.d.). 

Sur plantain, les adultes ont une forme plus allongée, et sont de couleur brunâtre. Le puceron 

D. plantaginea est une espèce holocyclique, qui a gardé la possibilité d’effectuer un cycle 

biologique complet avec des femelles fondatrices se reproduisant par parthénogenèse et des 

femelles ovipares se reproduisant suite à un accouplement avec des mâles (pour un détail du 

cycle de vie, voir la Figure 10).  

La population de D. plantaginea utilisée dans la majorité des études conduites dans ce travail 

(chapitre 3 partie 1, chapitre 4 partie 1 et chapitre 5 partie 1 et 2) a été échantillonnée au 

printemps 2018 sur un pommier du verger d'Agrocampus Ouest et aimablement fournie par 

l'INRAE (Angers, France). La population de D. plantaginea utilisée dans l’étude du chapitre 3 

partie 2 a quant à elle été initiée à partir de pucerons collectés en 2018 dans les vergers 

expérimentaux du Proefcentrum voor Fruitteelt, Sint-Truiden, Belgique.  
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Figure 10 : Cycle de vie de D. plantaginea (Warneys et al., 2018) 

 

Le puceron noir de la fève Aphis fabae 

Le puceron noir de la fève A. fabae est une espèce généralement holocyclique diœcique, mais 

qui peut être anholocyclique (multiplication par parthénogenèse toute l’année) dans les régions 

à climat doux. C’est une espèce très polyphage : plus de 200 plantes sont considérées comme 

hôtes pour ce puceron.  Les deux hôtes primaires d’A. fabae sont le fusain Euonymus europaeus 

(Celastraceae) L. et la viorne obier Viburnum opulus (Adoxaceae) L. ; ses hôtes secondaires 

couvrent de nombreux taxons tels que les Fabaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae, 

Brassicaceae, Solanaceae, Rosaceae (dont le pommier), etc. L’adulte aptère est trapu, noir mat 

à verdâtre et mesure 1,5 à 2,6 mm (“Encyclop’Aphid : l’encyclopédie des pucerons - A. fabae,” 

n.d.). 

La colonie d'A. fabae (utilisée dans le chapitre 4, partie 2) a été initiée à partir d'une seule 

femelle parthénogénétique aptère fournie en 2018 par l'UCL (Louvain, Belgique) et a été 

maintenue sur fèverole (V. faba var. Axel). 
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Les différentes espèces de pucerons utilisées ont été élevées en chambre climatisée dans des 

conditions contrôlées identiques à celles utilisées pour les plantes. Les élevages étaient 

maintenus dans des boîtes en Plexiglas® ventilées (36 x 24 x 11 cm).  

 

Le psylle du poirier Cacopsylla pyri 

Les psylles du poirier font partie des insectes ravageurs les plus importants du poirier ; trois 

espèces principales – Cacopsylla pyri, Cacopsylla pyricola Foerster et Cacopsylla bidens 

(Psyllidae) Šulc - sont responsables de la majorité des dégâts occasionnés par les psylles sur les 

poiriers. Elles sont principalement répandues en Europe, en Amérique du Nord et au Moyen-

Orient. Le cycle de développement de C. pyri est représenté sur la Figure 11 ; il s’effectue dans 

son ensemble sur le poirier, et l’hivernation est réalisée par les adultes. Les larves passent par 

cinq stades, les plus jeunes étant presque entièrement enveloppés de miellat. Après la dernière 

mue, les larves se transforment en adultes mâles ou femelles, qui sont capables de se reproduire 

sexuellement en quelques jours (Hodkinson, 2009). En fonction de la durée de la saison et du 

climat, C. pyri peut avoir trois à quatre générations par an. 

 

 

Figure 11 : Cycle de C. pyri (Tougeron et al., 2021) 

 

La population de C. pyri (utilisée dans le chapitre 3, partie 1 et 2) a été initialement collectée 

en 2013 dans le verger expérimental de poiriers du Proefcentrum voor Fruitteelt, Sint-Truiden, 

Belgique.  

Les psylles ont été élevées en chambre climatisée dans des conditions contrôlées identiques à 

celles utilisées pour les plantes. L’élevage était maintenu dans des boîtes en Plexiglas® 

ventilées (36 x 24 x 11 cm). 
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II. 1. c. Les parasitoïdes de pucerons : Aphidius matricariae et Ephedrus cerasicola 

Les Hyménoptères Aphidius matricariae (Braconidea) Haliday et Ephedrus cerasicola 

(Braconidea) Stary sont deux espèces de parasitoïdes de pucerons. Ce sont des endoparasitoïdes 

solitaires, c’est-à-dire qu’une seule larve se développe à l’intérieur du puceron-hôte. Ils sont 

koïnobiontes, c’est-à-dire que leur hôte continue à se développer après l’oviposition du 

parasitoïde. Ces deux espèces sont connues pour parasiter et se développer avec succès dans D. 

plantaginea (Hullé et al., 2020). Un cocktail de ces deux espèces de parasitoïdes a d’ailleurs 

été développé pour contrôler D. plantaginea en vergers de pommiers (Tougeron et al., 2022).  

Les parasitoïdes des deux espèces A. matricariae et E. cerasicola ont été gracieusement fournis 

par VIRIDAXIS (Gosselie, Belgique). Les parasitoïdes étaient réceptionnés sous forme de 

momies et individuellement transférés dans des tubes en plastique (7,5 x 1,3 cm) bouchés par 

un morceau de coton. Après émergence, les parasitoïdes étaient sexés et l’accouplement permis 

en regroupant deux mâles pour trois femelles dans le même tube. Les parasitoïdes étaient 

nourris ad libitum avec une solution 1 : 1 eau : miel (volume/volume) jusqu’à leur utilisation 

pour les expériences 4 ± 1 jours post-émergence. Ils étaient maintenus dans une enceinte 

climatisée (Panasonic, Versatile Environmental Test Chamber MLR-352H, 294 L) dans des 

conditions contrôlées (température 20 ± 1°C ; 60 ± 5 % d’humidité relative (RH) ; photophase 

de 16 h et 35 PPFD).  

 

II. 2. : Méthodes expérimentales 

Les méthodes expérimentales utilisées dans les différents chapitres de la thèse seront présentées 

de manière exhaustive dans cette section. Le Tableau 2 ci-dessous dresse l’inventaire des 

méthodes utilisées, répertoriées par étude. 
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Tableau 2 : Détail du matériel biologique et des paramètres étudiés, déclinés par chapitre 

 

Plantes étudiées 
Modèles 

d’insectes 
Comportement du phytophage 

Traits 

d’histoire de 

vie du 

phytophage 

Parasitoïde 

Chapitre 3. Les huiles essentielles : des perturbateurs du comportement des Hémiptères 

Partie 1 : Diffusion d’huile essentielle d’ail 
M. domestica (cv. Jonagold) 

P. communis (cv. Durondeau) 

D. plantaginea 

C. pyri 

Comportement alimentaire (EPG), 

Locomotion (test de choix) 
  

Partie 2 : Injection d’huile essentielle de cannelle 

dans le tronc 

M. domestica (cv. Jonagold) 

P. communis (cv. Durondeau) 

D. plantaginea 

C. pyri 
Comportement alimentaire (EPG) Masse, Survie  

Chapitre 4. Perturbation par les biopesticides : exemple des lipopeptides 

Partie 1 : Effets des lipopeptides sur les pucerons M. domestica (cv. Jonagold) D. plantaginea 
Comportement alimentaire (EPG), 

Locomotion (vélocité, dispersion) 

Mortalité  

(à 1h et 24h) 
 

Partie 2 : Effets des Surfactines sur les pucerons  

et conséquence sur la sélection de l’hôte par les 

femelles parasitoïdes 

V. faba (cv. Axel) 
A. fabae 

A. matricariae 

Comportement alimentaire (EPG), 

Locomotion (vélocité, dispersion) 

Mortalité  

(à 1h et 24h) 

Comportement 

de choix d’hôte 

Chapitre 5. Perturbations comportementales à travers la résistance des plantes et conséquences sur les interactions multitrophiques 

Partie 1 : Effet bottom-up de la résistance 

variétale du pommier domestique sur les 

pucerons et les parasitoïdes 

M. domestica (cv. Gala, 

Ariane, Green Sleeves) 

D. plantaginea 

E. cerasicola 

 

Comportement alimentaire (EPG) 

Masse, Taux 

de 

lipides,Périod

e pré-

reproductive 

Durée de 

développement, 

Sex-ratio, Taille 

des tibias, 

Charge en œufs 

Partie 2 : Lien entre structure génétique des 

populations de pommiers sauvages et 

comportement alimentaire des pucerons 

M. domestica (croisement de 

variétés) 

M. sylvestris (3 populations : 

danoise, française, roumaine) 

D. plantaginea 

 
Comportement alimentaire (EPG) 

Masse, 

Survie, 

Fécondité 
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II. 2. a. Etudes physiologiques et morphométriques 

Synchronisation des pucerons 

Des cohortes de pucerons d’âges connus étaient utilisées pour toutes les expériences. Des larves 

d’âge connu et synchronisées ont été obtenues en plaçant des femelles adultes 

parthénogénétiques pendant 24 heures sur des plantes d’élevage avant de les retirer. Les larves 

étaient ensuite laissées en développement jusqu’à leur utilisation pour les expériences soit au 

troisième stade larvaire dans le cadre des expériences les impliquant en tant qu’hôtes pour les 

parasitoïdes, soit en tant que jeunes adultes pour toutes les autres expériences (pucerons âgés 

de 4 et 10 jours, respectivement). 

 

Suivis des pucerons en « clip-cages » et mesure de leurs traits d’histoire de vie 

Pour ce qui est de l’étude de la Période Pré-Reproductive (PRP ; durée entre le moment où un 

individu est larviposé et l’initiation de sa reproduction), des pucerons adultes prélevés de 

l’élevage de masse étaient placés pendant 24h sur les plantes hôtes étudiées (i.e. les trois 

différents cultivars utilisés dans l’étude du chapitre 5, partie 1), et les larves néonates ainsi 

produites étaient ensuite isolées en « clip-cage » au bout de 3-4 jours. Les observations étaient 

menées toutes les 24 h jusqu’à ce que les pucerons larviposent à leur tour, étant ainsi considérés 

comme ayant atteint le stade adulte. Les « clip cages » ont été construites en utilisant un cylindre 

en acrylique transparent (15 mm de diamètre, 8 mm de profondeur) couvert sur le dessus par 

une gaze en nylon (Figure 12). Du feutre a été utilisé comme barrière physique entre le cylindre 

et la surface de la feuille. Le cylindre était fermé par un disque en plastique de 20 mm de 

diamètre. Le cylindre et le disque étaient tenus ensemble par une pince cosmétique Mezzo®.  

 

a)   b)   

Figure 12 : a) Schéma (Chesnais, 2016) et b) photographie d’un dispositif de suivi des 

pucerons en « clip-cage »  

 

La survie et la fécondité de pucerons adultes d’âges connus (10 ± 1 jours), maintenus 

individuellement sur leur plante hôte à l’aide d’une clip-cage, ont été mesurées sur une période 
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équivalente à celle de leur période PRP (Le Roux et al., 2004), soit 10 jours pour D. 

plantaginea. Ces expériences ont été effectuées dans une salle climatisée en conditions 

contrôlées (20 ± 1° C et 60 ± 5 % d'humidité relative en photophase 16:8 L:D). Cette 

méthodologie a été utilisée dans le chapitre 5, partie 2. Dans le chapitre 3, partie 2, cinq 

individus de D. plantaginea ou cinq individus de C. pyri étaient groupés dans une même clip-

cage où leur survie a été suivie sur dix jours consécutifs. 

Dans le chapitre 4, la mortalité des pucerons exposés à des lipopeptides a été évaluée à 1h et 

24h post-exposition. Le pourcentage de mortalité à 1 h (défini ici comme la mortalité survenant 

dans l'heure qui suit l'exposition) a été évalué comme le nombre de pucerons morts divisé par 

le nombre de pucerons traités. Les pucerons étaient ensuite transférés soit sur un milieu artificiel 

(Febvay et al., 1988; Down et al., 1996) pour D. plantaginea, ou sur une boite de Petri contenant 

une feuille de V. faba sur gélose pour A. fabae. A 24 heures après l'application topique, le 

pourcentage de mortalité a été calculé comme le nombre total de pucerons morts (nombre de 

pucerons enregistrés morts à la fois à 1 heure et 24 heures après l'exposition) divisé par le 

nombre total de pucerons initialement traités.  

Dans le chapitre 3, partie 2 et dans le chapitre 5, partie 1, les masses individuelles des pucerons 

et des psylles, préalablement conservés à -20°C, ont été déterminées à l'aide d'une microbalance 

de précision Mettler Toledo MT5 (Max : 3g, mini : mini = 1 µg, d = 1 µg). Dans le chapitre 5, 

partie 2, la masse des pucerons, préalablement conservés à -80°C, a été mesurée grâce à une 

microbalance de précision Mettler Toledo M3 (class1, Max : 3 g, mini = 1 µg, d = 1 µg). 

 

Mesure des traits d’histoire de vie des parasitoïdes 

Dans le chapitre 5, partie 1, la durée de développement, la taille des tibias, le sex-ratio et la 

charge en œufs des parasitoïdes ont été mesurés.  

Trois femelles et deux mâles étaient relâchés dans une cage pop-up (30 x 30 x 30 cm ; 

Vermandel, Pays-Bas) contenant une plante sur laquelle étaient présentes 25 à 40 larves de D. 

plantaginea agées de 4 jours. Ces parasitoïdes parentaux étaient laissés 48h dans la cage, puis 

étaient retirés. Les larves hôtes étaient observées toutes les 24 h et une fois que les momies 

commençaient à se former, ces dernières étaient retirées de la plante et isolées individuellement 

dans des tubes en plastique (7,5 x 1,3 cm) bouchés par un morceau de coton. Les momies isolées 

étaient ensuite observées toutes les 24 heures jusqu’à émergence de l’adulte ; le sexe de 

l’individu était relevé et la durée de son développement était alors calculée comme la durée 

écoulée entre le lâcher des parasitoïdes parentaux et l’émergence du descendant adulte. 

Le jour de l'émergence, les parasitoïdes mâles étaient conservés individuellement dans un 

congélateur à -80°C. Les femelles émergées étaient placées individuellement dans un tube 

plastique (7,5 x 1,3 cm) pendant 48h en condition contrôlée (20 ± 1° C et 60 ± 5 % d'humidité 

relative en photophase 16:8 L:D) avec une boule de coton imbibée du mélange eau/miel pour 

les nourrir, afin de les laisser développer leur stock d'œufs avant de les placer individuellement 
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dans un congélateur à -80°C. La taille du tibia des parasitoïdes (Chesnais et al., 2015) a été 

mesurée sous stéréomicroscope (LEICA M165 C) équipé d’un oculaire micrométrique (x 10). 

Les femelles étaient placées dans une goutte de NaCl (9‰), les ovaires étaient retirés de 

l'abdomen et disséqués afin les vider de leurs œufs, qui étaient ensuite comptés sous un 

stéréomicroscope (LEICA M165 C) équipé d’un oculaire micrométrique (x 10). La charge en 

œufs de chaque femelle était exprimée en nombre total d’œufs matures contenus dans 

l’ensemble de ses deux ovaires. 

 

II. 2. b. Etudes comportementales sur les insectes 

Comportement de locomotion - Tests de choix 

Le comportement de locomotion des pucerons et des psylles, en terme de choix entre différentes 

sources (plante hôte, huile essentielle, etc. ; chapitre 3, partie 1) a été testé dans un dispositif 

permettant des stimuli de contact, olfactifs et visuels, selon un protocole adapté de Baudry et 

al. (2021) (Figure 13).  

 

 

Figure 13 : Représentation schématique du dispositif d’étude du choix des pucerons ou des 

psylles 

 

Ce dispositif consistait en un pont en plastique noir (12 × 2 cm) permettant à l'insecte de se 

déplacer entre deux sources comprenant soit une feuille supérieure de la plante hôte, soit un 

diffuseur en caoutchouc seul, soit une combinaison des deux. Chaque diffuseur était suspendu 

à l'aide d'un fil de fer inséré dans le substrat du pot, à une hauteur correspondant à celle des 

feuilles supérieures (c'est-à-dire 5-10 cm) et situé à 2 cm de la feuille placé à proximité du pont 

en plastique. Un seul Hémiptère a été placé au milieu du pont reliant les deux sources pour 
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chaque test. Chaque individu a été observé pendant 5 min ou jusqu'à ce qu'il ait fait un choix 

(c'est-à-dire le contact avec la feuille de la plante hôte placée à proximité du pont en plastique 

ou l'atteinte d'une extrémité de ce dernier si la source testée ne comportait pas de plante hôte). 

Le temps de latence entre le dépôt de chaque insecte sur le pont et le choix effectué a également 

été enregistré. Les insectes ne répondant pas ont été comptés (c'est-à-dire ceux qui n'avaient pas 

fait de choix dans les 5 minutes de l’expérience). Pour minimiser les stimuli externes, les parois 

du dispositif étaient recouvertes de papier blanc. Les sources testées ont été placées au hasard 

afin d'éviter tout biais potentiellement dû à l'effet de leur position. 

 

Comportement de locomotion - Vélocité, dispersion 

Afin d'étudier l'effet sublétal de l'exposition aux lipopeptides sur le comportement locomoteur 

des pucerons (chapitre 4, parties 1 et 2), le comportement de dispersion et la vitesse des 

pucerons pré-exposés aux lipopeptides ont été suivis sur une arène cible selon la méthodologie 

de Chesnais et al. (2020). Un seul puceron a été déposé au centre d'une arène expérimentale 

(285 mm de diamètre), divisée en dix cercles concentriques ("zones spatiales") distants de 15 

mm. Chaque puceron était déposé sur une plaque de verre transparente placée sur l'arène, ce 

qui permettait de nettoyer la surface du verre avec de l'éthanol puis de l'eau tous les cinq 

enregistrements. Afin de minimiser les stimuli externes, l'arène a été placée entre quatre "murs" 

en « carton plume » (45 cm de haut, 5 mm d’épaisseur). Pour chaque puceron, le temps mis 

pour traverser une zone spatiale particulière pendant un maximum de 300 s (paramètre 

"vélocité") et la zone maximale atteinte (paramètre "dispersion") ont été déterminés. Le test 

était terminé (i) si le puceron traversait la 10ème zone spatiale et quittait l'arène, ou (ii) à la fin 

des 300 s. Tous les pucerons restant dans le cercle d'introduction pendant la totalité des 300 s 

étaient considérés comme "non-répondants".  

  

Comportements alimentaires des pucerons et des psylles 

Une photographie du dispositif d’électropénétrographie utilisé pour toutes les expériences est 

présentée Figure 14. Une électrode constituée d'un fil de cuivre de 2 cm de long soudé à la tête 

d'un clou en laiton de 2,2 mm de diamètre a été utilisée pour câbler les insectes. L'autre 

extrémité de l'électrode était constituée d'un mince fil d'or de 20 μm de diamètre et de 2 cm de 

long collé à la partie fil de cuivre de l'électrode. Une gouttelette de colle d'argent conductrice à 

base d'eau a été utilisée pour fixer le fil d'or au fil de cuivre de l'électrode et une autre a été 

déposée sur l'abdomen des pucerons pour les fixer à l'extrémité du fil d'or avec de la colle 

d'argent (toutes deux fournies par EPG Systems). Huit pucerons ont été connectés 

individuellement au boîtier d’amplification DC-EPG Giga-8 (EPG Systems), chacun étant placé 

sur la face abaxiale d'une feuille de leur plante hôte respective. Les enregistrements ont été 

effectués en continu pendant 8 h au cours de la photophase à l'intérieur d'une cage de Faraday, 

dans des conditions contrôlées (20 ± 1° C et 60 ± 5 % d'humidité relative en photophase 16:8 
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L:D). Les données EPG ont été numérisées à l'aide d'une carte analogique-numérique DatQ 

Instruments DI-710-UH et enregistrées avec le logiciel Stylet + (EPG Systems), à une fréquence 

d'échantillonnage de 100 Hz, des impédances d'entrée (Ri) de 109 ohms (Ω) et en courant 

continu. L'analyse des formes d'onde EPG a été réalisée à l'aide du logiciel Stylet +. Les 

paramètres des formes d'onde enregistrées ont été calculés avec le logiciel EPG-Calc version 

6.1.7.  

 

 

Figure 14 : Photographie du dispositif EPG, système Malus domestica/Dysaphis plantaginea 

 

Comportement de sélection de l’hôte par les parasitoïdes 

Afin d'évaluer si les femelles d'A. matricariae seraient capables de discriminer entre les 

pucerons exposés aux Surfactines et ceux non-exposés (chapitre 4, partie 2), une femelle A. 

matricariae standardisée (émergée depuis trois jours, et mise en présence de deux mâles 

pendant deux jours pour garantir un accouplement) a été introduite dans une arène de test qui 

consistait en une boîte de Petri en plastique de 90 mm de diamètre, contenant une feuille de V. 

faba incorporée dans de la gélose à 1,5% sur laquelle 20 larves (âgés de 4 jours) pré-exposées 

(dix exposées à une solution de Surfactines à 1 g L-1, dix exposées à la solution de contrôle) 

avaient été déposées 1 heure avant le début de l'expérience. Une gouttelette de peinture à base 

d'eau (bleue ou rouge, Posca PC-5M) avait été préalablement déposée sur l'abdomen de chaque 

puceron pour distinguer les larves exposées aux Surfactines et celles exposées à la solution 

contrôle. Les couleurs ont été permutées chaque jour pour éviter un effet de la couleur sur la 

sélection de l'hôte par les femelles parasitoïdes. Les observations ont commencé 

immédiatement après l’introduction de la femelle parasitoïde dans la boîte de Petri et ont duré 

10 minutes. Le temps avant le premier élément comportemental enregistré (temps de latence) 



38 

 

et le premier choix (premier puceron avec lequel la femelle parasitoïde a débuté la séquence de 

comportement impliqué dans la sélection de l’hôte) ont été notés. La fréquence et la séquence 

des comportements suivants ont ensuite été enregistrées : examen antennaire (AE), flexion de 

l'abdomen (AB) et insertion de l'ovipositeur (OI). L'insertion de l'ovipositeur a été enregistrée 

chaque fois qu'une femelle parasitoïde entrait en contact physique avec un puceron à l'aide de 

son ovipositeur, tout en adoptant une position de ponte (flexion de l'abdomen). Pour l'analyse 

statistique du comportement de sélection de l’hôte, les comportements ont été considérés 

comme une série d'événements et seul l'événement final a été enregistré (par exemple, si une 

femelle parasitoïde a examiné à l’aide de ses antennes un puceron et a ensuite plié son abdomen, 

cela a été noté comme AB et non comme AE + AB). Pour évaluer la proportion d'OI résultant 

en une vraie ponte (OV), tous les pucerons piqués par une femelle ont été systématiquement 

disséqués dans une goutte de solution de NaCl (9‰) sous une loupe binoculaire pour calculer 

le taux de ponte réel (%_OV = nombre d'OV/nombre d'OI). 

 

II. 2. c. Analyses biochimiques 

Dosage des lipides de pucerons 

La quantification de la teneur en lipides a été réalisée sur des larves de 4 jours et des pucerons 

adultes de 10 jours. Les pucerons ont été lyophilisés à -20°C dans des flacons Eppendorf de 0,5 

ml. Ils ont ensuite été pesés individuellement à 0,01 mg près pour obtenir leur masse fraîche à 

l'aide d'une microbalance de précision Mettler Toledo MT5 (Max : 3g, mini : mini = 1 µg, d = 

1 µg). Ensuite, ils ont été séchés pendant 3 jours à 60°C pour obtenir leur masse sèche 

individuelle. Pour l'extraction des lipides, chaque puceron a été placé dans un tube Eppendorf 

contenant 1ml de solution de chloroforme/méthanol (1:2 v/v) et agité pendant 2 semaines. Après 

cela, les pucerons ont été mis à sécher à 60°C pendant 12h pour éliminer les restes de la solution 

précédente. Le contenu lipidique individuel (µg) a été calculé comme la différence de masse 

avant et après l'extraction des lipides. La teneur individuelle en lipides (%) a été calculée comme 

le contenu lipidique divisé par la masse sèche. Enfin, la teneur individuelle en eau (%) a été 

calculée comme la masse d'eau (masse fraîche - masse sèche) divisée par la masse fraîche. Cette 

méthodologie a été utilisée dans le chapitre 5, partie 1. 

 

II. 2. d. Analyses statistiques 

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel R, version 3.6.2 puis 4.2.1 

(The R Foundation, https://www.r-project.org/). R studio a été utilisé comme environnement 

de développement (RStudio Inc, https://www.rstudio.com/). 

La liste exhaustive des tests réalisés dans le cadre de cette thèse est détaillée dans le Tableau 3. 

https://www.r-project.org/
https://www.rstudio.com/
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Des khi² d’homogénéité sont classiquement réalisés afin de vérifier que les répartitions de 

différents effectifs sont équivalentes. Cette méthode a été utilisée pour tester la significativité 

des différences de sex-ratio, de mortalité ou de choix. 

Des test U de Mann-Whitney pour échantillons non-paramétriques indépendants ont été utilisés 

pour la masse des pucerons et parasitoïdes, chapitre 3, partie 2, et pour le premier choix par les 

femelles parasitoïdes chapitre 4, partie 2. 

Des modèles linéaires généralisés (GLM) ont été utilisés pour l’étude de paramètres 

comportementaux et physiologique, en veillant à renseigner le modèle de distribution adapté au 

paramètre étudié (voir le Tableau 3 pour le détail). 

Des régressions de Cox ont été utilisées pour analyser les données temporelles telles que la 

survie ou le temps d’accès à certains tissus de la plante en EPG. 

Enfin, notamment dans des comparaisons deux à deux, des tests de permutations de Monte-

Carlo ont été réalisés. 
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Tableau 3 : Détail des analyses statistiques utilisées dans la thèse, déclinées par chapitre 

 
Comportement du phytophage 

Traits d’histoire de vie du 

phytophage 
Parasitoïde 

Chapitre 3. Les huiles essentielles : des perturbateurs du comportement des Hémiptères 

Partie 1 : Diffusion d’huile essentielle d’ail 

Comportement alimentaire (EPG) 

 Régression de Cox pour les données 

temporelles 

 Test de permutation pour les autres données 

Choix 

 GLM (distribution : binomiale) 

  

Partie 2 : Injection d’huile essentielle de cannelle 

dans le tronc 

Comportement alimentaire (EPG) 

 Régression de Cox pour les données 

temporelles 

 GLM pour les autres paramètres (pour les 

occurrences, distribution : Poisson ; pour les 

durées, distribution : gamma) 

Masse 

 Mann-Whitney 

Survie 

 GLM (distribution : 

Poisson) 

 

Chapitre 4. Perturbation par les biopesticides : exemple des lipopeptides 

Partie 1 : Effets des lipopeptides sur les pucerons 

Comportement alimentaire (EPG), Locomotion 

(vélocité, dispersion) 

 Test de permutation 

Mortalité (à 1 et 24h) 

 Vraisemblance pénalisée de 

Firth 

 

Partie 2 : Effets des Surfactines sur les pucerons 

et conséquence sur la sélection de l’hôte par les 

femelles parasitoïdes 

Comportement alimentaire (EPG), Locomotion 

(vélocité, dispersion) 

 Test de permutation 

Mortalité (à 1 et 24h) 

 Khi² 

Temps de latence 

 Régression de Cox  

Premier choix, Taux 

d’oviposition 

 Khi² 

Comportement du choix de l’hôte 

 Mann-Whitney 
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Chapitre 5. Perturbations comportementales à travers la résistance des plantes et conséquences sur les interactions multitrophiques 

Partie 1 : Effet bottom-up de la résistance 

variétale du pommier domestique sur les 

pucerons et les parasitoïdes 

Comportement alimentaire (EPG) 

 Régression de Cox pour les données 

temporelles 

GLMM pour les comparaisons entre les 3 

cultivars de M. domestica (pour les occurrences, 

distribution : Poisson ; pour les durées, 

distribution : gamma) 

Masse fraiche, contenu 

lipidique, teneur en lipides, 

teneur en eau 

 GLMM (distribution : 

gaussienne) 

Période pré-reproductive 

- Régression de Cox 

Durée de développement 

 Régression de Cox 

Sex-ratio 

 GLMM (distribution : 

binomiale) 

Taille des tibias 

 GLMM (distribution : 

gaussienne) 

Charge en œufs 

 GLMM (distribution : 

Poisson) 

Partie 2 : Lien entre structure génétique des 

populations de pommiers sauvages et 

comportement alimentaire des pucerons 

Comportement alimentaire (EPG) 

 Régression de Cox pour les données 

temporelles 

 GLM pour les comparaisons entre les 3 

populations de M. sylvestris et M. domestica 

(pour les occurrences, distribution : Poisson ; 

pour les durées,distribution : gamma) 

Test de permutation pour les comparaisons entre 

les deux groupes de pommiers proches 

génétiquement 

Masse 

 GLM (distribution : 

gamma) 

Survie 

 Régression de Cox 

Fécondité 

 GLM (distribution : 

Poisson) 

 



42 

 

Chapitre 3. Les huiles essentielles : des perturbateurs du 

comportement des Hémiptères 

 

 

 

 

Figure 15 : Leviers basés sur l’utilisation d’huiles esssentielles 
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Présentation de l’étude et principaux résultats : 

Au cours de la colonisation de la plante hôte par les Hémiptères phloèmophages, des médiateurs 

chimiques vont moduler le processus le processus de sélection de la plante. Les médiateurs 

perçus vont varier en fonction de l’étape de la colonisation : avant le contact avec la plante les 

Hémiptères vont percevoir des COV émis par la plante, puis une fois en contact avec cette 

dernière des composés de surface, durant les phases de sondage des cellules du mésophylle, des 

métabolites secondaires, et enfin une fois le phloème atteint, les éléments nutritifs (métabolites 

primaires et sels minéraux) et les métabolites secondaires déterminant la qualité de la sève. Si 

des médiateurs chimiques n’appartenant pas à la plante hôte sont perçus, cette plante sera rejetée 

et la colonisation de la plante interrompue (Powell et al., 2006). Dans une perspective 

agronomique de protection des cultures, ces médiateurs chimiques non-hôtes peuvent provenir 

de plantes compagnes ou d’huiles essentielles. Dans ce chapitre nous avons choisi d’explorer 

plus spécifiquement les méthodes basées sur le recours aux huiles essentielles. 

Les huiles essentielles comprennent des métabolites secondaires synthétisés par certaines 

familles de plantes, comme les Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, 

Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae et Piperaceae (Baser & Buchbauer, 2009; 

Nerio et al., 2010). Ces métabolites sont des composés volatils complexes qui peuvent être 

synthétisés par tous les organes végétaux et peuvent être stockés dans des cellules sécrétrices, 

des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires (Bakkali et al., 2008). Beaucoup de 

ces composés ont des fonctions écologiques, que ce soit en tant que messagers internes, 

substances défensives, ou substances attractives pour les pollinisateurs et les ennemis naturels 

des ravageurs (Harrewijn et al., 2002). Les huiles essentielles peuvent contenir une vingtaine à 

une soixantaine de composants, présents à des concentrations différentes. Pour une huile 

essentielle donnée, deux à trois composants majoritaires représentent 20 à 70% des composants 

de l’huile, et en déterminent généralement les propriétés biologiques (Bakkali et al., 2008), bien 

que les composés minoritaires puissent participer à l’augmentation des effets de l’huile 

essentielle et qu’il existe des effets synergiques entre les différents composés.  

Les effets de ces huiles sur les ravageurs dépendent notamment de leur mode d’exposition : 

inhalation, ingestion ou contact topique. Le travail de Mossa (2016) présente une revue 

bibliographique sur le sujet dont est faite une synthèse dans la suite de ce paragraphe. 

L’ensemble des effets des huiles essentielles sur les insectes ravageurs ont été observés 

principalement contre des insectes appartenant aux ordres des Lépidoptères, Diptères, 

Coléoptères et des Hémiptères. Les activités insecticides seraient liées aux forts taux de 

terpénoïdes, qui représentent la majeure partie des composants des huiles essentielles, 

notamment les monoterpénoïdes et les sesquiterpènes. Ces composés peuvent perturber le 

fonctionnement du système nerveux des insectes, en interagissant avec différents 

neurotransmetteurs telle que l’octopamine ou en perturbant l’activité de l’acétylcholinestérase. 

Au-delà de leurs effets neurotoxiques, les huiles essentielles et leurs composés ont des 

propriétés similaires à l'hormone juvénile et peuvent aussi agir comme des régulateurs de la 
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croissance des insectes. Les Lépidoptères sont les insectes les plus sensibles à cet effet des 

huiles essentielles, qui peut être obtenu lorsque l’insecte est exposé par ingestion ou inhalation. 

Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber le potentiel de ponte des insectes, le taux d'éclosion 

des œufs et leur croissance (masse plus faible, allongement de la période larvaire). Au-delà d’un 

effet sur les traits d’histoire de vie, les huiles essentielles impactent grandement le 

comportement des insectes. Lorsqu’elles sont présentes dans l’air ou dans le substrat de ponte, 

les huiles essentielles peuvent perturber le comportement d’oviposition des insectes, ce qui peut 

à terme permettre de réduire la population d’un ravageur. Les effets répulsifs des huiles 

essentielles et ceux sur le comportement alimentaire sont bien décrits dans la littérature pour 

les Coléoptères et les Lépidoptères (Mossa, 2016). En ce qui concerne les Hémiptères, tandis 

que de nombreuses études ont mis en avant les effets des huiles essentielles sur leur 

comportement locomoteur (voir par exemple : Oulebsir-Mohandkaci & Kaki, 2015; Jiang et 

al., 2016; Diaz-Montano et al., 2007; Mann et al., 2011), à notre connaissance très peu d’études 

existent quant aux effets des huiles essentielles sur le comportement alimentaire des pucerons 

et des psylles. Aboalfayah et Samara (2022) ont monté que suite à une vaporisation d’huile 

essentielle de lavande, d’eucalyptus Eucalyptus globulus (Myrtaceae) Labill. et de moutarde, 

l’ingestion de sève phloèmienne était retardée pour M. persicae. Cependant, Hori (1996) a lui 

monté que les huiles essentielles d’ail Allium sativum (Amaryllidaceae) L. et d’oignon Allium 

cepa (Amaryllidaceae) L., lorsqu’elles étaient incorporées dans une diète artificielle, n’avaient 

pas de pouvoir antiappétant envers M. persicae.  

Du fait de leur répulsivité, les huiles essentielles peuvent perturber la phase de localisation de 

la plante, soit la première étape de la colonisation de la plante hôte par les Hémiptères. Du fait 

de leur antiappétance ou de leur toxicité, les huiles essentielles peuvent aussi empêcher 

l’acceptation finale de la plante lorsque les produits sont déposés sur la plante ou présents dans 

ses tissus. Selon le mode d’exposition, les perturbations potentielles de la localisation de la 

plante à distance se produisent si l’insecte inhale les COV, tandis que les effets sur l’acceptation 

de la plante hôte sont plutôt obtenus suite à l’ingestion de l’huile essentielle. Dans ce chapitre 

nous avons conduit deux études afin de caractériser les effets perturbateurs des huiles 

essentielles sur la capacité de colonisation des Hémiptères ravageurs de vergers selon deux 

modes d’exposition, par inhalation et par ingestion. Dans les deux études les effets des huiles 

essentielles ont été évalués sur le puceron cendré du pommier D. plantaginea et le psylle du 

poirier C. pyri. 

Dans le premier article de ce chapitre, afin d’étudier la perturbation comportementale induite 

par l’inhalation des huiles essentielles, le comportement d’orientation et alimentaire des 

pucerons et des psylles a été étudié en présence de diffuseur contenant une huile essentielle, 

permettant un relargage des COV dans l’atmosphère. L’huile essentielle sélectionnée était une 

huile essentielle d’ail A. sativum, dont la répulsivité a été démontrée sur de nombreux ravageurs 

(Nerio et al., 2010; Chaubey, 2014; Mobki et al., 2014; Plata-Rueda et al., 2017). Nos résultats 

montrent que l’huile essentielle utilisée dans notre étude était intrinsèquement répulsive et 

semblait masquer l’attractivité de la plante hôte. Cependant les COV de cette huile essentielle 
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ne semblent pas capables d’empêcher complètement la localisation des plantes dans la mesure 

où quand l’insecte était confronté à un choix entre une plante hôte associée à une huile 

essentielle d’ail versus une plante hôte seule, cette dernière n’était pas préférée. La présence 

des COV d’une huile essentielle d’ail a perturbé le comportement alimentaire des deux 

Hémiptères, principalement dans les tissus superficiels des plantes hôtes, laissant supposer un 

dépôt des COV à la surface des feuilles. Un retard d’accès au phloème a été observé pour les 

pucerons et les psylles ainsi qu’une durée d’ingestion de sève phloèmienne réduite, dans ce cas 

seulement pour les psylles. 

Dans le deuxième article de ce chapitre, afin d’étudier l’effet antiappétant des huiles 

essentielles, leur injection dans le système vasculaire de l’arbre nous a semblé pertinent afin 

que les pucerons et les psylles y soient exposés durant leur activité alimentaire. Le 

comportement alimentaire de D. plantaginea et C. pyri a été analysé sur deux pas de temps 

différents car les effets de l’injection de l’huile essentielle dans les pommiers semblent être 

dynamiques dans le temps (Werrie et al., 2021). Une huile essentielle de cannelle de Chine 

Cinnamomum cassia (Lauracea) J. Presl a été sélectionnée pour ses effets notamment 

antiappétants (Huang & Ho, 1998; Kim et al., 2003; Lee et al., 2008) et sa faible phytotoxicité. 

La répercussion de la perturbation du comportement alimentaire sur la survie et la masse des 

pucerons et des psylles a aussi été explorée. L’injection de l’huile essentielle, du fait de son 

caractère antiappétant, a drastiquement réduit le nombre de pucerons ingérant de la sève 

phloèmienne et entrainé leur mort par famine. Chez les psylles, l’activité dans le phloème n’était 

pas modifiée, mais autour du quatrième jour suivant l’injection de l’huile essentielle, le taux de 

survie des psylles s’est mis à diminuer sur les arbres injectés probablement à cause des 

propriétés toxiques de l’huile essentielle. Ces résultats sur pucerons et psylles suggèrent très 

fortement qu’une translocation de l’huile essentielle a eu lieu du xylème (dans lequel elles ont 

été injectées) au phloème. Suite à la période de dix jours durant laquelle la survie des pucerons 

et des psylles a été relevée, aucun impact n’a été observé sur la masse, et ce pour les deux 

espèces d’Hémiptères étudiées. Il est possible que les seuls survivants qui avaient été soumis 

aux plantes injectées soient plus résistants vis-à-vis de l’huile essentielle et seraient donc moins 

affectés par ses effets, ce qui pourrait expliquer l’absence de différence de masse entre les 

insectes élevés sur les plantes injectées et ceux élevés sur les plantes témoins. 
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Abstract 

Essential oils (EOs) are promising sources of effective bioactive compounds for insect pest 

control, especially in heavily treated agrosystems like orchards. Plants belonging to the 

Amaryllidaceae family – onion, garlic (Allium sativum L.), and others – present an interesting 

potential in apple (Malus domestica Borkh.) and pear (Pyrus communis L., both Rosaceae) tree 

integrated pest management due to the repellent and deterrent properties of their chemical 

compounds. This study explores the potential disruption by garlic EOs of the behavior of two 

hemipteran pests towards their host trees: rosy apple aphid, Dysaphis plantaginea (Passerini) 

(Aphididae), on cultivated apple, and pear psyllid, Cacopsylla pyri (L.) (Psyllidae), on pear. 

Effects on orientation and feeding behavior were evaluated using choice tests and the 

electropenetrography (EPG) technique. The results revealed that garlic EOs delivered through 

rubber dispensers were intrinsically repellent, but when combined with the attractive host plant, 

the repellents and attractants canceled each other out for the two studied hemipterans. Garlic 

EOs caused disruptions in the feeding behavior of the two insects, particularly the psyllids, 

which showed a decrease in phloem sap intake. This study highlights the mechanisms disrupting 

the process of host-plant colonization, in particular the possible masking of host-locating cues 

or the involvement of confusing chemical stimuli due to EO volatiles. 
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1. Introduction 

Manipulating the odorscape of insects is a key component of most pest control strategies. It can 

be achieved using natural chemical products such as those emitted by non-host plants (Conchou 

et al., 2019). In particular, companion plants can disrupt the pest olfactory environment, owing 

to the chemical masking properties and/or repelling effects of non-host volatile organic 

compounds (VOCs) they naturally emit when associated with focal crops (Parker et al., 2013). 

Exploiting other sources of non-host plant-derived odors can be attained with essential oils 

(EOs) that provide a wide range of bioactive compounds. Distilled from plants, EOs are highly 

volatile secondary metabolites that may play a key role in plant-insect interactions, such as 

alkaloids, amides, chalcones, flavones, kawapirones, lignans, neolignans, or phenols (Parmar 

et al., 1997; Isman, 2000; Martínez et al., 2015). Their lipophilic nature confers a broad range 

of action, enabling them to alter a variety of metabolic, biochemical, and physiological 

functions in insects (Tripathi et al., 2009). The EOs can disrupt insect olfactory and/or gustatory 

systems and render their host plant unattractive, unpalatable, or unsuitable for reproduction 

(Gabryś et al., 2006; Bedini et al., 2020).  

The effects of Allium spp. EOs, especially from garlic (Allium sativum L., Amaryllidaceae), on 

insect physiology and behavior have been studied extensively. Whether sprayed on the plants, 

fumigated, or topically applied to insects, garlic EOs display insecticidal properties against 

several orders including Blattodea, Isoptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, and Hemiptera 

that can affect all developmental stages (Regnault-Roger & Hamraoui, 1995; Hori, 1996; 

Alghamdi, 2018; Bedini et al., 2020; Sedthapong et al., 2020). These lethal properties may be 

based on various mechanisms, impacting insect physiology and biochemistry, such as 

interruption of digestion via decreased activity of digestive enzymes (Shahriari & Sahebzadeh, 

2017), inhibition of protein synthesis, and modification of energy metabolism as reported for 

Myzus persicae (Sulzer) or Sitotroga cerealella Olivier (Wu et al., 2020). Diallyl trisulfide, the 

main component in garlic EO, has insecticidal properties against S. cerealella based on its 

effects on chitin, as it knocks down a chitin synthase gene, reducing its cuticular content as well 

as its thermal stability and crystallinity (Shah et al., 2020, 2021). Similarly, the repellency of 

garlic EO volatiles has been demonstrated for various insect pests (Nerio et al., 2010; Chaubey, 

2014; Mobki et al., 2014; Plata-Rueda et al., 2017). However, to our knowledge, very few 
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studies have been dedicated to the underlying mechanisms responsible for pest behavior 

disruption by garlic EO. 

Although it is generally assumed that EO volatiles may repel insect pests or interfere with their 

host plant colonization behavior, whether garlic EO VOCs could also affect their settling and 

feeding behavior remains unknown. For this reason, we investigated to what extent the potential 

disruption of insect behavior in the presence of garlic EO VOCs could explain its reported 

effectiveness as a biocontrol product, as shown for cereal aphids in the field by Zhou et al. 

(2016). This study tested the potential disruption by garlic EOs, delivered using rubber septum 

dispensers, of the colonization behavior of two orchard hemipteran pests, the rosy apple aphid, 

Dysaphis plantaginea (Passerini) (Aphididae), and the pear psyllid, Cacopsylla pyri (L.) 

(Psyllidae), toward their host trees, cultivated apple (Malus domestica Borkh.) and pear (Pyrus 

communis L., both Rosaceae), respectively. 

Orchards represent a good case-study for investigating the use of natural products for disrupting 

insect behavior, as apples and pears, two of the most traded fruits in the world, receive numerous 

phytosanitary treatments (Drogué & DeMaria, 2012). The two hemipteran pests studied here 

are sap-sucking insects that cause direct damage to their host plants, weakening them and 

reducing their production by reducing nutrient intake. They also induce indirect damage by 

excreting honeydew, which enables the development of sooty molds on leaves and fruits. For 

psyllids, larvae are the life stage producing the largest amount of honeydew as they ingest 

phloem sap for a longer duration than adults do (Qubbaj et al., 2005; Civolani et al., 2011). 

The colonization process of a host plant has been well documented for phloemophagous 

Hemiptera and especially for aphids. It has been divided into six distinct steps: (1) host plant 

location, (2) plant contact and evaluation of surface parameters, (3) stylet epidermal probing, 

(4) stylet activity in the plant, (5) phloem penetration by stylet and salivation, and (6) acceptance 

followed by phloem sap ingestion (Powell et al., 2006). We hypothesized that garlic EO VOCs 

would negatively impact the host plant colonization behavior of the two hemipteran pests D. 

plantaginea and C. pyri. Host plant location (step 1) was assessed using a choice test and the 

subsequent host plant colonization processes (steps 2– 6) were evaluated through the 

electropenetrography (EPG) technique. 

 

 

2. Material and methods 

2.1. Insects and plants  

A single colony of D. plantaginea provided by INRAE (Angers, France) was used. Sampled as 

a population in spring 2018 from an apple tree at the Agrocampus Ouest orchard (P. Robert, 

pers. comm.), this aphid population was mass reared without differentiating individual aphid 
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clones on M. domestica cv. ‘Jonagold’ plants obtained by in vitro multiplication (Druart, 1997). 

Mass rearing and experiments were performed in growth chambers under 20 ± 1 °C, 60 ± 5% 

r.h., and L16:D8 photoperiod. Synchronized first instars were obtained by placing 

parthenogenetic adult females on plantlets for 24 h before removing them. They were then 

reared for 10 days (corresponding to their pre-reproductive period) on apple plants inside 

Plexiglas aerated boxes (36 × 24 × 14 cm), then used as young apterous aphid adults for all 

experiments. 

The psyllid population was initially collected in 2013 in the experimental pear orchard of 

‘Proefcentrum voor Fruitteelt’ (Sint-Truiden, Belgium). They were reared at 24 ± 1 °C, 60 ± 

5% r.h., and L16:D8 photoperiod on P. communis cv. ‘Durondeau’ plants obtained by in vitro 

multiplication. Second larval stages (L2) were then maintained under 20 ± 1 °C, 60 ± 5% r.h., 

and L16:D8 photoperiod until their use at L4-5 in all the experiments. 

For all the bio-assays, the insects used had never been exposed to garlic EO prior to the 

experiments. During the experiments, they were never directly in contact with EO, they were 

only exposed to EO VOCs. The plants used for the experiments had a comparable phenological 

stage with 5–10 leaves per plant and 5–10 cm height (9 ± 2 weeks after potting). 

 

2.2. Garlic essential oil 

The garlic EO used in this study was a commercial preparation kindly provided by FERRANT 

PHE (Rodelinghem, France) and stored at 4 °C. The analysis of EO composition was verified 

independently by the laboratory Iteipmai (Chemillé-en-Anjou, France) and carried out using 

gas chromatography (GC). It was composed of diallyl trisulfide (29.7%), diallyl disulfide 

(25.7%), methyl allyl trisulfide (9.0%), diallyl sulfide (7.2%), methyl allyl disulfide (4.1%), 

and diallyl tetrasulfide (2.8%). A volume of 100 μl of garlic EO diluted in ethanol (vol/vol) was 

dispensed in a natural rubber septum (sleeve stopper septa white; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA). To test the most effective garlic EO concentration, we performed preliminary tests 

on aphids based on Zhou et al. (2016) at concentrations 0.5, 1, 5, 25, and 50 mg of garlic EO 

per septum diluted in ethanol (5/95, 10/90, 25/75 and 50/50 respectively). When facing a choice 

between a septum filled with a garlic EO solution and a septum filled with ethanol, aphids made 

a choice only at the 5 mg dose, with a preference for ethanol vs. EO. At 0.5, 1, 25, and 50 mg, 

aphids made no choice, possibly because the dose of EO was too low (0.5 and 1 mg) to be 

repellent or too high (25 and 50 mg), therefore saturating the whole test set-up atmosphere with 

volatiles. Thus, the 5 mg dose was selected for all the experiments, for which the EO solution 

(or ethanol for controls) was deposited in the septa and allowed to impregnate the rubber for 15 

h before use in the experiments. 
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2.3. Choice tests 

Choice bio-assays were performed to first verify the putative repellent properties of garlic EO 

volatiles on one hand, and the putative attractiveness of the host plant of each hemipteran pest 

on the other hand. Then, the balance between putative repellency and attractiveness was 

assessed by combining garlic EO and the host plant. Aphid/psyllid choice was tested in a set-

up allowing contact-based, odor-based, and visual cues, adapted from Baudry et al. (2021) 

(Figure S1). This set-up consisted of a black plastic bridge (12 × 2 cm) allowing the insect to 

move between two sources involving either an upper leaf alone, a rubber septum alone, or a 

combination of both. Each septum was hung using an iron wire inserted into the pot substrate, 

at a height corresponding to that of upper leaves (i.e., 5–10 cm) and located 2 cm away from 

the leaf. Each individual hemipteran was given a choice between two sources: (A) a rubber 

septum filled with either ethanol (ETH) or garlic essential oil (EO); (B) a host plant (HP) and a 

blank (BLK) consisting of a pot that only contained potting soil; (C) a host plant associated 

with a rubber septum containing garlic EO (HP + EO) and a blank (BLK); or (D) a host plant 

associated with a rubber septum containing garlic EO (HP + EO) and a host plant associated 

with a rubber septum filled with ethanol (HP + ETH). A single hemipteran (young aphid adult 

or L4-5 psyllid) was placed in the middle of the bridge linking the two sources for each test (A-

D). Each individual was observed for 5 min or until it had made a choice (i.e., contact with the 

host plant or reaching one extremity of the plastic bridge if the tested source did not involve a 

host plant). The latency time from the deposition of each insect on the bridge to the choice made 

was also recorded. The non-responding insects were counted (i.e., those that had made no 

choice within 5 min). To minimize external stimuli, the set-up was covered with white paper 

and a white fluorescent tube was positioned above. The test sources were randomly placed in 

order to avoid any bias due to position effect. Each test was conducted with at least 28 

individuals per species. 

 

2.4. Aphid and psyllid feeding behavior 

Feeding behavior was studied using the EPG method (Tjallingii, 1985). An electrode consisting 

of a 2-cm-long copper wire soldered to the head of a 2.2-mm-diameter brass nail was used to 

wire the insects. The other end of the electrode consisted of a thin 20-μm-diameter and 2-cm-

long gold wire glued to the copper wire portion of the electrode. A droplet of conductive water-

based silver glue was used to attach the gold wire to the copper wire of the electrode, and 

another was deposited on the abdomen of aphids/psyllids to attach them to the extremity of the 

gold wire. Gold wire and silver glue were provided by EPG Systems (Wageningen, The 

Netherlands). Eight individual insects were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier (EPG 

Systems), each being placed on the abaxial side of a new growing leaf of an individual plant as 

described in Denoirjean et al. (2021) for aphids and Civolani et al. (2011) for psyllids. The 

distance between the rubber septum and the insect on its leaf was approximately 3– 4 cm. The 
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recordings were performed continuously for 8 h during the photophase inside a Faraday cage. 

The EPG data were digitized using a DI-710-UH analog-to-digital board (Dataq Instruments, 

Akron, OH, USA) and recorded using STYLET+ software (EPG Systems), at a sample rate of 

100 Hz, input impedances (Ri) of 10 9 Ω, and DC substrate voltage. Analysis of the EPG 

waveforms was carried out using the STYLET+ software (EPG Systems). Parameters from the 

recorded waveforms were calculated with EPG- CALC v.6.1.7 software (Giordanengo, 2014). 

They were based on different EPG waveforms, described by Tjallingii & Esch (1993) for aphids 

and Civolani et al. (2011) for psyllids, and corresponded to: Pr = stylet activity within plant 

tissues, C = stylet pathways in plant tissues except phloem and xylem, E1 = salivation in phloem 

elements, E2 = passive phloem sap ingestion, G = active xylem sap ingestion, and F = derailed 

stylet mechanics (only described in aphids). In total 24 plants per treatment were used for the 

EPG measurements. EPG recordings were obtained from 37 aphids and 29 psyllids on their 

respective host plant in the presence of a rubber septum filled with garlic EO, and from 55 

aphids and 31 psyllids for the controls. Controls consisted of aphids or psyllids feeding on their 

respective host plant in presence of a rubber septum filled with ethanol. 

 

2.5. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using R v.3.6.2 (R Core Team, 2019) with α = 0.05. The 

effects of garlic EO on the choices of aphids and psyllids were analyzed using generalized linear 

models (GLM) with a binomial distribution, with test and insect species as explanatory 

variables. Latency times in the choice tests were compared using the Cox proportional hazards 

(CPH) regression model, which is adapted to treat time-dependent parameters. The assumption 

of validity of proportional hazards was validated using the function ‘coxph’ in the R package 

‘survival’ v.3.1.8 (Therneau & Grambsch, 2000; Therneau, 2019). The impact of garlic EO on 

aphid and psyllid feeding behavior (i.e., measured EPG parameters) was tested with a Monte-

Carlo permutation test (5000 replicates). Medians were compared for the following parameters: 

total duration of probing (s_Pr), number of probes (n_Pr), median duration of probing events 

(m_Pr), time to first probe (t.1Pr), total duration of ‘pathway phase’ (s_C), total duration of 

phloem sap ingestion (s_E2), median duration of phloem sap ingestion events (m_E2), time to 

first phloem sap ingestion (t.1E2), total duration of stylet derailment (s_F), median duration of 

stylet derailment events (m_F), and total duration of xylem sap ingestion (G). The mean time 

to first probe and the time to the first phloem sap ingestion were tested using a CPH regression 

model. 
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3. Results 

3.1. Choice tests 

Hemipteran preference differed between tests, but not between species (GLM, test: χ2 =11.69, 

d.f. = 3, P = 0.009; Hemiptera species: χ2 =0.88, d.f. = 1, P = 0.35; test*species: χ2 = 2.28, d.f. 

= 3, P = 0.52). Aphids and psyllids significantly preferred ethanol vs. garlic EO (test A), and 

insects migrated significantly more towards a host plant than towards the blank (test B). Aphid 

or psyllid preference did not differ significantly when offered the combination of host plant + 

EO vs. blank or host plant + ethanol (tests C and D; Figure 1). The proportion of non-responding 

insects did not differ between the tests. 

 

FIGURE 1 Responses of rosy apple aphid (left) and pear psyllid (right) when given a choice 

between (A) a rubber septum filled with ethanol (ETH) vs. a rubber septum containing garlic 

essential oil (EO), (B) a host plant (HP) (apple or pear) vs. a blank (BLK; a pot with potting 

soil), (C) HP + EO vs. BLK, and (D) HP + EO vs. HP + ETH. An asterisk indicates a preference 

(i.e., a significant deviation from 50:50 distribution; GLM: P<0.05). Numbers in parentheses 

indicate the total numbers of insects tested. Grey bars indicate the greatest numbers of insects 

recorded 

 

Latency times of both aphids and psyllids did not differ in the first three tests (CPH model; 

aphids, test A: χ2 = 0.48, P = 0.49; test B: χ2 = 1.89, P = 0.17; test C: χ2 = 0.001, P = 0.97; 

psyllids, test A: χ2 = 0.07, P = 0.78; test B: χ2 = 2.35, P = 0.12; test C: χ2 =0.10, P = 0.76; all 

d.f. =1). Aphids responded faster when they were offered the choice between host plant + 

ethanol vs. host plant + EO (test D: χ2 = 4.10, d.f. = 1, P = 0.043), whereas no difference was 

observed for psyllids (χ2 = 1.59, d.f. = 1, P = 0.21) (Table 1). 
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TABLE 1 Mean (± SEM; sample sizes in parentheses) latency time (s) before choices were made by rosy apple aphid and pear psyllid when given 

a choice between (A) a rubber septum filled with ethanol (ETH) vs. a rubber septum containing garlic essential oil (EO), (B) a host plant (HP) 

(apple or pear) vs. a blank (BLK; a pot with potting soil), (C) HP + EO vs. BLK, and (D) HP + EO vs. HP + ETH 

 

Test  Aphids Psyllids 

A ETH vs. EO 
55.67 ± 15.61 (15) vs. 62.00 ± 13.45 

(6) 

55.52 ± 11.93 (21) vs. 70.90 ± 20.81 

(10) 

B HP vs. BLK 72.07 ± 18.09 (15) vs. 26.25 ± 4.15 (4) 
71.70 ± 12.99 (21) vs. 125.50 ± 37.42 

(8) 

C HP + EO vs. BLK 
80.21 ± 18.74 (14) vs. 83.18 ± 15.93 

(11) 

56.50 ± 18.53 (14) vs. 62.29 ± 14.23 

(14) 

D HP + EO vs. HP + ETH 
92.82 ± 21.21a (11) vs. 60.69 ± 8.19b 

(16) 

59.54 ± 22.10 (11) vs. 35.00 ± 8.48 

(17) 

 

Means followed by different letters are significantly different (CPH model: P<0.05). 
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3.2. Feeding behavior 

Aphids 

The total duration of stylet probing did not differ for aphids exposed to garlic EO volatiles 

compared to the control and lasted ca. 6 h. The median duration of probing events and the time 

to first probe did not differ, but the number of probes was 1.5× greater in the presence of garlic 

EO. The duration of the pathway phase, which represented ca. 60% of the total activity, was 

not impacted by the presence of garlic EO. No difference was observed in the phloem phase, 

although the total duration of phloem sap ingestion for aphids exposed to garlic EO was 1.3× 

shorter (ca. 0.5 h) compared to controls. The median duration of phloem sap ingestion events 

did not differ, and lasted ca. 20 min. However, the time before the first phloem sap ingestion 

was 1.7× longer in the presence of garlic EO, as the aphids on average needed an additional 

hour to start ingesting phloem sap. Although the total duration of stylet derailment was not 

impacted, the median duration of stylet derailment events was 1.7× longer (ca. 22 min) when 

exposed to garlic EO volatiles compared to controls. Total duration of xylem sap ingestion did 

not differ significantly, even though aphids in the presence of garlic EO ingested xylem sap for 

almost 2 h, whereas control aphids did so for ca. 1 h (Table 2). 

 

Psyllids 

Psyllids exposed to garlic EO volatiles had a 1.1× shorter (ca. 30 min) total duration of stylet 

probing compared to controls. The number of probes, the median duration of probing events, 

and the time before the first probe did not differ. No impact was found on the duration of the 

pathway phase, which represented ca. 55 and 70% of the total activity for control psyllids and 

psyllids exposed to garlic EO, respectively. In the phloem phase, the total duration of sap 

ingestion was 2× shorter in the presence of garlic EO: psyllids exposed to EO volatiles ingested 

phloem sap for ca. 1 h whereas control psyllids ingested sap for ca. 2 h. However, the median 

duration of phloem sap ingestion events was not affected. The time before the first phloem sap 

ingestion was 1.5× greater in the presence of garlic EO, on average they needed 100 min more 

to start ingesting phloem sap compared to controls. Xylem sap ingestion was not affected by 

garlic EO volatiles (Table 3). 
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TABLE 2 Mean (± SEM; n indicates sample sizes) feeding behavior parameters of rosy apple aphid on apple depending on the rubber septum 

associated with the plant, either filled with ethanol (control) or with garlic essential oil (EO) 

Aphid electrical penetration graph (EPG) classes Control Garlic EO χ2 d.f. P 

General probing behavior phase n = 37 n = 55    

    s_Pr: total duration of probing (min) 384.09 ± 9.44 361.10 ± 7.47  1 0.07 

    n_Pr: no. probes 13.03 ± 1.67 18.97 ± 1.54  1 0.008 

    m_Pr: median duration of probing events (min) 16.66 ± 4.36 18.10 ± 6.50  1 0.14 

    t.1Pr: time to first probe (min) 19.36 ± 6.28 16.12 ± 3.02 0.090 1 0.77 

Pathway phase n = 37 n = 55    

    s_C: total duration of pathway phase (min) 212.25 ± 11.47 224.84 ± 11.36  1 0.62 

Phloem phase n = 32 n = 42    

    s_E2: total duration of phloem sap ingestion (min) 122.41 ± 18.49 92.72 ± 17.17  1 0.13 

    m_E2: median duration of phloem sap ingestion events 

(min) 
23.56 ± 7.82 21.81 ± 7.18  1 0.23 

    t.1E2: time to first phloem sap ingestion (min) 126.11 ± 17.43 211.12 ± 19.30 6.17 1 0.013 

Other phases n = 15 n = 21    

    s_F: total duration of stylet derailment (min) 57.01 ± 14.25 71.22 ± 6.16  1 0.11 

    m_F: median duration of stylet derailment events (min) 29.97 ± 8.19 51.60 ± 7.29  1 0.026 

 n = 24 n = 10    

    G: total duration of xylem sap ingestion (min) 59.60 ± 12.00 113.24 ± 35.81  1 0.12 

Statistical comparison based on CPH model (for ‘time to first probe’ and ‘time to first phloem sap ingestion’) or permutation test (all other parameters; both P<0.05). 
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TABLE 3 Mean (± SEM; n indicates sample sizes) feeding behavior parameters of pear psyllid on pear depending on the rubber septum associated 

with the plant, either filled with ethanol (control) or containing garlic essential oil (EO) 

Psyllid electrical penetration graph (EPG) classes Control Garlic EO χ2 d.f. P 

General probing behavior phase n = 29 n = 31    

    s_Pr: total duration of probing (min) 447.58 ± 6.23 416.48 ± 9.64  1 0.005 

    n_Pr: no. probes 6.17 ± 0.76 9.32 ± 1.16  1 0.13 

    m_Pr: median duration of probing events (min) 98.83 ± 27.23 62.91 ± 22.82  1 0.14 

    t.1Pr: time to first probe (min) 11.36 ± 3.59 6.94 ± 1.28 0.41 1 0.52 

Pathway phase n = 29 n = 31    

    s_C: total duration of pathway phase (min) 244.46 ± 18.15 283.55 ± 16.02  1 0.62 

Phloem phase n = 26 n = 20    

    s_E2: total duration of phloem sap ingestion (min) 111.24 ± 18.59 54.27 ± 13.87  1 0.017 

    m_E2: median duration of phloem sap ingestion events 

(min) 
65.57 ± 11.03 47.66 ± 14.34  1 0.16 

    t.1E2: time to first phloem sap ingestion (min) 224.21 ± 22.42 325.20 ± 20.50 11.42 1 <0.001 

Other phases n = 16 n = 20    

    G: total duration of xylem sap ingestion (min) 45.67 ± 7.84 63.99 ± 12.50  1 0.86 

Statistical comparison based on CPH model (for ‘time to first probe’ and ‘time to first phloem sap ingestion’) or permutation test (all other parameters; both P<0.05).
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4. Discussion 

This study revealed a disturbance induced by VOCs from garlic EO on M. domestica and P. 

communis host plant colonization behavior of the two orchard hemipteran pests, D. plantaginea 

and C. pyri. Garlic EO was observed to be intrinsically repellent, but when combined with the 

attractive host plant, the repellents and attractants canceled each other out. Moreover, garlic EO 

caused disruptions in feeding behavior of both pests, especially of psyllids, as a decrease in 

phloem sap intake indicated reduced plant acceptance. The disturbance may be explained by 

masking of host-locating cues or reduced feeding by confusing olfactory stimuli (Perrin & 

Phillips, 1978).  

The two main compounds of garlic EO used here, diallyl disulfide and diallyl trisulfide, 

represent up to 60% of the odor bouquet, which is similar to the chemical composition of garlic 

EO in numerous other studies (e.g., Edris & Fadel, 2002; Satyal et al., 2017). These two 

compounds are responsible for the repellent properties of garlic EO to Diptera and Coleoptera 

(Campbell et al., 2011; Plata-Rueda et al., 2017). Our study showed that garlic EO was repellent 

for two hemipteran orchard pests, which matches the effect already observed on other aphid 

species such as the highly polyphagous M. persicae and the cereal aphid Sitobion avenae 

(Fabricius) (Dancewicz & Gabryś, 2008; Zhou et al., 2016). Moreover, dimethyl trisulfide is 

the most repellent compound of garlic chive (Allium tuberosum Rottler ex Spreng.) volatiles to 

the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama; disulfides (dimethyl disulfide, allyl 

methyl disulfide, and allyl disulfide) are less repellent, whereas monosulfides do not affect the 

orientation behavior of D. citri (Mann et al., 2011). The repellency of the EO used in our study 

can be explained by its composition, as trisulfides corresponded to ca. 39% (diallyl trisulfide 

29.7%, methyl allyl trisulfide 9.0%) and disulfides represented ca. 30% (diallyl disulfide 

25.7%, methyl allyl disulfide 4.1%) of the oil. 

Our study also showed that the repellency of the rubber septum filled with garlic EO was 

counterbalanced by the attractiveness of the host plant (HP + EO vs. blank), as no preference 

between the two sources and no difference in latency time was observed. This is consistent with 

the study of Baudry et al. (2021), who showed that although M. persicae was attracted by VOCs 

of sweet pepper (Capsicum annuum L.) and repelled by leek (Allium porrum L.), the 

combination of those odors was neither repellent nor attractive to M. persicae. Similarly, garlic 

chive (A. tuberosum) and wild onion (Allium canadense L.) volatiles affect the attractiveness 

of D. citri towards volatiles of its host plant Citrus spp. (Mann et al., 2011). This could be due 

to masking or disruption by the garlic EO of the host plant attractiveness (Nottingham et al., 

1991; Schröder & Hilker, 2008). In our study, we expected the insects to prefer the attractive 

host plant (HP + ETH) rather than the neutral complex (HP + EO). Although this was not 

significant, when aphids were given a choice between these two sources, 60% of the individuals 

preferred HP + ETH. This tendency was confirmed by their significantly shorter latency time 

to reach the HP + ETH source, indicating a greater motivation to move towards an attractive 

odor source. 
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Overall, the garlic EO volatiles induced a disruption of the feeding behavior of both hemipteran 

species on their respective host plants. However, their probing behavior was not drastically 

modified by these non-host volatiles: among the feeding parameters selected, only three out of 

11 were altered for aphids, and three out of nine for psyllids (including duration of phloem sap 

ingestion, the acceptance parameter). Although for D. plantaginea aphids the total time 

allocated to stylet penetration (i.e., general probing phase) was unchanged, garlic EO volatiles 

disrupted the feeding activity through a greater number of probes performed (n_Pr). Dardouri 

et al. (2021) showed that the repellent effect of the two companion plants Tagetes patula L. 

(marigold) and Ocimum basilicum L. (basil) translated into greater numbers of probes (n_Pr) 

and a shorter total duration of probing (s_Pr) for M. persicae on sweet pepper. Although the 

pathway phase was not altered in our experiment, garlic EO seemed to have impacted 

behavioral phases within mesophyll occurring before the initiation of sap ingestion, which was 

shown by an increase in the median duration of stylet derailment events. Stylet derailment is 

usually attributed to mechanical stylet difficulties, although it remains difficult to interpret. The 

stylets of aphids may struggle to penetrate the mesophyll tissues if they lose their proper 

position in the stylet sheath (Tjallingii, 1988). Aphids on resistant or insecticide-treated plants 

have a greater frequency and duration of stylet derailment mechanics compared to aphids on 

more suitable plants (Marchetti, 2009; Garzo et al., 2020). This alteration was probably due to 

physical or chemical changes in peripheral plant tissues and could partially explain the delayed 

access to phloem tissues recorded. Indeed, Dancewicz et al. (2016), using aphids as sensors, 

indirectly demonstrated that exogenous volatiles may penetrate the plant cuticle and epidermis, 

and pass into deeper tissue layers. However, the apple tree acceptance (e.g., the time to first 

phloem sap ingestion) was not impacted, even if the total duration of phloem sap ingestion was 

reduced by 25% for aphids exposed to garlic EO volatiles. 

Garlic EO volatiles did not seem to impact any of the behavioral phases within peripheral 

tissues, occurring before the initiation of sap ingestion by C. pyri psyllids. Neither the time to 

first probe (t.1Pr) nor the parameters of the pathway phase were changed, suggesting that the 

hypothesis that EO VOCs could be absorbed into the pear leaf cuticle was not supported, 

although such phenomena have already been shown in other studies of non-host plant volatiles 

(Himanen et al., 2010; Camacho- Coronel et al., 2020), particularly in a study also involving 

VOCs from Allium spp. (Dahlin et al., 2015). The modifications of C. pyri feeding behavior in 

the presence of garlic EO are more likely to be attributed to changes occurring in non-superficial 

tissues of the host plant, such as those affecting vascular tissues. The duration of phloem sap 

ingestion was almost 50% shorter whereas the time to first phloem sap ingestion was 45% 

longer. Similar alterations were observed for C. pyri nymphs on a resistant P. communis cultivar 

compared to a sensitive one (Civolani et al., 2013). The disruption to C. pyri phloem sap 

ingestion when garlic EO was present could globally reflect their host plant acceptance 

disturbance (Powell et al., 2006). This is in accordance with a study of M. persicae feeding 

behavior on Tanacetum vulgare L. sprayed with Allium cepa L. (onion) extracts (Dancewicz et 

al., 2011), showing post-ingestion deterrent activity previously defined by Chyb et al. (1995). 
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Similar disruption (decreased phloem sap ingestion) was shown in aphid host plant acceptance 

caused by leek as a companion plant (Baudry et al., 2021). 

Finally, the behavioral disruptions in both aphids and psyllids in the presence of garlic EO could 

also be partially explained by the deterrent properties of two of its main compounds, diallyl 

trisulfides and methyl diallyl disulfides. Methyl allyl disulfide, and to a greater extent diallyl 

trisulfide, not only present toxicant and fumigant properties, but also antifeedant activities on 

the maize weevil, Sitophilus zeamais (Motschulsky), and the red flour beetle, Tribolium 

castaneum (Herbst) (Huang et al., 2000). The neurotoxic action of non-host plant and EO 

volatiles on insects via inhalation (e.g., Regnault-Roger et al., 2012; Petrakis et al., 2014) could 

partially explain the negative alterations of feeding behaviors found in our study. Moreover, 

despite the direct effects of garlic EO on aphid and psyllid behavior, it cannot be completely 

ruled out that volatiles released by rubber septa could also have indirectly modified the insect 

feeding behavior by modifying the host-plant chemistry, and in particular by enhancing host-

plant defense mechanisms. Certain VOCs stimulate neighboring plants to adjust their defenses 

at the right time and subsequently reduce feeding by phytophagous insects (Karban et al., 2014; 

Ninkovic et al., 2019; Tolosa et al., 2019). A longer duration of xylem sap ingestion could be 

considered as an aphid stress indicator associated with induced plant defenses (Prado & 

Tjallingii, 1997; Sauge et al., 2002). Such putative stress induced by garlic EO volatiles was 

partially observed here, although these differences were not significant: the duration of xylem 

sap ingestion increased by 90% for aphids and by 40% for psyllids in the presence of garlic EO 

volatiles. 

 

 

5. Conclusion 

Few studies have investigated a common method that would enable regulation of pest pressure 

on both apple and pear trees. Our work revealed that the use of garlic EOs as a source of non-

host volatiles may not be suitable in a context of integrated pest management in orchards, as 

the repellent properties of EOs were not powerful enough to overcome the attractiveness of the 

host plant. Dysaphis plantaginea is not known as a vector of plant viruses, contrary to C. pyri, 

which transmits phytoplasma. The use of garlic EOs could limit pathogen transmission by C. 

pyri as it is linked to phloem activity (Mustafa et al., 2015; Kaya et al., 2016), which was 

negatively impacted in this study. Furthermore, notably in aphids, a decrease in phloem sap 

ingestion is often linked to a decrease in survival and/or fecundity and, consequently, a decrease 

in vector population (Chesnais et al., 2019). Finally, although we highlighted a disruption of 

host plant colonization, further studies on Hemiptera life-history traits are needed as garlic EO 

volatiles can exhibit toxicological effects on insects (Park et al., 2006; Plata- Rueda et al., 

2017). As winged hemipteran insects are adapted to disperse and locate new hosts, additional 
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experimental studies on apple and pear plant selection disturbance by EOs or companion plants 

should also focus on alate aphid and psyllid colonizers. 
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Abstract 

BACKGROUND: Apples and pears are among the most widely cultivated fruit species in the 

world. Pesticides spray application is a commonly used method in conventional orchards; 

however, most of it will not reach the target plant, increasing the contamination of non-target 

organisms. Trunk injection represent an alternative application method and essential oils 

represent a “green” alternative to pesticides due to their reported insecticidal properties. The 

aim of this study was to evaluate the impact that the injection of a cinnamon essential oil 

solution into the trunk of apple and pear trees could have on their respective pests (Dysaphis. 

plantaginea and Cacopsylla pyri, respectively), both in terms of their feeding behaviour 

(preference) and their life history traits (performance), but also to evaluate the timing of this 

effect.  

RESULTS: The injection of an essential oil emulsion in trees impacts Hemipteran host-plant 

colonisation, as for both species a modification of their preference and of their performance 

was observed. While essential oil injection altered the feeding behaviour of D. plantaginea as 

a significantly lower proportion of aphids ingested phloem sap on injected trees (from 78.6 on 

the control trees to 26.1% on injected trees), the modification of feeding behaviour of C. pyri 

seems to be more related to modification of peripheral tissues. These changes in the feeding 

behaviour of the two pests resulted in an increase of their mortality rate, up to 30% for the 

aphids and 50% for the psyllids. 
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CONCLUSION: This study show that the tree injection of cinnamon essential oil could 

theoretically be used to control these two orchard hemipteran pests, but its effectiveness in real 

conditions still has to be demonstrated. 

 

Key words  

Cacopsylla pyri; Dysaphis plantaginea; Cinnamomum cassia; trunk injection; electrical 

penetration graph; host-plant selection; biopesticide; Malus domestica; Pyrus communis 

 

 

1. Introduction 

Apples and pears are among the most widely cultivated fruit species in the world. In 2020, 

apples were the 4th most important fruit production in terms of number of tons produced in the 

world, with 87 million tons for a cultivated area of 4.7 million hectare.1 World pear production 

was over 23.7 million tons for a cultivated area of over 1.29 million hectares.1  

In conventional apple orchards, the use of chemicals is widespread for the control of several 

diseases and pests and in particular the apple aphid.2 For pear orchards, pest population control 

is currently mainly based on integrated pest management that also may include the use of 

synthetic pesticides.3,4 Crop protection in apple orchards seems to rely more on pesticides 

because apple insect pests seem to be less vulnerable to natural enemies or require lower 

intervention thresholds than for pear pests. However, in recent years, concerns about the 

environmental risks associated with the use of pesticides, the emergence of pesticide-resistant 

populations and the increasing public demand for environmentally friendly products have 

stimulated the research for new solutions to control these orchards pests. 5 

The rosy apple aphid, Dysaphis plantaginea (Passerini, 1860), and the pear psyllid, Cacopsylla 

pyri (Linnaeus 1761), are both phloem sap sucking hemipteran insects and are both considered 

the most important pests of their respective host plant. The D. plantaginea aphids cause 

significant damage, even at low densities, their stings can provoke leaf curling and fruit 

deformation.6 These can lead to important economic losses, with an estimate of 30% to 80% 

losses when aphid populations are not controlled.6,7 The C. pyri psyllids can also be responsible 

for heavy economic losses.8 Although they do not cause fruit deformations, their bites disrupt 

plant growth, and they are vectors of ''Candidatus Phytoplasma pyri'', a phytoplasma 

responsible for the pear decline disease.9,10 Finally, both hemipteran insects produce a large 

amount of honeydew that favours the development of sooty mold.8,11 
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Pesticides spray application is a commonly used method in conventional orchards.12 However, 

less than 0.1% of sprayed pesticides reach the target pest and between 44 and 71% do not reach 

the target plant,13 increasing the contamination of non-target organisms such as natural 

predators, pollinators and decomposers. Trunk injection is an alternative method of pesticide 

application that could reduce risks to beneficials and workers and seems to be particularly well 

adapted to manage sap feeder pests.14,15 Indeed, the pesticide is delivered directly into the tree's 

vascular system and is absorbed by the xylem sap flow. This method allows the administration 

of most plant protection products, whether the characteristics of the injected product are 

compatible (or not) with apoplastic transport to achieve good absorption and minimise 

phytotoxic effects.16 This type of application also protects the active substances from UV or 

external biodegradation as well as increasing their persistence.16,17,18 The injection of synthetic 

chemical pesticides has been shown to be effective in several biological models such as apple 

tree,19 avocado tree,20 and date palm.21 Furthermore Werrie et al.,22 have recently demonstrated 

that the injection of biopesticides was possible in apple trees and proposed essential oil injection 

as a possible alternative strategy for pest control. 

Essential oils represent a “green” alternative in the agricultural domain due to their reported 

insecticidal, antimicrobial, antiviral, nematicidal and antifungal properties.23 They are 

composed of volatile secondary metabolites characterized by a strong odour. Many of these 

compounds have ecological functions such as internal messengers, defensive substances, or 

attractive substances for pollinators and natural enemies of pests.24 Essential oils may contain 

about 20-60 components, present in different concentrations. There are one to three major 

components accounting for 20-70% of the oil, which generally determine its biological 

properties.25,26,27 The properties of essential oils result not only from individual molecules, but 

also from the synergy/additivity between these different components. The effects of the oil are 

generally attributed to the majority components of the oil, but the trace compounds participate 

in increasing these effects.  

The essential oil used in our study was obtained from Cinnamon cassia. Several studies have 

already underlined its antifeeding and insecticidal effect against insect pests caused by its major 

compound, the trans-cinnamaldehyde.28,29,30 

The aim of this study was therefore to evaluate the impact that the injection of a cinnamon 

essential oil solution into the trunk of apple and pear trees could have on their respective pests 

(D. plantaginea and C. pyri, respectively), both in terms of their feeding behaviour (preference) 

and their life history traits (performance), but also to evaluate the timing of this effect. Our 

hypothesis here is that the injection of cinnamon emulsion into the vascular system of trees will 

alter the feeding behaviour of both aphids and psyllids on the injected trees, resulting in greater 

mortality or at least a decrease in mass of these insect pests. 
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2. Material and Methods 

2.1. Insect material 

The population of D. plantaginea (Hemiptera: Aphididae) used in this study was developed 

from several wild clones collected in 2018 in the experimental orchards of the Proefcentrum 

voor Fruitteelt, Sint-Truiden-Belgium, while the C. pyri (Hemiptera: Psylloidea) psyllid 

population was initially collected in 2013 in the experimental pear orchard of Proefcentrum 

voor Fruitteelt, Sint-Truiden-Belgium.  

For both D. plantaginea and C. pyri, standardized mass rearing was performed on their 

respective host plant obtained by in vitro multiplication (M. domestica cv. “Jonagold” and P. 

communis cv. “Durondeau”, respectively) in growth chambers under 24±1°C, 60±5% RH, and 

a 16:8 L:D cycle. For both hemipteran species, synchronized first instar nymphs were obtained 

by placing adult females on plantlets for 48 hours before transferring them to a new plantlet. 

This protocol allowed us to produce offspring insects of known age/stage on plants. 

 

2.2. Plant material  

All the experiments were performed using 40-60 cm high plants with 15 to 30 leaves, obtained 

by in vitro multiplication, M. domestica cv. “Jonagold” for apple trees and P. communis cv. 

“Durondeau for pear trees. Plants were obtained from the “centre wallon de recherche 

agronomique” (www.cra.wallonie.be). 

 

2.3. Essential Oil 

The cinnamon (C. cassia J. Presl) essential oil (EO) used in this study was purchased from 

Pranarôm (Pranarôm & Herbalgem, Ghislenghien, Belgium). Before formulation of the EOs, 

the oil composition was analyzed by gas chromatography associated with mass spectrometry 

(GC-MS). These analyses were carried out on a 7890A-5975C GC-MS equipped with an HP-

5MS 30 m × 0.25 mm × 0.25 μm capillary silica column (Agilent Technologies Inc., Santa 

Clara, United States). The operating conditions were the following: helium flow of 1.0 ml min− 

1 ; the oven temperature was programmed at 40◦C for 2 min, increased to 100◦C at a rate of 

5◦C min−1, increased to 120◦C at a rate of 3◦C min−1, held for 3 min, increased to 220◦C at a 

rate of 5◦C min−1, and finally increased to 310◦C at a rate of 15◦C min− 1 . One microliter of 

a 1 mg ml− 1 EO solution in hexane (HPLC grade, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) was 

injected in splitless mode. The injector, quadrupole and MS temperatures were 250, 150, and 

230◦C, respectively. The mass spectrometer (MS) ran in electron impact (EI) mode at an 

electron energy of 70 eV. Mass spectra were acquired in the range of 30–400 atomic mass units 
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(amu). GC-MS analysis of the essential oil demonstrated that C. cassia oil was composed of 

79.49% trans-cinnamaldehyde. The detailed composition can be found in the Supplementary 

Table 1.  

 

2.4. Essential oil emulsion 

To facilitate injection and diffusion of EOs in the tree vascular tissue, a water-soluble, stable, 

and homogenous EO emulsion was prepared as described in Werrie et al.22 To prepare 100 ml 

of the 1% (v/v) EO/water emulsion, 2 ml of Tween 80 (CAS 9005-65-6, Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) and 20 ml of 100 mM ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA) (Titriplex 

III, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) solutions were added into 15 ml of water under 

constant agitation at 1,250 rpm. Water was then added to bring the final volume to 100 ml. 

After 5 min under constant agitation, the solution was then stabilized by high-speed 

homogenisation for 6 min at 9,500 rpm (Ultra-Turrax T25, IKA WERKE, Staufenim Breisgau, 

Germany) and by high-pressure homogenisation with eight cycles at 5,000 psi (FMC, 

Philadelphia, United States). The emulsion particle sizes distribution was analyzed with a 

particle sizer (Beckman Coulter DelsaTM Nano C Particle Analyser, California, United States) 

and is presented in Supplementary Figure 1 (mean distribution=59.31 ±0.69 nm). 

 

2.5. Trunk injection procedure 

The trunk injection procedure was adapted from Werrie et al.22 First, a single needle (L:10 mm, 

Ø: 0.4 mm) was used to pierce the plant stem to the xylem at 2 cm from the bottom of the stem. 

Another needle (L:10 mm, Ø: 0.4 mm) (VenofixⓇ) connected by a tube (L:300 mm) to a plastic 

pocket containing 10mL of emulsion was then inserted into the hole previously made. Hot glue 

was then applied with a gun to hold the needle in place. Aluminium foil was placed around the 

plastic pocket to protect the emulsion from light. The device was then left in place for 24 hours. 

To estimate the amount of emulsion ultimately injected in the plant, the plastic pocket was 

weighed before and after the 24 hours of passive injection. Only trees that had received more 

than 0.02g of emulsion were selected for the experiments. 

 

2.6. Aphid and psyllid preference 

The preference through feeding behavior was studied using the electrical penetration graph 

(EPG) method.31 An electrode consisting of a 2-cm long copper wire soldered to the head of a 

2.2 mm diameter brass nail was used to wire the insects. The other end of the electrode consisted 

of a thin 20 μm diameter and 2-cm long gold wire glued to the copper wire portion of the 

electrode. A droplet of conductive water-based silver glue was used to attach the gold wire to 

the copper wire of the electrode, and another was deposited on the abdomen of individual 
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aphids/psyllids to attach them to the extremity of the gold wire. Gold wire and silver glue were 

provided by EPG systems, Wageningen, Netherlands. Eight individual insects were connected 

to the Giga-8 DC-EPG amplifier (provided by EPG systems, Wageningen, Netherlands), each 

being placed on the leaf of an individual plant as described in Denoirjean et al.32 for aphids and 

Civolani et al.9 for psyllids. The recordings were performed continuously for 8 h during the 

photophase inside a Faraday cage. The EPG data were digitized using a DatQ Instruments DI-

710-UH analog-to-digital (A-D) board and recorded using the Stylet+ software (EPG Systems, 

Wageningen, Netherlands), at a sample rate of 100 Hz, input impedances (Ri) of 109Ohms (Ω), 

and DC substrate voltage. Analysis of the EPG waveforms were carried out using the Stylet+ 

software. Parameters from the recorded waveforms were calculated with the EPG-Calc 6.1.7 

software.33 They were based on different EPG waveforms, described by Tjallingii and Esch for 

aphids,34 and Civolani et al. for psyllids,9 and corresponded to: (Pr) stylet activity within plant 

tissues; (C) stylet pathways in plant tissues except phloem and xylem; (E1) salivation in phloem 

elements; (E2) passive phloem sap ingestion; (G) active xylem sap ingestion; and (F) derailed 

stylet mechanics (the latter being described only in aphids).  

In order to assess the suitability of essential oil injection for crop protection, the EPG 

experiments were first conducted on non-injected trees (blank treatment, no injection; named 

“control”), and then on the same trees after the essential oil injection, directly after the 24 hours 

of passive injection (named “D0”) and five days after the end of the passive injection (named 

“D5”). A total of 28 and 21 plants were used for the EPG measurements for aphids and psyllids, 

respectively. EPG records were obtained from 28 aphids and 19 psyllids on control trees, from 

28 aphids and 18 psyllids on D0 injected trees and from 23 aphids and 21 psyllids on D5 injected 

trees. However, to ensure that the effects observed were truely due to the essential oil and not 

to the piercing and/or the emulsifying solution alone, feeding behavior of aphids and psyllids 

was compared when feeding on non-injected trees (blank treatment, no injection; named 

“control”) and trees injected with the solution without the EO (negative control: emulsion 

devoid of EOs; named “injected control”). EPG records were obtained from 29 aphids and 19 

psyllids on control trees and from 29 aphids and 20 psyllids on injected control trees.  

 

2.7. Aphid and psyllid performance 

To measure the impact of tree injection on aphids or psyllids survival, one clip-cage adapted 

from MacGillivray and Anderson,35 and containing five synchronized first instar individuals 

was installed on a top leaf of an apple or pear tree that had been either injected with the 

cinnamon 1% essential oil emulsion (HE modality) or not injected (Control modality). Ten trees 

were used per modality. For each clip-cage, the number of alive and dead individuals was 

assessed every 24 hours for 10 days. At the end of the experiment, all the surviving individuals 

were weighed using an electronic precision balance (Mettler MT5, Max: 3g Low: 0.1mg). An 

average weight of the surviving individuals was then calculated for each clip-cage. 
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Performance experiments were carried out for both hemipteran insects, on non-injected trees 

(named “Control”), or on trees injected with the 1% cinnamon essential oil emulsion (named 

“HE”). 

 

2.8. Statistical analysis 

Regarding aphids and psyllids feeding behaviour, data on EPG parameters describing the 

number of occurrences of a particular phase (e.g. “n_Pr”) were not normally distributed (count 

data), accordingly a GLM was carried out using Poisson distribution. EPG data on feeding 

phase durations (e.g. duration of phloem sap ingestion “s_E2”) were not normally distributed, 

so a GLM using a Gamma (link = “inverse”) distribution was carried out. The time to first probe 

(t.1Pr) was tested using a Cox proportional hazards (CPH) regression model, which is adapted 

to treat time-dependent parameters. The assumption of validity of proportional hazards was 

validated using the function “coxph” (package R: “survival”, version 3.1.8: 

https://github.com/therneau/survival). 

Generalized linear models (GLMs) were fitted to the data to test for the potential influence of 

trunk injection and time on aphids or psyllids survival (Poisson distribution). Mann-Whitney 

tests were also used to compare the weight of surviving individuals (aphids and psyllids) at the 

end of the performance experiments between the control and injected trees. 

Statistical analyses were performed using R version 4.1.0 R Core Team 2016 for Statistical 

Computing for Windows. All tests were applied using two-tailed hypotheses and significance 

level was set at 0.05.  

 

 

3. Results 

3.1. Aphid and psyllid preference 

Aphids on D0 and D5 injected apple trees had a significantly shorter total duration of stylet 

probing (s_Pr), that lasted around 200 minutes, compared to aphids on control trees that lasted 

around 280 minutes (GLM using Gamma distribution, χ=13.67, p=0.001) (Figure 1). No 

significant difference was observed for the number of probes (n_Pr) (GLM using Poisson 

distribution, χ=1.61, p=0.45). Aphids submitted to the D5 injected trees had a significantly 

greater time before the first probing (t.1Pr) (60 minutes) compared to that of aphids submitted 

to controls (30 minutes)(CPH, χ=6.35, p=0.04).  

 

https://github.com/therneau/survival
https://github.com/therneau/survival
https://github.com/therneau/survival
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FIGURE 1 Feeding behaviour parameters of D. plantaginea adults submitted to control apple 

trees (green) or D0 (blue) and D5 (purple) injected trees. (s_Pr) Total duration of probing; 

(n_Pr) Number on stylet probes; (t.1PR) Time to first probe (s_C); Total duration of pathway 

phase; (s_E2) Total duration of phloem sap ingestion and (s_G) Total duration of xylem sap 

ingestion. Box plots show median (line) and 25–75% percentiles (box). Black dots show means. 

Different letters indicate significant differences, and an absence of letter indicate that no 

significant difference was observed between the treatment. 

 

Aphids on D5 injected trees had a significantly shorter total duration of pathway phase (s_C) 

compared to aphids on D0 injected trees (GLM using Gamma distribution, χ=22.87, p<0.001). 

Indeed, aphids on the D5 injected trees performed pathway phase for ca. two hours, whereas 

on controls or D0 injected trees, aphids performed pathway phase for at least three hours.  

Regarding phloem sap ingestion (s_E2), while no difference was observed for the total duration 

(GLM using Gamma distribution, χ=2.81, p=0.25), a significant lower proportion of aphids did 

ingest phloem sap on both D0 and D5 injected trees compared to aphids on controls (χ² test, 

χ=15.68, p<0.001). As shown on Figure 2, ca. 80% of the aphids on non-injected trees ingested 

phloem sap, while only ca. 40% and ca. 25% of aphids submitted to D0 and D5 injected trees, 

respectively, ingested phloem sap.  
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FIGURE 2 Percentages of D. plantaginea and C. pyri ingesting phloem or xylem sap on control 

trees (green), or D0 (blue) and D5 (purple) injected trees. Different letters indicate significant 

differences, and an absence of letter indicate that no significant difference was observed 

between the treatment. 

 

Finally, no difference was observed for the total duration of xylem sap ingestion (s_G) (GLM 

using Gamma distribution, χ=1.26, p=0.53), but a significant greater proportion of aphids did 

ingest xylem sap on injected trees five days after injection compared to controls (χ² test, χ=9.02, 

p=0.01). Ca. 7% of the aphids on control trees ingested xylem sap, while ca. 40% aphids 

submitted to D5 injected trees ingested phloem sap (Figure 2). More preference parameters are 

detailed in the supplementary material in the Supplementary tables 1. 

For psyllids, the total duration of stylet probing (s_Pr) lasted around 400 minutes and no 

significant difference was observed between treatments (GLM using Gamma distribution, 

χ=5.11, p=0.08) (Figure 3). Psyllids on injected trees performed a greater number of probes 

(n_Pr), as controls did ca. 4 probes whereas psyllids on D0 and D5 injected trees performed ca. 

6 and 7 probes, respectively (GLM using Poisson distribution, χ=15.20, p<0.001). Psyllids 

submitted to the D0 and D5 injected trees had a greater time before the first probing (t.1Pr) 

compared to psyllids on controls (CPH, χ=6.23, p=0.04), ca. 25 and ca. 9 minutes respectively. 

No difference was observed in terms of total duration of pathway phase (s_C) (GLM using 

Gamma distribution, χ=0.72, p=0.70). Regarding phloem sap ingestion (s_E2), while no 

difference was observed for both the total duration (GLM using Gamma distribution, χ=0.79, 
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p=0.67) and proportion of psyllids performing this phase (χ² test, χ=2.19, p=0.33) (Figure 2). 

Finally, no difference was observed for the total duration of xylem sap ingestion (s_G) (GLM 

using Gamma distribution, χ=2.69, p=0.26) or for the proportion of psyllids ingesting xylem 

sap (χ² test, χ=5.01, p=0.08) (Figure 2). More preference parameters are detailed in the 

supplementary material in the Supplementary tables 2 and 3. There was no impact of the 

injection of the emulsion solution on the feeding behavior of aphids and psyllids when 

compared to aphids and psyllids on control (non-injected trees) (Supplementary tables 4 and 5). 

 

 

FIGURE 3 Feeding behaviour parameters of C. pyri adults submitted to control pear trees 

(green), or D0 (blue) and D5 (purple) injected trees. (s_Pr) Total duration of probing; (n_Pr) 

Number on stylet probes; (t.1PR) Time to first probe (s_C); Total duration of pathway phase; 

(s_E2) Total duration of phloem sap ingestion and (s_G) Total duration of xylem sap ingestion. 

Box plots show median (line) and 25–75% percentiles (box). Black dots show means. Different 

letters indicate significant differences, and an absence of letter indicate that no significant 

difference was observed between the treatment. 

 

3.2. Aphid and psyllid performance 

For both insects, our results showed that trunk injection (D. plantaginea: X2 = 263.1, df = 1, 

P<0.001; C. pyri: X2 = 236.93, df = 1, P<0.001) and duration (D. plantaginea: X2 = 191.97.1, 

df = 1, P<0.001; C. pyri: X2 = 199,56, df = 1, P<0.001) significantly affected the individuals 

survival. Indeed, for D. plantaginea, from day 5 to day 8, there were fewer survivors on the 
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treated trees (around 3) than on the controls where all the individuals had survived, then after 

day 8 survival became equivalent between treated and untreated trees (Figure 4A). For C. pyri, 

from day 2, survival was greater on the controls with ca 4 surviving individuals on average, 

while on injected trees it was ca 2 individuals, and this difference was kept until the end of the 

experiment (Figure 4B).  

 

 

 

FIGURE 4 Dynamics of mortality rate due to treatment for Dysaphis plantaginea and 

Cacopsylla pyri. Error bars indicate standard error bars according to GLM analysis (n=10) 

 

Regarding the final weight of surviving individuals, no difference was observed between the 

two tested modalities, either for the aphids (U = 33.50, P>0.05) or the psyllids (U = 25.00, 

P>0.05). The average weight of D. plantaginea and C. pyri at the end of the experiment was ca 

120µg and 236µg respectively. 
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4. Discussion 

The results obtained in our study confirmed our hypotheses. Indeed, the injection of an essential 

oil emulsion in trees impacts host-plant colonization by Hemiptera, as for both species a 

modification of their preference and performance was observed.  

Concerning D. plantaginea, we observed that the injection of a 1% cinnamon essential oil 

emulsion in the host plant trunk induced a disturbance of aphid feeding behaviour. Indeed, the 

injection of cinnamon essential oil emulsion shortened the duration and increased the latency 

time of stylet probing, while their number remained similar for all modalities. Short probing 

duration indicates the presence of negative factors in the epidermis and/or mesophyll, which 

cause the stylets to withdraw.36,37,38,39,40 The longer latency time seems to indicate that the 

aphids were reluctant to probe. Knowing that they were restricted to a limited space, due to our 

experimental set-up, this suggests that they might have looked for another place to feed if they 

had not been constrained.39,40 This increase in latency time of the first probe could be due to a 

surface repellent effect causing plant rejection prior to stylet insertion.36,39,40,41 In our 

experiment, a likely explanation could be a change in the olfactory information from the plant, 

caused directly or indirectly by the presence of the essential oil. However, Werrie et al.22 also 

injected cinnamon essential oil into apple tree and showed that trans-cinnamaldehyde, the major 

compound in cinnamon essential oil, was not found in the VOC of the injected apple trees. 

Another possibility is a change in VOCs emitted by the plant due to stress induced by trunk 

injection via the activation of systemic acquired resistance (SAR).42 Werrie et al.,22 showed that 

the injury caused by an injection did not cause a change in VOCs, the effect of the trunk 

injection on this phase would therefore be rather due to a triggering of the plant's defence 

systems, due to the injection of essential oil which would act as an elicitor.  

Furthermore, the results of the feeding behaviour experiments revealed that the injection of the 

emulsion without EO had no impact in comparison with the non-injected control, thus the 

piercing of the trunk and the injection of the emulsifier did not seem to have deeply or visibly 

altered the physiology of the plant. This is in accordance with the results of Werrie et al.22 

which showed, with the same modalities (only on apple trees), that the emission of VOCs and 

the photosynthetic capacity remain unchanged. 

Werrie et al.,22 also showed that higher quantities of a series of sesquiterpenes (caryophyllene, 

germacrene, ɑ-farnesene, bergamotene and (E,E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene 

(TMTT)), as well as monoterpenes (terpinen-4-ol and linalool), and (E)-4,8-dimethyl-

nonatriene (DMNT), were emitted from apple trees injected with cinnamon essential oil. These 

compounds could be the cause of the behavioral change we recorded here, as several studies 

have shown their repulsive or toxic effect on several aphid species.43,44 Beside this suggested 

impact on volatiles metabolites, an experiment regarding plant defence elicitation using qRT-

PCR on major apple defence pathways highlighted an increased gene expression following 

cinnamon EO application similar to SAR-inducer bion.45 Moreover prolonged induction of 
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genes from pathogenesis-related proteins, parietal modification and phenylpropanoids pathway 

were observed. Metabolites from the phenylpropanoid pathways hydroxycinnamic acids, 

particularly 4- caffeoylquinic acid (4-CQA) and 4-p-coumaroylquinic acid (4-pCoQA), were 

identified as the major players in D. plantaginea-resistant apple cultivars.46 Therefore, studying 

activation of the plant defence mechanism by the cinnamon EO, as well as evaluating the timing 

of this effect and specific secondary metabolites production, such as VOCs, hydroxycinnamic 

acids or dibenzofurans could clarify the physiological cause leading to D. plantaginea 

mortality. The fact that a difference was observed at D5 and not at D0 suggests that this effect 

took time to develop. If the activation of the plant's defence systems was indeed the cause of 

the effect observed at D5, then this may explain the lack of effect at D0, as therewas a lag period 

between the injection and the release of the volatile substances.47 In addition to the development 

of biopesticides with direct (insecticidal) and indirect toxic properties on aphids (by stimulating 

defence mechanisms), investigating the roles of these metabolites in insect-plant interactions 

could assist in the development of targeted plant breeding. 

The injection also induced a decrease in the search time in the mesophyll. These results are 

quite surprising since Werrie et al.22 found that trans-cinnamaldehyde of treated trees 

accumulated in the leaves, and that the amounts of other repellent or insecticidal compounds 

such as caryophyllene significantly increased in the leaves. It would be interesting to carry out 

a histological study to determine where these compounds can be found in the leaf, and whether 

they are found in the punctured cells. Dancewicz et al.,37 using aphids as sensors,  have 

indirectly demonstrated that exogenous volatiles may penetrate the plant cuticle and epidermis, 

and pass into deeper tissue layers.  

The higher proportion of individuals ingesting xylem in injected trees was a sign that the aphids 

were suffering from water stress which is increased by starvation.48,49,50 Moreover, the injection 

system used in the present study allowed the emulsion to reach the leaves via the xylem. The 

fact that the aphids ingested more xylem on the injected trees, combined with the toxic effects 

observed, would therefore reinforce the idea that the mortality observed in our experiments was 

not due to the presence of the essential oil itself but rather to a reaction of the plant. 

In our study, there was no significant difference between the proportion of individuals 

performing a stylet derailment phase (F) between treated and untreated trees. As this phase 

indicates a mechanical resistance of the plant tissues,51 this suggests that either there was no 

increase in this mechanical resistance, or the aphids were not exposed to it, or were not sensitive 

to it.  

The EPG results allow a better understanding of the results of the experiment on population 

dynamics. For aphids, the results for survival show an effect of the injection, with a lower 

survival on treated trees. These results are consistent with the EPG data, the absence of phloem 

sap ingestion led to aphid death by starvation. On the other hand the presence of toxic 

compounds in the phloem, as suggested by the increased salivation recorded, could have led to 

death by intoxication. We observed a significant difference in survival from the fifth day. This 
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difference coincides with the EPG observations and corresponds to the time when an increase 

in time to first probing, a decrease in probing time in the mesophyll and a decrease in total 

salivation time were observed. 

For psyllids, their feeding behaviour was little changed on the treated trees compared to controls 

since only their probing behaviour was affected (number and latency time). Psyllids honeydew 

plays an important role in the ecology of these insects as it is used as a defence against 

predators,52 and parasitoids.5,53 It is therefore possible that the psyllids need to feed on the plant 

to produce this protection, even if the plant has been stressed by the injection and does not 

correspond to a perfect host.  

The survival profile of psyllids was the same as for aphids with a significantly higher mortality 

from the third day onwards. The fact that the feeding behaviour of the psyllids was little changed 

compared to the control condition suggests that the observed mortality was exclusively due to 

intoxication.  

For the mass, there was no difference between the two modalities for either aphids or psyllids. 

This can be explained by the fact that only the individuals remaining at the end of the 

experiment, i.e. those that resisted the injection, were weighed. If they resisted the injection 

treatment, then their diet may not have changed, or may have changed only slightly, and 

therefore their mass may not have changed either.  

 

 

5. Conclusion 

In this study, we showed that the injection of cinnamon essential oil into the trunk of apple and 

pear trees resulted in changes in the feeding behaviour of their respective pests and ultimately 

increased their mortality rate. This method could therefore theoretically be used to control these 

two orchard hemipteran pests, although its effectiveness in real conditions still has to be 

demonstrated. 
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Supplementary material 

SUPPLEMENTARY TABLE 1 Cinnamon EO (Cinnamomum cassia J.Presl batch:CCB14) 

molecular profile, provided by Pranarôm 

Retention time (min) Compound name Relative area (%) 

7,3 α-PINENE 0,08 

7,4 α-THUYENE 0,01 

8,7 CAMPHENE 0,05 

9,1 HEXANAL 0,01 

10,1 β-PINENE 0,03 

14,1 LIMONENE 0,04 

14,5 1,8-CINEOLE 0,02 

17,2 STYRENE 0,17 

18 p-CYMENE 0,06 

18,7 TERPINOLENE 0,01 

21,9 METHYL-5-HEPTENE-2-ONE 0,01 

25,5 NONANAL 0,02 

26,2 BENZYL COMPOUND 0,02 

29,8 SESQUITERPENE 0,01 

30,2 SESQUITERPENE 0,02 

30,3 δ-ELEMENE 0,01 

31 CYCLOSATIVENE + ISOLEDENE 0,12 

31,2 YLANGENE 0,06 

31,8 α-COPAENE 0,8 

32,9 AROMATIC COMPOUND 0,04 

33,3 CAMPHRE 0,04 

33,6 BENZALDEHYDE 1,14 

33,8 β-BOURBONENE 0,02 

36,8 LINALOL 0,04 

37,6 SESQUITERPENE 0,05 

37,9 α-trans-BERGAMOTENE 0,04 

38,2 β-CARYOPHYLLENE 0,12 

38,5 TERPINENE-4-OL 0,04 

38,8 AROMADENDRENE 0,03 

40,6 AROMATIC COMPOUND 0,14 

41,1 ACETOPHENONE 0,08 

41,3 AROMATIC COMPOUND (Mw=132) 0,14 

41,8 ALLO-AROMADENDRENE 0,12 

42,6 α-HUMULENE + ESTRAGOLE 0,04 

43 SALICYLIC ALDEHYDE 0,69 

43,8 γ-MUUROLENE 0,14 

44,2 BORNEOL 0,3 

44,4 α-TERPINEOL + LEDENE 0,08 

46 α-MUUROLENE 0,08 

46,2 β-BISABOLENE 0,13 

47,7 2-METHYL BENZOFURANE 0,4 
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47,9 δ-CADINENE + γ-CADINENE 0,29 

48,3 METHYL SALICYLATE 0,09 

49 BENZENEPROPANAL 0,78 

49,2 α-CURCUMENE 0,09 

49,5 α-trans-BISABOLENE 0,05 

50,2 AROMATIC COMPOUND 0,04 

50,8 AROMATIC COMPOUND 0,03 

51,1 2-PHENYLETHYLE ACETATE 0,03 

51,8 Trans-ANETHOL 0,02 

52,1 CALAMENENE 0,03 

52,9 HEXANOIC ACID 0,03 

53,5 PHENOLIC COMPOUND 0,12 

54,4 BENZYL ALCOHOL 0,27 

55,4 Z-CINNAMALDEHYDE 0,34 

56,3 PHENYLETHYLIC ALCOOL 0,98 

58,5 AROMATIC COMPOUND 0,05 

59,1 2-METHOXY BENZALDEHYDE 0,42 

60,2 CARYOPHYLLENE OXIDE 0,05 

63,5 E-CINNAMALDEHYDE 79,49 

63,8 AROMATIC COMPOUND (Mw=206) 2,46 

65,4 2-METHOXYPHENYLACETONE 0,24 

67,4 SPATHULENOL 0,1 

68,8 CINNAMYL ACETATE 0,46 

69,5 EUGENOL 0,04 

69,8 TRIMETHYL PENTADECANONE 0,02 

70,5 T-CADINOL 0,02 

71,3 SANDARACOPIMARADIENE ISOMERE 0,03 

72,1 α-BISABOLOL 0,05 

72,3 SESQUITERPENOL 0,03 

72,6 α-CADINOL 0,02 

74,4 2-METHOXY-CINNAMALDEHYDE 0,04 

75,1 CINNAMIC ALCOOL 0,13 

75,7 CARYOPHYLLA-3,7-DIEN-6-OL 0,02 

78,4 SESQUITERPENIC EPOXIDE 0,07 

82,2 Trans-o-METHOXY CINNAMALDEHYDE 5,26 

82,6 COUMARINE (Mw=146) 2,1 

90,3 BENZYL BENZOATE 0,07 

93,8 AROMATIC COMPOUND 0,04 

99,5 AROMATIC COMPOUND 0,14 

 TOTAL 99,99 
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SUPPLEMENTARY TABLE 2 Feeding phases (mean ± standard error of the mean) of Dysaphis plantaginea feeding on non-injected trees 

(named “control”), on trees after the essential oil injection, directly after the 24 hours of passive injection (named “D0”) and five days after the end 

of the passive injection (named “D5”).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated marginal means. P values are associated with GLM models, 

using Poisson distribution for the number of feeding phases and Gamma distribution for the mean and total duration of feeding phases, Cox models for the “time to first 

probe” parameter, and χ test for the % of individuals ingesting phloem and xylem sap (degree of freedom = 2 for each test).  
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SUPPLEMENTARY TABLE 3 Feeding phases (mean ± standard error of the mean) of Cacopsylla pyri feeding on non-injected trees (named 

“control”), on trees after the essential oil injection, directly after the 24 hours of passive injection (named “D0”) and five days after the end of the 

passive injection (named “D5”).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated marginal means. P values are associated with GLM models, using 

Poisson distribution for the number of feeding phases and Gamma distribution for the mean and total duration of feeding phases, Cox models for the “time to first probe” 

parameter, and χ test for the % of individuals ingesting phloem and xylem sap (degree of freedom = 2 for each test).  
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SUPPLEMENTARY TABLE 4 Feeding phases (mean ± standard error of the mean) of 

Dysaphis plantaginea feeding on non-injected trees (named “control”) and on trees after 

injection of the emulsion solution without essential oil (named “injected control”).  

 

 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated 

marginal means. P values are associated with GLM models, using Poisson distribution for the number of feeding 

phases and Gamma distribution for the mean and total duration of feeding phases, Cox models for the “time to 

first probe” parameter, and χ test for the % of individuals ingesting phloem and xylem sap (degree of freedom = 1 

for each test). 
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SUPPLEMENTARY TABLE 5 Feeding phases (mean ± standard error of the mean) of Cacopsylla pyri feeding on non-injected trees (named 

“control”) and on trees after injection of the emulsion solution without essential oil (named “injected control”).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated marginal means. P values are associated with GLM models, using 

Poisson distribution for the number of feeding phases and Gamma distribution for the mean and total duration of feeding phases, Cox models for the “time to first probe” 

parameter, and χ test for the % of individuals ingesting phloem and xylem sap (degree of freedom = 1 for each test). 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 Cinnamon EO emulsion particle sizes distribution 
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Chapitre 4. Perturbation par les biopesticides : exemple 

des lipopeptides 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Leviers basés sur l’utilisation des bio-pesticides 
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Présentation de l’étude et principaux résultats : 

Actuellement, la protection des cultures vis-à-vis des ravageurs passe essentiellement par 

l’utilisation de pesticides induisant la mort des insectes exposés ; cependant, au-delà des effets 

létaux les insectes peuvent subir des effets sublétaux des pesticides. Les effets sublétaux ont été 

définis par Haynes (1988) comme des modifications de la physiologie ou du comportement des 

individus qui ont survécu à l'exposition à un composé toxique. Ces effets sublétaux peuvent 

permettre in fine une régulation des ravageurs, soit en les affaiblissant, soit en les rendant plus 

vulnérables pour les niveaux trophiques supérieurs ou les pathogènes. Ainsi la perturbation 

comportementale et physiologique des individus intoxiqués par une dose sublétale peut être un 

levier important pour réguler les ravageurs des cultures à conditions d’induire le moins d’impact 

possible sur la régulation top-down par les ennemis naturels. 

Les doses sublétales de pesticides peuvent impacter la localisation de la plante hôte, la réponse 

aux phéromones sexuelles, ainsi que le comportement alimentaire et d’oviposition chez les 

insectes. Certains insecticides comme le chlordiméforme, appliqués à des niveaux sublétaux, 

peuvent entrainer une réduction de l’activité alimentaire des blattes (Beeman & Matsumura, 

1978), des insectes piqueurs-suceurs (pucerons, cicadelles et sauterelles) (Hirata & Sogawa, 

1976) ou encore de larves de Lépidoptères (Watanabe & Fukami, 1977). Les effets sublétaux 

des pesticides peuvent aussi se manifester sur les traits d’histoire de vie des ravageurs par une 

réduction de la fécondité (diminution de la charge en œufs et/ou de durée de la période 

d’oviposition), une augmentation de la durée de développement des stades immatures ou une 

diminution de la longévité des adultes (Franca et al., 2017). Les effets sublétaux des pesticides 

peuvent cependant aussi affecter les ennemis naturels des ravageurs, soit directement quand 

ceux-ci sont exposés aux pesticides, soit indirectement quand c’est leur proie/hôte qui est 

exposé (pour une revue, voir Desneux et al. (2007)). Les effets sublétaux directs et indirects 

des pesticides sur la physiologie des parasitoïdes ont été largement décrits, mais bien que les 

effets sublétaux sur le comportement puissent aussi réduire le potentiel de régulation naturelle 

des parasitoïdes, l’essentiel des études portent sur les effets directs des pesticides sur le 

comportement des parasitoïdes. Par exemple, la réponse des parasitoïdes au complexe d’odeurs 

insectes hôtes-plantes peut être diminuée suite à une exposition aux pesticides (Stapel et al., 

2000). Pour ce qui est de la perturbation du comportement d’oviposition, suite à une exposition 

à des doses sublétales de pesticides, des femelles parasitoïdes ont présenté un retrait non 

coordonné de leur ovipositeur ce qui les a rendues incapables de pondre dans leur hôte (Alix et 

al., 2001; Desneux et al., 2004). Aussi, la fréquence des comportements impliqués dans la 

sélection de l’hôte par les femelles parasitoïdes (examination antennaire de l’hôte, 

comportement d’oviposition, etc.) est souvent diminuée suite à une exposition aux pesticides 

(Desneux et al., 2007). 

Les bactéries Bacillus sp. sont souvent considérées comme des usines microbiennes pour la 

production d'une vaste gamme de molécules biologiquement actives potentiellement 

inhibitrices de la croissance des phytopathogènes (Emmert & Handelsman, 1999). Ces micro-
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organismes peuvent produire plus de deux douzaines de composés antimicrobiens de structure 

différente (Stein, 2005). Parmi ces composés antimicrobiens se trouvent les lipopeptides 

cycliques, regroupés dans trois grandes familles : les Surfactines, les Iturines et les 

Plipastatines. Elles ont toutes trois des activités antifongiques, avec différents niveaux 

d’efficacité, et présentent un effet synergique (Deravel et al., 2014). L’activité antimicrobienne 

semble réservée aux Surfactines (Ongena & Jacques, 2008). Récemment dans la littérature, le 

potentiel insecticide des Surfactines a été mis en avant (pour un recensement des études sur le 

sujet, voir Denoirjean et al., 2022a). Ces lipopeptides peuvent être utilisés en vergers de 

pommiers pour traiter des pathogènes comme celui responsable de la tavelure (Venturia 

inaequalis (Venturiaceae) G. Winter) (Desmyttere et al., 2019) ou celui du feu bactérien 

(Erwinia amylovora (Enterobacteriaceae) Hauben) (Mora et al., 2015). 

Les lipopeptides pourraient donc être utilisés pour une protection globale des vergers vis-à-vis 

des pathogènes et des ravageurs, d’autant plus que les Surfactines sont inclues dans les 

mélanges antifongiques utilisés pour contrôler la tavelure (Leconte et al., 2022). En effet, bien 

que leurs activités antifongiques soient plus faibles que celles des autres familles de 

lipopeptides, quand elles sont associées à d’autres lipopeptides l’activité fongicide du mélange 

peut être plus forte que celle des différents lipopeptides seuls (Deravel et al., 2014). Cependant, 

quasiment aucune étude n’a comparé les activités insecticides des trois familles de lipopeptides 

(à notre connaissance, seuls Assié et al. (2002) ont comparé deux des trois familles de 

lipopeptides) ou étudié l’effet de l’association des lipopeptides sur leur efficacité. De plus, les 

effets sublétaux des lipopeptides sur les insectes ravageurs comme sur leurs ennemis naturels 

restent largement inconnus.  

Notre problématique est donc la suivante : quels sont les effets létaux des lipopeptides sur les 

pucerons, et pour les survivants, quels sont les effets sublétaux sur le comportement des 

pucerons et de leurs parasitoïdes ? Nous émettons les hypothèses suivantes : i) les lipopeptides 

ont un effet létal sur les pucerons à certaines concentrations, ii) pour les pucerons survivants les 

lipopeptides présentent des effets sublétaux sur leur comportement locomoteur et alimentaire, 

iii) il existe potentiellement un effet cascade de ces effets sublétaux sur le comportement des 

parasitoïdes. 

La première étude visait à évaluer la létalité par contact topique des trois familles de 

lipopeptides (les Iturines, les Plipastatines et les Surfactines) et leurs effets sublétaux sur le 

comportement locomoteur et alimentaire des pucerons D. plantaginea survivants. Les 

différentes familles de lipopeptides ont été testées seules ou en mélange ternaire, pour tester 

l’existence d’un éventuel effet synergique sur leur propriété aphicide. La mortalité des pucerons 

cendré du pommier D. plantaginea exposés par contact topique à trois concentrations de 

lipopeptides a été mesurée à une heure et vingt-quatre heures post-exposition, puis le 

comportement locomoteur et alimentaire des survivants suite à l’application d’une 

concentration donnée ont été étudiés. Des trois familles de lipopeptides, les Surfactines ont 

présenté la plus grande activité aphicide ; les Plipastatines n’étaient létales qu’à la plus forte 
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concentration testée, tandis que les Iturines n’ont jamais induit de mortalité. Bien que les 

lipopeptides montrent un effet synergique quant à leur activité antifongique lorsque les 

différentes familles sont associées en mélange, dans notre étude nous n’avons pas mis en 

évidence un effet synergique en lien avec l’activité insecticide des lipopeptides. Concernant les 

effets sublétaux, les Iturines ont augmenté la vélocité des pucerons, tandis que le mélange de 

lipopeptides a limité leur capacité de dispersion. Enfin, les pucerons ayant survécu à 

l’exposition aux Surfactines avaient une durée d’ingestion de sève plus importante.  

Les Surfactines constituaient donc, au regard de leur létalité, la famille de lipopeptides la plus 

prometteuse en tant qu’aphicide. Cependant, il est possible que les effets létaux et sublétaux 

des Surfactines soient plus faibles sur des pucerons généralistes, dans la mesure où l’on 

considère que les insectes spécialistes ont probablement une meilleure résistance aux pesticides 

(Bras et al., 2022). De plus, les effets des Surfactines sur les pucerons peuvent diminuer leur 

qualité en tant qu’hôte ou proie pour les ennemis naturels, ce qui limiterait de façon non 

intentionnelle l’efficacité de la régulation naturelle des populations de pucerons ravageurs. 

Ainsi, dans la seconde étude de ce chapitre, nous avons sélectionné les lipopeptides aux plus 

fortes propriétés aphicides, les Surfactines, afin de tester leurs effets sur A. fabae, un puceron 

généraliste et ravageur potentiel du pommier. Comme dans la première étude, la mortalité liée 

à l’exposition aux Surfactines a été évaluée à une heure et vingt-quatre heures post-exposition. 

En plus des adultes, les expériences ont aussi été conduites sur de jeunes larves, dans la mesure 

où ces dernières sont les stades de l’hôte dans lesquels les femelles parasitoïdes pondent 

préférentiellement. Le comportement locomoteur des adultes a été modifié par l’exposition aux 

Surfactines (vélocité et dispersion plus importantes), tandis que chez les larves le taux 

d’individus sans activité locomotrice était plus important chez les larves traitées. En ce qui 

concerne le comportement alimentaire des adultes, la durée totale d’ingestion de sève 

phloèmienne était plus faible tandis que les durées d’ingestion xylémienne et de déraillement 

des stylets étaient plus longues chez les pucerons exposés aux Surfactines comparés aux 

témoins, révélant un stress des pucerons exposés. Dans un second temps, nous avons étudié les 

répercussions de l’exposition du puceron hôte sur le comportement de sélection de l’hôte par 

les femelles parasitoïdes d’A. matricariae, une espèce généraliste faisant partie des régulateurs 

de pucerons en vergers. Ce comportement n’a pas été impacté par l’exposition des pucerons 

hôtes aux Surfactines : en effet, aucune différence n’a été observée, que ce soient pour le temps 

de latence avant le premier contact avec un hôte et le statut (exposé ou non aux Surfactines) de 

ce premier hôte (le nombre moyen des différents comportements aboutissant à l’insertion de 

l’ovipositeur), ou encore le taux d’oviposition réelle dans les pucerons hôtes. 
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Abstract 

Within the framework of biocontrol development, several natural lipopeptides produced by 

Bacillus subtilis show well-documented anti-microbial properties, especially in orchards. 

However, the number of studies on their putative insecticidal effects remain low despite the 

growing interest to develop new strategies of orchards pests’ control. The rosy apple aphid 

Dysaphis plantaginea is the major aphid pest causing great leaf damage to apple trees. In this 

study, we submitted young adult aphids to topical application of three different families of 

lipopeptides, Plipastatin (Fengycin), Mycosubtilin (Iturin), and Surfactin, either separately or 

as a ternary mixture. Their aphicidal effects were investigated at 1, 2.5 and 5 g/L, both at 1 h 

and 24 h after exposure, and their effects on aphid behavior were studied at the 2.5 g/L 

concentration at 24 h after exposure. When delivered alone, lipopeptides displayed contrasted 

effects varying from no aphicidal activity for Mycosubtilin to a mortality induced even at low 

concentrations by Surfactin. Surprisingly, locomotor activity of the surviving aphids was only 

affected by the two least lethal treatments, Mycosubtilin and the ternary mix. Their feeding 

behavior was only impacted by Surfactin, the most lethal treatment, that unexpectedly increased 

phloem sap ingestion. The results are discussed in the context of lipopeptides applicability for 

integrated pest management. 
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1. Introduction 

The heavy use of chemical pesticides to achieve crop protection raises growing concerns about 

their possible adverse effects on biodiversity, environment pollution as well as human health 

(Lechenet et al., 2017). Bio-pesticides, which are living organisms or products derived from 

them (Thakur et al., 2020), are considered as promising alternative products in this context. 

Bacillus subtilis is a commonly used bacterial bio-pesticide agent (Stein, 2005), its biocidal 

activities being considered to mainly rely on cyclic lipopeptides. Due to their low ecotoxicity 

compared to their chemical counterparts (Deravel et al., 2014) and their high biodegradability 

(Mulligan, 2005), lipopeptides represent sustainable promising biocontrol products. 

Bacillus lipopeptides are formed of a cyclic peptide linked to a fatty acid chain and are divided 

into three families: Fengycin (Fengycin, Plipastatin), Iturin (Iturin A, Mycosubtilin and 

Bacillomycin) and Surfactin (Surfactin, Pumilacidin) (Maksimov et al., 2020). Lipopeptides of 

a given class may differ in terms of the number of carbon atoms fatty acid chain, and the amino 

acid composition of the cyclic peptide can also be subject to minor modification, determining 

various isoforms (de Souza et al., 2018). Both Fengycin and Surfactin interact with lipid layers, 

altering the cell membrane in a dose-dependent way, and could induce cell lysis at high 

concentrations (Ongena and Jacques, 2008). Iturin has antifungal properties based on osmotic 

perturbation due to the formation of ion-conducting pores (Aranda et al., 2005), and 

preferentially interact with sterols of biological membranes (Nasir and Besson, 2012). 

These different modes of action at the molecular level engender contrasted biocide activities. 

Iturin displays the strongest antifungal activity, contrary to Surfactin which shows limited 

antifungal properties. Regarding lipopeptides herbicidal activity, only one study revealed an 

effect of Surfactin against Poa annua (Guo et al., 2015). Of all lipopeptides, Surfactin displays 

the strongest insecticidal activity that can affect different orders such as Hemiptera (Yun et al., 

2013; Guo et al., 2015; Yang et al., 2017), Lepidoptera (Guo et al., 2015), and Diptera (Assié 

et al., 2002; Geetha et al., 2012). 

All these biocide activities could be exploited to develop new strategies to protect apple 

orchards, as the cultivated apple Malus domestica is one of the most treated fruit crops (Drogué 

and DeMaria, 2012). In Europe, apple orchards are targeted by many pests and diseases. The 

main threat of apple orchards are pathogens, mainly fungi, such as powdery mildew 

Podosphaera leucotricha and apple scab Venturia inaequalis, the latter being the most 
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damaging. Fire blight is caused by a bacterium, Erwinia amylovora. Lipopeptides have already 

been shown to be efficient against apple scab (Desmyttere et al., 2019). Moreover, Bacillus 

strains producing lipopeptides have shown an ability to fight against fire blight (Mora et al., 

2015). However, their broad activity spectrum makes them ideal to try and control both orchard 

pathogens and pests. 

Numerous insect pests also target apple trees. Some induce fruit damage, such as the apple 

codling moth Cydia pomonella or the brown marmorated stink bug Halyomorpha halys. Others 

impair fruit production by damaging the flowers, such as the apple sawfly Hoplocampa 

testudinea, or by ingesting phloem sap such as the aphids Aphis pomi and Dysaphis plantaginea. 

Finally, the wooly aphid Eriosoma lanigerum damages the trunk of apple trees. However, so 

far, the effects of lipopeptides remain unknown on apple pests. 

The purpose of the current work was to evaluate the aphicidal activity of lipopeptides on the 

rosy apple aphid (RAA) D. plantaginea, the major aphid pest of the cultivated apple M. 

domestica in Europe, Maghreb, and North America (Qubbaj et al., 2005). This aphid species 

develops at the apex of branches and/or on the most recently developed leaves, where it feeds 

on sap drawn from the phloem. RAA saliva secretion in phloem causes leaf-rolling and impairs 

shoots growth, provoking great yield loss. For the present work, the effects of different 

lipopeptides were tested at three different concentrations and compared on D. plantaginea: 

Plipastatin (Fengycin), Mycosubtilin (Iturin) and Surfactin (Surfactin), separately or in a ternary 

mixture as they may display synergic effects (Deravel et al., 2014). Among the three main 

routes of exposure (inhalation, ingestion, contact), topical contact was selected for our 

bioassays as the most plausible in a context of field spraying. The efficiency of a bio-pesticide 

should also take into account its sublethal effects (Franca et al., 2017), defined as modifications 

of the behavior or fitness of individuals who survived exposure to a toxic compound (Haynes, 

1988). The sublethal effects of lipopeptides were investigated at a defined concentration on D. 

plantaginea locomotor behavior using a target arena, and feeding behavior via the 

electropenetrography (EPG) technique. 

 

 

2. Materials and methods 

2.1. Insects and plants 

A single colony of D. plantaginea (Hemiptera: Aphididae) was used. Aphids were sampled as 

a population in spring 2018 from an apple tree at the Agrocampus Ouest orchard that had never 

been treated by pesticides, and kindly provided by INRAE (Angers, France) (Philippe Robert, 

personal communication). The aphid population was mass reared without differentiating 

individual aphid clones on M. domestica cv. “Jonagold” plants obtained by in vitro 

multiplication (Druart, 1997). Pots containing three host plants (90 × 90 × 70 mm) were placed 
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in a Plexiglas cube (50 cm). Mass rearing and all the experiments were performed in growth 

chambers under 20 ± 1 ◦C, 60 ± 5% RH, and a 16:8 L:D cycle. 

Synchronized first instar nymphs were obtained by placing parthenogenetic adult females on 

plants for 24 h, after which all the females were removed. The larvipaused nymphs were reared 

on the plants inside Plexiglas aerated boxes (36 × 24 × 14 cm) for ten days, then used as young 

RAA adults for the experiments. 

 

2.2. Lipopeptides production and purification 

Lipopeptides were produced in shacked flasks by different strains of B. subtilis using modified 

Landy media according to Coutte et al. (2010a) for Plipastatin and Surfactin, and according to 

Béchet et al. (2013) for Mycosubtilin. Briefly, Surfactin was produced by the B. subtilis 

BBG131 strain (Coutte et al., 2010a), Plipastatin by the B. subtilis BS2504 strain (Ongena et 

al., 2007) and Mycosubtilin by the B. subtilis BBG125 strain (Béchet et al., 2013). After the 

production step, the lipopeptides were purified and extracted using ultrafiltration process with 

four steps of sequential diafiltration according to Coutte et al. (2010b). At the end of the process, 

lipopeptides were freeze dried. Purity of the lipopeptides powders were evaluated using UPLC 

method as described just below. Isoforms composition of the different lipopeptides produced 

were already analyzed by mass spectrometry and published (Mejri et al., 2017). Surfactin 

isoforms are composed with different fatty acid chain length from C12 to C16 carbons, 

Mycosubtilin with fatty acid chain of C15 to C18 and Plipastatin with saturated and unsaturated 

fatty acid chain of C14 to C18. 

Lipopeptides solutions were prepared by solubilizing powder at 20 ◦C in a 5% 

dimethylsulfoxide (DMSO) and 0.2% Heliosol (ActionPin, France) stirred solution at the 

concentrations of 1, 2.5 and 5 g/L. The concentrations were chosen according to Yun et al. 

(2013). The control solution was made from ultrapure water also in 5% DMSO and 0.2% 

Heliosol stirred solution. Addition of Heliosol is justified by the fact that it is an adjuvant very 

often used for the treatment of different crops and especially for apple trees. The lipopeptides 

powders and the lipopeptides solutions (in 5% DMSO and 0.2% Heliosol) were analyzed by 

reverse phase high-performance liquid chromatography using a C18 column on Acquity UPLC 

system (Waters, Milford, MA, USA) according to Guez et al. (2021) for Surfactin and 

Mycosubtilin. The same equipment was used for Plipastatin powder and solutions analysis, 

except that the elution was performed using a gradient of acetonitrile/water/trifluoroacetic acid 

from 45/55/0.1 to 55/45/0.1 (v/v/v) for 30 min. Purified lipopeptides (Surfactin, Fengycin and 

Iturin A) supplied by Sigma Aldrich (Saint Louis, USA) were used as standards. 

The three lipopeptides (Plipastatin, Mycosubtilin, Surfactin) were tested alone (P, M, S, 

respectively) and in a ternary mixture (PMS, 33% v/v/v of each lipopeptide solution). 
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2.3. Aphid exposure to lipopeptides 

Aphicidal effects are classically evaluated at 24 h after topical exposure (Yun et al., 2013; Yang 

et al., 2017), but can also be immediate (Najar-Rodriguez et al., 2007). Therefore, the aphicidal 

activity of lipopeptides topically applied on aphids was evaluated at two different time scales, 

1 h and 24 h. Using an Eppendorf micropipette (0.1–2.5 μl), 0.2 μl of lipopeptides solution or 

control solution was applied topically onto the abdomen of each young aphid adult. After 

topical application, that was performed in the middle of photophase, aphids were left for one 

hour in the Petri dish in which they had been treated, in order to allow for the solution to 

penetrate their cuticle. They were then transferred on an artificial diet (Febvay et al., 1988; 

Down et al., 1996) for 24 h before being used for the behavioral and physiological bioassays. 

All the experiments were conducted at 20 ± 1 ◦C, 60 ± 5% relative humidity. 

 

2.4. Aphid survival and mortality 

One purpose of this experiment was to evaluate the effect of lipopeptides on aphids mortality 

at two different time scales. For each lipopeptide and the ternary mix, three different 

concentrations were tested (1, 2.5 and 5 g/L) and applied onto aphids by topical contact as 

described above. One hour after topical application (i.e. before transferring aphids onto an 

artificial diet), the mortality at 1 h (here defined as the mortality occurring within one hour 

following the exposure) was first assessed as the number of dead aphids recorded at 1 h after 

exposure. At twenty-four hours after topical application, the mortality was calculated as the 

total number of aphids recorded dead both at 1 h and 24 h after exposure. Based on the results 

for aphicidal activities, the concentration of 2.5 g/L was selected to study the sublethal effect 

of aphids exposure to lipopeptides on their locomotor and feeding behavior. 

 

2.5. Aphid locomotor activity 

To study the sublethal effect of exposure to lipopeptides (2.5 g/L) on the locomotor behavior 

of D. plantaginea young adults, dispersion behavior and speed of aphids exposed to the control 

or lipopeptides solutions were monitored on a target arena according to the methodology of 

Chesnais et al. (2020) (Fig. 1). Each aphid was individually deposited in the center of the test 

arena (285 mm diameter) consisting of 10 concentric circles (“spatial zones”) spaced 15 mm 

apart and covered by a transparent glass plate that was cleaned every five recordings with 

ethanol then water. The arena was placed between four white foam cardboard “walls” (45 cm 

high) to avoid external stimuli. For each aphid, the time taken (in sec.) to cross a given spatial 

zone for a maximum of 300 s (“speed” parameter), the time taken (in sec.) to exit the arena 

(“dispersion” parameter) and the total number of spatial zones crossed were determined. The 

test was completed (i) if the aphid crossed the 10th spatial zone and left the arena, or (ii) at the 
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end of the 300 s. Results were analyzed for the responding adults (nC = 37; nP = 32; nM = 33; 

nS = 27; nPMS = 38). 

 

FIGURE 1 Bioassay set-up used, to record dispersion behavior and locomotor activity of 

aphids in a paper arena covered with a squared glass plate. Red line: example of an aphid path 

observed on the arena in 300 s; black dots: number of spatial zones in which the aphid had 

entered. The “speed” parameter was defined as the average duration of the time (in sec.) taken 

to cross one particular spatial zone. The time taken to exit the arena (in sec.) was considered as 

a “dispersion” parameter. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, 

the reader is referred to the web version of this article.) adapted from Chesnais et al. (2020). 

 

2.6. Aphid feeding behavior 

The aim of this experiment was to study the sublethal effect of aphid adults exposure to 

lipopeptides (2.5 g/L) on their feeding behavior. Electrical penetration graphs (EPG) (Tjallingii, 

1985) were obtained by connecting individual aphids placed on the abaxial side of a leaf of an 

individual plant inside a Faraday cage to the Giga-8 DC-EPG amplifier. The recordings were 

carried out continuously for eight hours during the photophase. Acquisition and analysis of the 

EPG waveforms were performed using the EPG Stylet+ daq softaware (EPG Systems, 

www.epgsystems.eu). Parameters from the recorded waveforms were calculated using the 

EPG-Calc 6.1.7 software (Giordanengo, 2014). They were based on different EPG waveforms 

(Tjallingii and Esch, 1993) corresponding to total stylet probing activity within plant tissues, 

sustained phloem sap ingestion (duration > 10 min) and xylem sap ingestion. A total of 32 
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plants were used for the EPG records that were obtained for the following numbers of aphids: 

nC = 28; nP = 20; nM = 22; nS = 26; nPMS = 28. 

 

2.7. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using the R software version 3.6.2 (The R Foundation, 

https://www.r-project.org/). For all the parameters studied, results obtained for each treatment 

were compared with the ones obtained for the control. A Firth’s penalized logistic regression 

with the package logistf (Heinze et al., 2020) was used to evaluate the effect of topical exposure 

to lipopeptides on aphid mortality. The impact of lipopeptides on aphid locomotor and feeding 

behaviors was assessed carrying out a permutation test (5000 replicates) to test for the 

significance of the differences of the means of each parameter between controls and treated 

aphids. 

 

 

3. Results 

3.1. Mortality 

Overall, most aphids remained alive following exposure to lipopeptides at 1 and 2.5 g/L except 

for those exposed to Surfactin (Fig. 2). Regarding the immediate mortality, Surfactin at 1 and 

2.5 g/L concentrations induced significant aphid mortalities at 1 h compared to the control 

(Firth’s penalized logistic regression, p = 0.004 and p < 0.001, respectively) of ca. 25% and ca. 

40%, respectively. At the 5 g/L concentration, compared to the control, Plipastatin, Surfactin 

and the PMS ternary mix induced a significant aphid mortality (Firth’s penalized logistic 

regression, p < 0.001, p < 0.001 and P = 0.013, respectively). Plipastatin and Surfactin induced 

ca. 80% of aphid mortality, and ca. 40% of the aphid exposed to the PMS ternary mix were 

dead at 1 h. Exposure to lipopeptides resulted in mortalities at 24 h that were similar to those 

measured at 1 h, suggesting that most of aphid mortality had occurred within the first hour 

following topical exposure. Because most treatments induced mortalities above 50% or more 

at the 5 g/L concentration, this concentration was excluded to test for sublethal effects on 

surviving aphids. Except for Surfactin (S) that was globally lethal whatever the concentration, 

for all the other treatments (P, M, PMS) both the 1 g/L and 2.5 g/L concentrations induced 

mortalities in adults that were not significantly different compared to controls and could 

therefore be considered sublethal as defined by Desneux et al. (2007). To carry out all 

behavioral bioassays, we selected the greatest concentration among those two, that is 2.5 g/L. 
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FIGURE 2 Number of dead and alive D. plantaginea adults at two different time scales 

following topical exposure (1 h and 24 h) to lipopeptides at three different concentrations (1, 

2.5 and 5 g/L). C: Control; P: Plipastatin; M: Mycosubtilin. S: Surfactin; PMS: Ternary mixture 

of Plipastatin, Mycosubtilin and Surfactin. Mortality induced by each treatment was compared 

with the control using the Firth’s penalized logistic regression (*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: 

p < 0.001). 

 

3.2. Locomotor behavior 

Compared to controls, aphids exposed to Mycosubtilin took significantly less time to cross a 

given spatial zone (permutation test, p = 0.046), indicating that their speed was greater (Table 

1). Also, they took significantly less time to exit the arena (permutation test, p = 0.048), 

highlighting a greater dispersion compared to controls following Mycosubtilin exposure. On 

the contrary, aphids exposed to the PMS ternary mix took significantly more time to exit the 

arena compared to controls (permutation test, p = 0.004), suggesting that the PMS ternary mix 

did reduce aphid dispersion. Finally, the total number of spatial zones crossed by aphids 

exposed to the PMS ternary mix was significantly greater compared to controls (permutation 

test, p = 0.022). Plipastatin and Surfactin had no significant effect on aphid locomotion. 
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TABLE 1 Sublethal effects of lipopeptides (2.5 g/L concentration) on the locomotor behavior of exposed D. plantaginea adults. 

 

  Control Plipastatin Mycosubtilin Surfactin PMS ternary mix 

    Number of aphids 37 32 33 27 38 

   Speed (Time in sec. to cross one spatial zone) 10.34 ± 0.84 9.58 ± 0.64 8.33 ± 0.47 (*) 10.06 ± 0.96 11.58 ± 0.82 

   Dispersion (Time in sec. to exit the arena) 111.00 ± 9.76 106.29 ± 7.47 96.90 ± 7.13 (*) 116.89 ± 11.44 123.21 ± 10.44 (*) 

   Total number of spatial zones crossed 10.78 ± 0.34  10.59 ± 0.47 10.48 ± 0.35 10.74 ± 0.59 13.07 ± 0.69 (***) 

 

Means ± sem; Locomotor items were compared two by two with the control using a permutation test (*: p < 0.05; ***: p < 0.001). Italic: number of individuals;  

bold: significant differences between a given treatment and control.
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3.3. Feeding behavior 

Compared to the controls, the total duration of probing was not significantly different for each 

lipopeptide treatment and lasted on average around 380 min (Fig. 3a). The total duration of 

sustained phloem sap ingestion was significantly greater for aphids exposed to Surfactin 

(160.69 ± 7.24 mins) compared to controls (103.92 ± 4.06 mins) (permutation test, p = 0.040) 

(Fig. 3b). Finally, although no significant difference could be observed, aphids exposed to 

Plipastatin, Mycosubtilin and the ternary mixture tended to ingest xylem sap for a greater total 

duration compared to controls (Fig. 3c). 

 

 

FIGURE 3 Feeding behavior parameters of D. plantaginea adults topically exposed to the 

control or the 2.5 g/L lipopeptides solutions. (a) Total duration of probing phase in plant tissue; 

(b) Total duration of sustained phloem sap ingestion (> 10 min); (c) Total duration of xylem 

sap ingestion. C: Control; P: Plipastatin; M: Mycosubtilin. S: Surfactin; PMS: Ternary mixture 

of Plipastatin, Mycosubtilin and Surfactin. The asterisks indicate a significant difference 

between aphids exposed to control and the corresponding lipopeptides solution (Monte-Carlo 

permutation test on differences in means, *: p < 0.05). 

 

 

4. Discussion 

Our study confirmed that Surfactin is the best insecticidal candidate compared to other 

lipopeptide families, as they induced mortality in aphids even at the lowest concentration tested. 

Surfactin is the lipopeptide in which insecticidal effects have been the most researched. It is 

lethal to Diptera and Lepidoptera by ingestion (Assié et al., 2002; Guo et al., 2015), and to 

Diptera and Hemiptera by topical contact (Geetha et al., 2012; Yun et al., 2013; Yang et al., 

2017). Our study also revealed that at the highest concentration tested (5 g/L) Plipastatin 

induced ca. 70% mortality in the topically exposed aphids. The insecticidal effect of Fengycin 

was previously described on a Lepidopteran pest, via ingestion (Kim et al., 2004). The lack of 

aphicidal activity we recorded here for Mycosubtilin seems congruent with the study by Assié 

et al. (2002) showing that Iturin incorporated to an artificial diet did not induce mortality for 
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Drosophila melanogaster (Diptera). Topical aphicidal properties of lipopeptides could be 

explained by their capacity to interfere with lipid layers (Ongena and Jacques, 2008) and 

particularly with cuticle molecules such as phospholipids and fatty acids (Puterka et al., 2003; 

Jang et al., 2013). This interaction between lipopeptides and cuticle molecules can induce aphid 

cuticle dehydration, as shown in Rhopalosiphum padi after a topical exposure to B. atropheus 

surfactants containing the three families of lipopeptides and mainly Surfactin (≥ 90%) 

(Rodríguez et al., 2018). 

Studies investigating the aphicidal effects of lipopeptides vary in terms of aphid lifestage used, 

dose applied on aphids, aphid species model or mode of exposition (Yun et al., 2013; Yang et 

al., 2017; Rodríguez et al., 2018; L ́opez-Isasmendi et al., 2019). For a same dose, Surfactin-

induced mortality is greater in the literature than in our study. At the two highest concentrations 

used here (2.5 g/L and 5 g/L), we applied 0.5 and 1 μg of lipopeptides per aphid, respectively. 

For Yun et al. (2013), the 0.5 and 1 μg doses induced ca. 95% and 99% of mortality in aphids, 

respectively, compared to ca. 40% and ca. 85% in our study. This difference in mortalities 

could be due to the isomers present in the Surfactin extract used in our study. Indeed, Surfactin 

displays various isomers that differ in their aphicidal activity, as the LC50 or LC90 can be up 

to three time higher from one isomer to another (Yang et al., 2017). The difference in mortalities 

could also be attributable to the aphid species used. Adults weigh ca. 560 μg in D. plantaginea 

(Denoirjean et al., 2021) versus ca. 270 μg in Myzus persicae (Baudry et al., 2021). In their 

study Yun et al. (2013) used M. persicae second instar nymphs that are even lighter compared 

to adults, which could contribute to the greater mortality observed in this other aphid species 

compared to our study. 

Finally, we showed that when applied in a ternary mixture, lipopeptides did not display 

synergistic effects through greater insecticidal activity, contrary to what has been reported for 

their antifungal activity. Indeed two by two synergy between lipopeptides has been described 

for numerous fungal pathogens, mostly between Surfactin and Iturin/Mycosubtilin (Deravel et 

al., 2014), but also between Surfactin and Fengycin/Plipastatin (Desmyttere et al., 2019). 

Our study clearly revealed that lipopeptides treatments induced sublethal effects in surviving 

aphids by altering adult aphid behavior at the 2.5 g/L concentration used. Concerning the 

locomotor behavior, aphids exposed to Mycosubtilin exhibited greater speed and dispersion, 

whereas aphids treated by the PMS ternary mixture had their dispersion reduced compared to 

controls. Such behavioral impacts have already been credited to the neurotoxic effects of 

pesticides or surfactants (Drewes et al., 1987; Bayley and Baatrup, 1996) and some lipopeptides 

(LePage et al., 2005; Velkov et al., 2018), whereas other lipopeptides have been reported to 

exhibit protective effects on animal nervous systems (Park et al., 2013). In field conditions, a 

modification of adult aphids locomotion behavior could impact their potential to colonize new 

host plants and propagate viruses, and also modulate their probability to encounter natural 

enemies (Irwin et al., 2007). 
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Concerning aphid feeding behavior, the duration of total stylet probing activity within plant 

tissues was not affected by lipopeptides exposure, whatever the treatment. Only Surfactin had 

a significant impact on aphid feeding behavior. Unexpectedly, at the concentration inducing ca. 

50% of mortality in Surfactin-treated aphids, phloem sap ingestion revealed to be greater for 

treated aphids compared to controls. An increased food intake following exposure to pesticides 

or toxic compounds has been similarly described for rotifers (Liu et al., 2017), daphnies (Liu 

et al., 2018, 2019; Li et al., 2020) and tadpoles (Semlitsch et al., 1995). This phenomenon could 

be explained by a mechanism of temporary overcompensation for inhibitory challenges, in 

which excess in physiological processes provides compensation after damaging stress 

(Calabrese, 2001; Xie et al., 2012). After a potential cuticle dehydration suggested to occur by 

Rodríguez et al. (2018) as a consequence of lipopeptides treatment, we expected that xylem sap 

ingestion should be greater for treated aphids to overcome hydric stress. Despite a tendency to 

ingest xylem sap for a longer time, especially for aphids treated by Plipastatin, no significant 

difference was observed on treated aphids compared to controls, which invalidates our 

hypothesis. 

On an agronomical point of view, this study confirms the potential of lipopeptides to control 

aphid populations in the field regarding the insecticidal effects displayed by Surfactin, but also 

in view of the sublethal behavioral changes recorded in lipopeptides-exposed D. plantaginea 

aphids. As natural substances of microbial origin, lipopeptides represent promising biocontrol 

agents, especially to regulate pathogens in orchards, where lipopeptides mixtures have been 

shown as efficient as a conventional fungicide to control apple scab (Desmyttere et al., 2019). 

Conventional fungicides may have non-intentional effects that are beneficial regarding crop 

protection, as they can negatively impact numerous crop insects pests (Chalfant et al., 1977; 

Ledieu and Helyer, 1983; Arakawa et al., 2008). Because lipopeptides appear like broad-

spectrum pesticides, our study suggests they could control the rosy apple aphid D. plantaginea, 

by inducing mortality through the use of Surfactin, and/or by affecting its behavior through the 

same lipopeptides treatments that would be used to protect apple trees against fungi pathogens. 

Thanks to their wide insecticidal activity spectrum, Surfactins are known to control a myriad 

of insect taxa. We confirmed here that Surfactins would be the best aphicidal candidates among 

lipopeptides. Known for their aphicidal effects against the highly polyphagous aphid M. 

persicae (Yun et al., 2013; Yang et al., 2017), they may also be responsible of the aphicidal 

activity of Bacillus biosurfactants against the cereal specialist R. padi (Rodríguez et al., 2018). 

Our work reveals the applicability of this lipopeptide family to also regulate an orchard 

specialist aphid pest, the rosy apple aphid. In a context of orchard integrated pest management, 

it would be interesting to further investigate the insecticidal effects of Surfactin on other apple 

tree pests such as C. pomonella (Lepidoptera), H. testudinea (Hymenoptera) and C. capitata 

(Diptera). However, non-intentional effects should also be evaluated as it has been shown that 

fungicides could negatively affect organisms delivering ecological services such as natural 

enemies (Sotherton et al., 1987; Sutherland et al., 2010; Delpuech and Allemand, 2011) or 

pollinators (Johnson et al., 2010; Belsky and Joshi, 2020). 



106 

 

5. Conclusion 

The present work is the first study investigating the lethal effects of the three main Bacillus 

lipopeptide families by testing them individually or in a mixture on an insect, here the rosy 

apple aphid D. plantaginea. Their effects on this orchard pest were contrasted, varying from no 

aphicidal activity for Mycosubtilin whatever the concentration tested, to an aphicidal activity 

even at low concentration for Surfactin. Mortality occurred immediately, mainly within the first 

hour after topical exposure. This study also explores for the first time the sublethal effects of 

exposure to lipopeptides on insect behavior. Again, the effects recorded largely depended on 

the lipopeptides tested. Surprisingly, the locomotor activity of the surviving aphids was only 

affected by the least lethal treatments, i.e. Mycosubtilin and the lipopeptides ternary mix. 

Concerning the feeding behavior, only the most lethal treatment, i.e. Surfactin, had an impact 

by unexpectedly increasing phloem sap ingestion by aphids. 
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Abstract 

BACKGROUND: Lipopeptides extracted from the Bacillus genus are emerging biopesticides, 

especially in protecting crops against phytopathogens. Among the three main families of 

lipopeptides, surfactins have been identified as having insecticidal properties against several 

insect orders. However, the sublethal effects of these promising biopesticides on insect pests 

and their natural enemies remain largely unknown. The aim of this study was to evaluate the 

effects of surfactins topically applied on black bean aphid Aphis fabae mortality. First, the 

effects of surfactins on aphid mortality were determined by delivering increasing concentrations 

to adults and nymphs. Second, the sublethal effects of surfactins on locomotor activity and 

feeding behavior of surviving aphids were evaluated using the electropenetrography method. 

Finally, the effect of host exposure to surfactins on host selection behavior by Aphidius 

matricariae parasitoid females was analyzed. 

RESULTS: Four surfactins concentrations were studied (0.5, 1, 2.5 and 5 g L–1). There was 

concentration-dependent mortality in response to surfactins at 24 h after treatment. Surfactins 

impacted aphid behavior when delivered at 1 g L–1 by inducing a greater locomotor activity and 

a reduction in feeding activity. By contrast, at the third trophic level, exposure of aphid hosts 
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to surfactins did not affect behaviors leading to host recognition and acceptance by parasitoid 

females. 

CONCLUSION: This study highlighted the consequences of aphid exposure to surfactins in the 

context of bottom-up regulation. Although surfactins could directly impact aphid behavior, they 

had no apparent consequences on the host selection behavior exhibited by parasitoid wasps. 

 

Keywords 

surfactins—sublethal effects; insect behavior; Aphis fabae; Aphidius matricariae; 

electropenetrography 

 

 

1. Introduction 

The use of beneficial microorganisms as biopesticides represents promising safe and 

environmentally friendly crop protection management.1 Lipopeptides obtained from numerous 

species of the Bacillus genus display a wide spectrum of biocide activities, targeting many 

microorganisms and more specially fungi.2 Lipopeptides are composed of a cyclic hydrophilic 

peptide linked to a hydrophobic fatty acid chain and are classified into three different families: 

fengycins, iturins and surfactins. Lipopeptides are produced as a mixture of isoforms that may 

vary in the composition of their peptide cycle but most often in the length of their fatty acid 

chain. Surfactins are the most well-known lipopeptides produced by Bacillus subtilis 

(Ehrenberg) and represent a family that is found in almost all strains. Surfactins are produced 

alone or as a binary or tertiary mixture with lipopeptides from other families.3 Moreover, the 

ecotoxicity of surfactins is very low compared with their chemical counterparts4 and they are 

readily biodegradable.5 Fengycins and surfactins interfere with the structure of the cell 

membrane as they penetrate the lipid layer, inducing cell lysis when used at high 

concentrations.6,7 Despite similar modes of action, fengycins and surfactins differ in their 

biocide activity. For instance, surfactins show no marked antifungal efficiency compared with 

fengycins.8 Iturins are also able to interact with biological membranes, and their antifungal 

properties are related to specific interaction with the ergosterol content of the biological 

membrane.9 They also have hemolytic properties based on osmotic perturbation due to the 

formation of ion-conducting pores.10 These lipopeptides alone (fengycins and iturins) or in a 

mixture (fengycins/surfactins or iturins/surfactins) have recently demonstrated good efficacy 

against the apple scab Venturia inaequalis (G. Winter).11 

Lipopeptides from various Bacillus species are active against a wide spectrum of insects, 

making them promising bio-insecticides, as long as their unintended effects on non-target 

organisms remain limited. Their insecticidal activities are generally achieved by using cocktails 
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of several molecules, either following ingestion12–14 or topical contact,15 inducing damage on 

midgut tissues and cuticle modification, respectively. Among lipopeptides, surfactins have been 

shown to induce mortality in insects belonging to different orders such as Lepidoptera 

(moths16), Diptera (mosquitoes,17 fruitflies18) and Hemiptera (aphids16,19,20). These different 

studies also revealed that the insecticidal activity of surfactins varied depending on the 

concentration and isomer used. Because surfactins can trigger sufficient insecticidal activity 

when used alone, they represent the most promising insecticidal candidates. 

Besides their known insecticidal potential at given concentrations, the sublethal effects of 

lipopeptides on insect pests and their natural enemies remain largely unknown. Sublethal effects 

are defined as modifications of the behavior or fitness of individuals who survived exposure to 

a toxic compound.21 Concerning insect pests, lipopeptide exposure may alter their 

preference/performance towards their host plants, as shown with the use of conventional 

pesticides.22,23 Regarding natural enemies, the sublethal effects of pesticides may impair their 

potential natural regulation of pests.24–26 However, information regarding the effects of 

insecticides on the behavior of insects remains relatively scarce.27,28 Moreover, in most studies, 

sublethal impacts are generally studied on either the behavior of the pest or the behavior of its 

natural enemy, but rarely on both. 

The purpose of the current work was to evaluate the sublethal effects of surfactins exposure on 

the behavior of an aphid pest and the consequences on the host preference of one of its 

parasitoids. The aphid model selected was the black bean aphid Aphis fabae (Scopoli), because 

it is a common polyphagous aphid pest of European agricultural crops that is also a vector of 

numerous phytoviruses. The chosen parasitoid was a commercially available aphid natural 

enemy, the generalist endoparasitoid Aphidius matricariae (Haliday) known to parasitize at 

least 40 aphid species.29 First, the effects of surfactins on aphid mortality were determined by 

delivering, via topical exposure, increasing concentrations of surfactins to adults and nymphs. 

Second, the surfactins concentration determined as sublethal on adults was evaluated for its 

effects on aphid behavior, in terms of the locomotor activity of both adults and nymphs, and 

feeding activity of adults. Finally, we studied whether A. matricariae females would be able to 

discriminate between aphid nymph hosts exposed or not to surfactins. 

 

 

2. Materials and methods 

2.1. Plants and insects 

Plantlets used in the experiments were obtained from Vicia faba (cv.”Axel”) seeds. They were 

grown for 3 weeks in plastic pots (60 × 60 × 70 mm) with commercial sterilized potting soil 

(Botanic, reference: 386895, 86.50 g per pot) in a climate-controlled room (20 ± 1°C, 60 ± 5% 

relative humidity (RH), and a 16:8 h light/dark photoperiod at 2 klx). 
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The colony of Aphis fabae was initiated from a single apterous parthenogenetic female provided 

in 2018 by the UCL (Leuven, Belgium) and maintained in ventilated plastic cages (360 × 240 

× 110 mm; Enseignes Picardes) in a climate-controlled room (20 ± 1°C, 60 ± 5% RH and a 16:8 

h light/dark photoperiod at 2 klx) to induce parthenogenesis. Cohorts of synchronized Aphis 

fabae nymphs were reared in 90-mm diameter plastic Petri dishes containing leaves of V. faba 

embedded in 1.5% agar (w/v) under the controlled conditions described above, until they were 

used in the experiments. Nymphs were obtained by placing parthenogenetic adult females on 

plantlets for 24 h before removing them. Third-instar nymphs and young adults (4- and 9-day-

old aphids, respectively) were selected for bioassays. 

Aphidius matricariae parasitoids were obtained from Viridaxis as mummies. The commercial 

line of A. matricariae had not been reared on Aphis fabae or on V. faba. Upon reception, 

mummies were transferred to plastic tubes (75 × 13 mm) closed with a cotton plug. Once 

emerged, parasitoids were sexed and mating was allowed for 48 h by grouping two to three 

females with two males in the same plastic tube (75 × 13 mm). Aphids were fed ad libitum with 

a 1:1 honey/water (v/v) solution until used in experiments. Parasitoids were maintained in a 

climate chamber (Panasonic, Versatile Environmental Test Chamber MLR-352H, 294 L) at 20 

± 1°C, 60 ± 5% RH and a 16 h light/dark photoperiod. Three-day-old standardized parasitoid 

females (mated, fed and without oviposition experience) were used in the laboratory 

experiments. 

 

2.2. Surfactins production and purification 

Surfactins were produced by Bacillus subtilis BBG131 in shaken flasks according to Coutte et 

al.30 and then purified and extracted using ultrafiltration with four steps of sequential 

diafiltration according to Coutte et al.31 At the end of the process surfactins were freeze-dried. 

The purity of the surfactins powder was evaluated using Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC) as described below. The composition of the surfactins produced by 

strain BBG131 has previously been analyzed by mass spectrometry and published.32 Surfactins 

isoforms are composed of fatty acids of differing chain length from C 12 to C 16 carbons. 

Surfactins solutions were prepared by solubilizing surfactins powder (75%) at 20°C in a 5% 

dimethylsulfoxide and 0.2% HELIOSOL® (ActionPin) stirred solution at concentrations of 0.5, 

1, 2.5 and 5 g L–1. The control solution was made from ultrapure water also in 5% 

dimethylsulfoxide and 0.2% HELIOSOL stirred solution. Addition of HELIOSOL is justified 

by the fact that it is an adjuvant very often used for the treatment of different crops and 

especially for apple trees. Surfactins powders and solutions were analyzed by reverse-phase 

high-performance liquid chromatography using a C18 column on Acquity UPLC system 

(Waters) with an acetonitrile/water/ Tri-Fluoroacetic Acid (TFA) 80:20:0.5 (v/v/v). The flow 

rate was 0.6 ml min−1, and the detection wavelength was 214 nm. Purified surfactins supplied 

by Sigma Aldrich was used as standard. The retention time and second derivative of the 
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absorption spectrum between 200 and 400 nm were used to identify the eluted molecules 

(Empower software, Waters). 

 

2.3. Aphid exposure to surfactins 

Using an Eppendorf micropipette (0.1–2.5 μl), 0.2 μl of surfactins solution or control solution 

was applied topically onto the abdomen of young aphid adults. To avoid nymphs drowning in 

the solution droplet, the volume applied to the abdomen of third-instar nymphs was 0.15 μl. 

After topical application, aphids were left for 1 h in the Petri dish in which they had been treated, 

to allow the solution to penetrate the cuticle and to estimate their immediate mortality. 

Surviving aphids were then transferred to a 90-mm diameter plastic Petri dish containing V. 

faba leaves embedded in 1.5% agar, in which they were kept for 24 h before being used in 

behavioral and physiological bioassays. All the experiments were conducted at 20 ± 1°C, 60 ± 

5% RH and a 16:8 h light/dark photoperiod. 

 

2.4 Aphid mortality and determination of the sublethal concentration on 

adults 

The purpose of this experiment was to evaluate the effect of surfactins on the mortality of aphids 

at two different time scales. Four different concentrations were tested (0.5, 1, 2.5 and 5 g L–1) 

and applied to aphids by topical contact as described above. One hour after topical application 

(that is, before transferring aphids to Petri dishes containing V. faba leaves), the percentage of 

mortality at 1 h (here defined as the mortality occurring within 1 h following the exposure) was 

assessed as the number of dead aphids divided by the number of treated aphids. At 24 h after 

topical application, the percentage of mortality was calculated as the total number of dead 

aphids (number of aphids recorded dead both at 1 h and 24 h after exposure) divided by the 

total number of aphids initially treated. 

Determination of the sublethal concentration was based on mortality experiments on adults. It 

was conventionally selected according to the definition of Desneux et al. 25 as the concentration 

inducing no significant mortality in the treated population. A concentration of 1 g L–1 was 

therefore used to study the sublethal effect on aphids of exposure to surfactins in all subsequent 

experiments. 

 

2.5 Aphid locomotor activity 

To study the sublethal effect of exposure to surfactins (1 g L–1) on the locomotor behavior of 

Aphis fabae nymphs and adults, the dispersion behavior and velocity of aphids pre-exposed to 

the control or surfactins solution were monitored on a target arena according to the methodology 

of Chesnais et al.33 (Figure 1). One single aphid was deposited in the center of an experimental 
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arena (285 mm diameter), divided into ten concentric circles (“spatial zones”) 15 mm apart. 

Each aphid was deposited on a transparent glass plate placed on top of the arena, which allowed 

cleaning of the glass surface with ethanol and then water every five recordings. To minimize 

external stimuli, the arena was positioned between four white foam cardboard “walls” (45 cm 

high). For each aphid, the time taken to cross one particular spatial zone for a maximum of 300 

s (“velocity” parameter) and the maximum zone reached (“dispersion” parameter) were 

determined. The test was completed (i) if the aphid crossed the 10th spatial zone and left the 

arena, or (ii) at the end of the 300 s. All aphids staying in the introduction circle for the whole 

300 s were considered “non-responding”. A total of 60 nymphs and 28 adults were used for the 

control treatment, and 64 nymphs and 28 adults for the surfactins treatment. Results were 

analyzed for the responding adults and nymphs (that is, 43 nymphs and 23 adults for control 

aphids, and 31 nymphs and 25 adults for surfactins treated aphids). 

 

 

FIGURE 1 Bioassay set-up used, adapted from Chesnais et al.,33 to record the dispersion 

behavior and locomotor activity of aphids in a paper arena covered with a square glass plate. 

Gray line: example of an aphid path observed on the arena for 300 s. Red dots: number of spatial 

zones into which the aphid entered. The maximum spatial zone reached was considered a 

“dispersion” parameter. The “velocity” parameter was equal to the mean time taken to cross a 

given spatial zone. 
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2.6. Aphid feeding behavior 

The aim of this experiment was to study the sublethal effect of exposure to surfactins (1 g L–1) 

on aphid adult feeding behavior. This was done using the electrical penetration graph (EPG) 

method.34 An electrode consisting of a 2-cm long copper wire soldered to the head of a 2.2-mm 

diameter brass nail was used to wire the insects. The other end of the electrode consisted of a 

thin 20-μm diameter and 2-cm long gold wire glued to the copper wire portion of the electrode. 

A droplet of conductive water-based silver glue was used to attach the gold wire to the copper 

wire of the electrode and another was deposited on the abdomen of aphids to attached them to 

the extremity of the gold wire with silver glue (both provided by EPG Systems). Eight 

individual aphids were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier (EPG Systems), each placed 

on the abaxial side of a leaf of an individual plant. Recordings were performed continuously 

for 8 h during the photophase inside a Faraday cage, under controlled conditions of 20 ± 1°C, 

60 ± 5% RH and a 16:8 h light/dark photoperiod. EPG data were digitized using a DatQ 

Instruments DI-710-UH analog-to-digital board and recorded using Stylet + software (EPG 

Systems), at a sample rate of 100 Hz, input impedances (Ri) of 10 9 ohms (Ω), and DC substrate 

voltage. Analysis of the EPG waveforms was carried out using Stylet + software. Parameters 

from the recorded waveforms were calculated with EPG-Calc version 6.1.7 software.35 

Parameters were based on different EPG waveforms36 corresponding to: total stylet probing 

activity within plant tissues; phloem activity (salivation within phloem vessels and phloem sap 

ingestion); xylem sap ingestion; and stylet derailment. A total of 24 plants per treatment were 

used for the EPG measurements. EPG records were obtained from 37 and 31 aphids exposed to 

the control or 1 g L–1 surfactins solution, respectively. 

 

2.7. Host recognition and acceptance by parasitoid females 

The aim of this experiment was to evaluate whether A. matricariae females would be able to 

discriminate between aphid nymph hosts exposed to surfactins and nymph hosts exposed to the 

control solution. One standardized A. matricariae female was introduced into a test arena, as 

described by Chesnais et al.37 The test arena consisted of a 90-mm diameter plastic Petri dish, 

containing one V. faba leaf embedded in 1.5% agar onto which 20 pre-exposed nymphs (ten 

exposed to 1 g L–1 surfactins solution, ten exposed to the control solution) had been deposited 

1 h before the start of the experiment. A droplet of water-based paint (blue or red) was deposited 

on the abdomen of the aphid to discriminate between nymphs exposed to surfactins and control. 

Colors were permuted each day to avoid an effect of color on host selection by the parasitoid 

female. Observations started immediately upon deposition of the parasitoid female and lasted 

for 10 min. The time before the first recorded behavioral item (latency time) and the first choice 

(aphid with which the parasitoid female first interacted) were noted. The frequency and 

sequence of the following behavioral items were then recorded: antennal examination (AE), 

abdomen bending (AB) and ovipositor insertion (OI).38 Ovipositor insertion was recorded 
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whenever a parasitoid female made physical contact with an aphid using its ovipositor, while 

exhibiting an oviposition stance (abdomen bending). For the analysis, the behaviors were 

regarded as a series of events and only the final event was recorded (for example, if a wasp had 

antennated an aphid and then bent its abdomen, this was noted as AB and not as AE + AB). To 

assess the proportion of OI resulting in true oviposition (OV), all stung aphids were dissected 

in a drop of NaCl solution (9‰) under a stereomicroscope to calculate the rate of oviposition 

(%_OV = number of OV/number of OI). Thirty replicates were made in total for each treatment. 

 

2.8. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using R software version 3.6.2 (The R Foundation, 

https://www.r-project.org/). The effect of surfactins on aphid mortality (adult and third-instar 

nymphs), at 1 and 24 h, was analyzed using a chi-square test of homogeneity followed by 

pairwise comparisons between treatments using chi-square tests (control, 0.5, 1, 2.5 and 5 g L–

1), with a Bonferroni test for multiple comparisons.  

The impact of 1 g L–1 of the selected surfactins concentration on aphid locomotor and feeding 

behavior was then assessed by carrying out a Monte Carlo permutation test (999 replicates) to 

test for the significance of the differences of the median of each parameter between controls 

and treated aphids. The effect of the surfactins treatment at the 1 g L–1 concentration on the 

percentage on non-responding aphids was assessed by using a chi-square test. 

Regarding parasitoids, the difference of latency time between treated and untreated hosts was 

compared using the Cox proportional hazards regression model, which is adapted to treat time-

dependent parameters. The assumption of validity of proportional hazards was validated using 

the function “coxph” (package R: “survival”, version 3.1.8: 

https://github.com/therneau/survival). The first choice of the parasitoid females as well as the 

rate of oviposition towards treated and untreated hosts were compared using a chi-square test. 

Parasitoid attack rate parameters (AE, AB, OE) towards treated and untreated hosts were 

compared using a Mann–Whitney test because the data were not normally distributed and 

homoscedasticity was not respected. 

 

 

3. Results 

3.1. Aphid mortality 

The percentage mortality of Aphis fabae adults and nymphs after exposure to surfactins at four 

different concentrations is summarized in Table 1. Regarding adults, only the greatest surfactins 

concentration (5 g L–1) induced approximately 40% mortality at 1 h in the treated aphids (χ2 

https://github.com/therneau/survival
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test, χ2 = 39.03, p < 0.001). Percentage mortality at 24 h was significantly greater in aphids 

exposed to 2.5 and 5 g L–1 surfactins concentrations, reaching respectively approximately 60 

and 80% (2.5 g L–1 versus control: χ2 test, χ2 = 25.69, p < 0.001; 5 g L–1 versus control: χ2 test, 

χ2 = 63.25, p < 0.001). Both the 0.5 and 1 g L–1 surfactins concentrations induced mortalities in 

adults that were not significantly different compared with controls. Thus these two 

concentrations could be considered sublethal, as defined by Desneux et al.25 To carry out all 

behavioral bioassays, we selected the greatest concentration tested that did not significantly 

impact adult mortality, that is, 1 g L–1. 

 

TABLE 1 Effect of the concentration of surfactins on mortality rates of Aphis fabae topically 

treated at two different life stages (third-instar nymphs and adults) 

 

  Control 0.5 g/L 1 g/L 2.5 g/L 5 g/L 

Adults P (n=41) (n=40) (n=65) (n=47) (n=74) 

Mortality at 1 h (%) <0.001 7.32 a 10.00 a 9.23 a 4.26 a 39.19 b 

Mortality at 24 h (%) <0.001 21.95 a 20.00 a 32.31 ab 57.45 bc 78.38 c 

Nymphs P (n=66) (n=60) (n=67) (n=59) (n=59) 

Mortality at 1 h (%) <0.001 4.55 a 21.67 b 17.91 ab 35.59 b 79.66 c 

Mortality at 24 h (%) <0.001 22.73 a 38.33 b 53.73 bc 69.49 c 94.92 d 

 

The percentage mortality at 1 h corresponds to the number of aphids dead within 1 h divided by the number of 

aphids initially treated, and the percentage mortality at 24 h corresponds to the total number of aphids dead within 

24 h after exposure divided by the number of aphids initially treated. Percentages in the same line followed by the 

same letter are not significantly different following post-hoc tests (p > 0.05, χ2 tests with Bonferroni correction). 

 

Concerning exposed nymphs, although all mortalities at 1 h tended to be overall greater 

compared with controls for all surfactins concentrations, differences from controls were 

significant for 0.5, 2.5 and 5 g L–1 (χ2 test, χ2 = 95.52, p < 0.001). Percentage mortality values 

at 24 h ranged from approximately 38% (0.5 g L–1) to approximately 95% (5 g L–1), and revealed 

a concentration-dependent lethality of surfactins (χ2 test, χ2 = 77.53, p < 0.001). 
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3.2. Aphid locomotor activity 

Adult aphid velocity was significantly greater following exposure to surfactins and it doubled 

compared with aphids exposed to the control solution (hereafter referred as “controls”) (Figure 

2). Indeed, the time taken to cross one particular spatial zone was half that in adults exposed to 

surfactins compared with controls, respectively 15.46 ± 2.03 and 37.07 ± 6.58 s (Monte Carlo 

permutation test, p = 0.008). Adult dispersion (that is, the maximum zone reached) was also 

significantly greater following surfactins topical exposure compared with controls. On average, 

adult aphids exposed to surfactins reached the ninth zone, whereas controls reached the sixth 

zone (Monte Carlo permutation test, p = 0.003). The percentage of non-responding aphids was 

not statistically different between controls and adults exposed to surfactins, 18% and 11% 

respectively (χ2 test, χ2 = 0.14, p = 0.70). 

 

 

FIGURE 2 Locomotor activity of Aphis fabae adults and third-instar nymphs topically exposed 

to the control or 1 g L–1 surfactins solution. (a) Mean time taken to cross one particular spatial 

zone (s) and (b) maximum zone reached. Box plots show mean (line) and 25–75% percentiles 

(box). Asterisks indicate a significant difference between aphids exposed to control and 

surfactins solutions, whereas the ‘NS’ label indicates an absence of significant difference 

(Monte Carlo permutation test, **p < 0.005; NS, p > 0.05). 

 

Regarding nymphs, no difference in velocity (Monte Carlo permutation test, p = 0.21) or 

dispersion (Monte Carlo permutation test, p = 0.99) was observed between controls and aphids 

exposed to surfactins. The percentage of non-responding nymphs was significantly greater in 

the surfactins treated group (52%) than in the control group (28%) (χ2 test, χ2 = 6.01, p = 0.014). 
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3.3. Aphid feeding behavior 

The duration of total stylet probing activity within plant tissues was not significantly different 

between aphids exposed to surfactins and controls (Monte Carlo permutation test, p = 0.18), 

and lasted ca. 390 min (Figure 3a). The duration of phloem activity (salivation within phloem 

vessels and phloem sap ingestion) was 1 h shorter for aphids exposed to surfactins compared 

with controls (Monte Carlo permutation test, p = 0.028; Figure 3b). The mean duration of xylem 

sap ingestion was significantly longer for aphids exposed to surfactins (80.19 ± 10.58 min) 

compared with controls (52.76 ± 10.30 min) (Monte Carlo permutation test, p = 0.042; Figure 

3c). Finally, the duration of stylet derailment was significantly longer for aphids exposed to 

surfactins (84.99 ± 11.44 min) compared with controls (67.77 ± 26.16 min) (Monte Carlo 

permutation test, p = 0.029; Figure 3d). 

 

 

FIGURE 3 Feeding behavior parameters of Aphis fabae adults topically exposed to the control 

or the 1 g L–1 surfactins solution. (a–d) Duration of: (a) total stylet probing activity within plant 

tissues, (b) phloem activity (both salivation and ingestion), (c) xylem sap ingestion and (d) 

stylet derailment. Box plots show mean (line) and 25–75% percentiles (box). Asterisks indicate 

a significant difference between aphids exposed to control and surfactins solutions (Monte 

Carlo permutation test, *p < 0.05). 
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3.4. Host recognition and acceptance by parasitoid females 

Results revealed that neither host recognition nor host acceptance by A. matricariae were 

significantly affected by the exposure of nymphs to surfactins (Table 2). Whether aphids were 

exposed to the surfactins or to the control solution, no significant difference could be observed 

for the first choice of aphid host by A. matricariae females (χ2 test, χ2 = 0.13, df = 1, p = 0.72), 

latency times (Cox proportional hazards model, χ2 = 0.04, df = 1, p = 0.85), numbers of antennal 

examination (Mann–Whitney, U = 164.5, p = 0.43), abdomen bending (Mann–Whitney, U = 

84.5, p = 0.68) and ovipositor insertion (Mann–Whitney, U = 142.5, p = 0.84). Finally, the 

percentages of eggs actually deposited after an ovipositor insertion were not significantly 

different between exposed and control aphids (χ2 test, χ2 = 0.45, df = 1, p = 0.50). 

 

TABLE 2 Host recognition and acceptance behavior of Aphidius matricariae females on Aphis 

fabae third-instar nymphs exposed to the control or 1 g L–1 surfactins solution 

  Control Surfactins 

Behavioral parameters p-value (n = 30) (n = 30) 

Latency time (s; mean + SEM) χ² (CPH): NS 161.31 ± 30.91 184.71 ± 31.16 

1st choice χ²: NS 16 14 

AE (mean + SEM) Mann-Whitney: NS 3.00 ± 0.57 2.60 ± 0.46 

AB (mean + SEM) Mann-Whitney: NS 1.63 ± 0.36 1.77 ± 0.36 

OI (mean + SEM) Mann-Whitney: NS 1.17 ± 0.24 1.13 ± 0.21 

%_OV χ²: NS 85.71% 76.47% 

 

Abbreviations: AB, number of abdomen bending; AE, number of antennal examination; OI, number of ovipositor 

insertion; %_OV, percentage of true oviposition. p-values are given for each specific test carried out: χ2 (CPH), 

Cox proportional hazard model; χ2, chi-square test and Mann–Whitney tests. ‘NS’ indicates an absence of 

significant difference in the behavior of the female parasitoids between aphid host nymphs exposed to the 1 g L–1 

surfactins solution and controls (p > 0.05). 

 

 

4. Discussion 

This is the first study investigating the effects of lipopeptides on the behavior of both an insect 

pest and one of its natural enemies. To represent a field context in which whole colonies would 

be sprayed, we investigated the effects of surfactins topical applications on both nymphs and 

adults. A concentration-dependent lethality of surfactins on the black bean aphid pest Aphis 

fabae was revealed within 24 h when applied topically, especially for nymphs. At the 1 g L–1 
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concentration studied, surfactins significantly impacted aphid behavior in terms of locomotor 

and feeding activity. In contrast, concerning the third trophic level, A. matricariae females host 

choice was not affected because they did not discriminate between surfactins-exposed nymphs 

and controls. 

This study revealed a clear effect of surfactins on the mortality of Aphis fabae, which confirmed 

the aphicidal properties of lipopeptides described on Myzus persicae (Sulzer) and 

Rhopalosiphum padi (Linnaeus).15,19,20 In our study, concentrations of 1 and 2.5 g L–1 induced 

mortality at 24 h after exposure in approximately 50% of the treated nymphs or adults, 

respectively. The capacity of lipopeptides to interfere with the lipid layer could explain their 

topical aphicidal properties.8 Indeed, Rodríguez et al. 15 showed via microscopy data that 

topical exposure to Bacillus atrophaeus (Nakamura) surfactants, which contained the three 

families of lipopeptides and mainly surfactins (90% or more), altered the cuticle of R. padi. 

They hypothesized that exposure of aphids to surfactants led to perturbations of the cuticle, 

because its thickness was reduced and clear evidence of damage was observed.15 Surfactants 

from Pseudomonas sp. Showed similar activities on M. persicae.39,40 

Our study clearly revealed that surfactins treatment altered aphid adult behavior at the 1 g L–1 

concentration used. Concerning locomotor behavior, the velocity and dispersion of treated 

aphids were greater compared with controls. Pesticides or surfactants, via their neurotoxic 

effects, may induce such behavioral modifications.41,42 Some lipopeptides are known to have 

contrasting effects on animals nervous system, either toxic43,44 or protective.45 Although under 

field conditions increased locomotion in adult aphids could enhance their potential to colonize 

new host plants and propagate viruses, it could also increase their probability of escaping 

natural enemies.46 Concerning aphid feeding behavior, the duration of total stylet probing 

activity within plant tissues was not affected by surfactins exposure. However, the ratio of 

phloem sap ingestion to the global activity was reduced. Phloem sap ingestion is considered 

one of the last steps of host plant acceptance by aphids,47 thus surfactins may perturb host plant 

colonization by aphids. This is congruent with the results of Rodríguez et al.15 who 

demonstrated that treatment of the aphid R. padi with surfactants (mostly containing surfactins) 

of B. atrophaeus L193 induced a reduction in their feeding activity through a decrease in 

honeydew excretion. Our results showed that aphids exposed to surfactins did ingest xylem sap 

for a greater duration than controls at the expense of phloem sap ingestion. Xylem sap ingestion 

can occur to overcome hydric stress, as demonstrated on Macrosiphum euphorbiae (Thomas) 

aphids following exposure to mineral oil.48 The fact that cuticle dehydration may be induced 

by the interaction between surfactants and membrane molecules such as phospholipids and fatty 

acids39,40 could partly explain the aphid need for rehydration recorded in our study. Finally, 

exposure of aphids to surfactins induced a longer duration of stylet derailment. Surfactins 

treatment seemed to have stimulated the mechanics of stylet derailment, which could have 

partially impacted the accessibility of aphid stylets to the phloem vessels and, consequently, the 

shorter duration of phloem sap ingestion recorded. 
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Finally, contrary to the sublethal behavioral effects observed on the second trophic level, no 

cascade effect of surfactins was recorded on host selection by parasitoid females. Faced with a 

choice between a surfactins-treated or a control host, parasitoid females exhibited similar host 

recognition and acceptance in terms of behavioral patterns. To our knowledge, the few studies 

investigating the effect of host exposure to insecticides revealed contrasting effects on 

parasitoid host selection. Whereas host exposure to pesticides may reduce parasitoid attack 

rate,49 our results are congruent with studies highlighting a lack of discrimination in terms of 

parasitoid oviposition behavior between exposed and unexposed hosts.50,51 Alongside chemical 

cues, parasitoids use physical traits such as color or shape to locate their hosts.52,53 Among these 

physical signals, host locomotion often represents a necessary stimulus for female parasitoids 

to initiate host contact/attack.54–56 Because no difference in terms of velocity or dispersion could 

be observed between Aphis fabae nymphs exposed to surfactins and controls, the lack of 

locomotor cues from the aphid hosts could have contributed to the absence of discrimination in 

A. matricariae parasitoid females during the host selection process. It should also be noted that 

the surfactins-treated aphid nymphs showed a significantly greater number of non-responding 

individuals. Although it is possible that the reason behind this significant difference was that 

the concentration of surfactins used caused a higher level of mortality in treated nymphs than 

the control, this had no impact on female parasitoid host choice. 

 

 

5. Conclusion 

Most of the antifungal preparations derived from Bacillus that are already on the phytosanitary 

market or will be available in the coming years contain surfactins. This study confirms their 

potential usefulness to control aphid populations in the field due to the insecticidal effects of 

surfactins on both adult and nymph instar aphids, but also in view of the sublethal behavioral 

changes recorded in treated adults. The side effects of surfactins on food-webs are thus 

important to consider within agrosystems crops and/or orchards. In particular, it would be 

interesting to evaluate the potential impact of increased aphid movement on their propensity to 

spread phytoviruses. In the context of bottom-up regulation, this study highlighted that the 

indirect effects of surfactins on exposed aphids had no apparent consequences on host selection 

behavior exhibited by parasitoid wasps. However, although the potential of natural regulation 

of aphid colonies surviving surfactins treatment by wasps seemed to have not been affected, 

further studies on aphid life history traits are needed. Indeed, should parasitoid performance 

traits impacting their fitness be revealed, this could ultimately affect their efficiency as natural 

enemies. Finally, to assess the effect of surfactins on top-down regulation, future work could 

also investigate the direct effect of surfactins on parasitoids behavior and life history traits 

following topical exposure on mummies. 
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Chapitre 5. Perturbations comportementales à travers la 

résistance des plantes et conséquences sur les interactions 

multitrophiques 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Leviers basés sur la résistance de la plante 
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Présentation de l’étude et principaux résultats : 

Le pommier est l’hôte de diverses espèces d’insectes phytophages, qui exploitent différentes 

niches trophiques au sein de la plante (Stöckli, 2008). Certaines espèces consomment les fruits, 

comme les larves de Lépidoptères tels que le carpocapse du pommier Cydia pomonella 

(Tortricidae) L. ou les larves de l’hoplocampe du pommier Hoplocampa testudinea 

(Tenthredinidae) Klug. Les larves de l’anthonome du pommier Anthonomus pomorum 

(Coleoptera: Curculionidae) consomment quant à elles les bourgeons floraux. Enfin dans le cas 

des pucerons, certaines espèces telles que D. plantaginea, le puceron des galles rouges D. 

devecta ou encore A. pomi se développent sur les feuilles des pommiers, et consomment la sève 

phloèmienne. Les colonies de E. lanigerum se trouvent sur le tronc sur lequel ils se nourrissent 

des galles qu’ils induisent et qui consistent en une hypertrophie cellulaire et une hyperplasie 

qui remplace les tissus du xylème (Brown et al., 1991). 

Pour lutter contre ces différents ravageurs, certaines études se sont orientées vers la recherche 

de résistance variétale au niveau du pommier domestique. Certaines d’entre elles consistent en 

un suivi des taux d’infestation et des dégâts des ravageurs dans un « gradient » de conditions 

contrôlées, du laboratoire au verger en passant par les serres. Pour D. plantaginea, par exemple, 

des suivis des taux d’infestation des pommiers (Arnaoudov & Kutinkova, 2006), de 

l’abondance des pucerons et des niveaux de dégâts sur la plante (Miñarro & Dapena, 2008; 

Razmjou et al., 2014) en serre et en vergers ou des suivis de la durée de développement, de la 

longévité et de la fécondité des pucerons en laboratoire (Angeli & Simoni, 2006) permettent 

d’appréhender la résistance des différents cultivars de pommiers. Ainsi, sur la base des études 

précédemment citées, les variétés Gala et Golden sont considérées comme sensibles à D. 

plantaginea, tandis que des variétés comme Florina, GoldRush et Galarina y sont résistantes. 

Des résistances contrastées entre cultivars ont aussi été observées pour d’autres ravageurs du 

pommier, comme l’hoplocampe du pommier H. testudinae (Vincent et al., 2019; Blatt & Hiltz, 

2021), ou vis-à-vis du carpocapse C. pomonella pour lequel Joshi et al. (2015) ont développé 

un index de sensibilité des pommiers en étudiant sa préférence d’oviposition sur 10 variétés sur 

plusieurs années. Quelques études ont également été publiées sur le taux d'infestation et la 

résistance de différents cultivars de M. domestica à l’anthonome du pommier A. pomorum  

(Kalinová et al., 2000; Mody et al., 2015, 2011). 

Afin d’expliquer ces différences de résistance/sensibilité entre cultivars, des études ont cherché 

à identifier des composés chimiques impliqués dans l’interaction pommier-ravageur. Par 

exemple, certains composés comme les COV émis par les pommiers sont détectés par les 

ravageurs avant le contact avec la plante. Ces COV jouent un rôle important dans la localisation 

des pommiers pour le carpocapse de la pomme C. pomonella  (Piskorski & Dorn, 2010). Vallat 

& Dorn (2005) ont montré qu’il existait des changements saisonniers dans les émissions de 

COV des pommiers et, en conséquence, des réponses associées des carpocapses femelles 

adultes. L'analyse des COV indique que le benzaldéhyde et l'acétate de butyle pourraient 

contribuer à l'effet répulsif observé à certaines saisons, et bien que l’identité des composants 
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attractifs à la mi-saison reste à élucider, ceux-ci proviennent clairement du fruit et non du 

rameau avec ses feuilles. L’anthonome du pommier utilise aussi les COV émis par les pommiers 

pour localiser son hôte, le linalool semblant être responsable de l’attractivité des pommiers 

(Henneberg et al., 2022). Les COV impliqués dans la localisation des pommiers par les femelles 

ailées de D. plantaginea (lors de la migration en automne du plantain vers le pommier) ne sont 

pas connus. Cependant, van Tol et al. (2009) ont montré que l’infestation des pommiers par les 

femelles induisait une libération accrue de quatre esters (butyrate d'hexyle, butyrate de (E)-2-

hexényle, 3-méthylbutyrate de (Z)-3-hexényle et 2-méthylbutyrate d'hexyle) qui augmentait le 

nombre d’individus D. plantaginea mâles et diminuait le nombre d'autres espèces de pucerons 

capturés dans des pièges placés au niveau de la canopée des arbres. Ces esters n’étaient 

cependant pas attractifs pour les mâles de D. plantaginea sans la phéromone sexuelle des 

femelles. Une fois les ravageurs en contact avec la plante, les composés à la surface de la feuille 

sont les prochains médiateurs chimiques auxquels ils sont exposés. Les glucides solubles, tels 

que le glucose, le fructose et le saccharose, et des polyalcools, tels que le sorbitol, le 

québrachitol et le myo-inositol, influencent positivement la ponte de C. pomonella sur la face 

inférieure des feuilles des pommiers (Lombarkia & Derridj, 2008). Concernant les éléments en 

lien avec la chimie interne de M. domestica, l’essentiel des études portent sur la composition 

des fruits du fait de l’importance économique de la production de pommes (Pires et al., 2018; 

Veberic et al., 2005). Des études ont porté sur la composition de l'huile essentielle de feuille de 

pommier (Walia et al., 2012) ou sur les composés phénoliques présents dans les feuilles 

(Liaudanskas et al., 2014), ainsi que sur la composition de la sève phloèmienne notamment en 

terme de sucres et d’acides organiques (Görg et al., 2021). Cependant, à notre connaissance, 

aucune étude n’a fait de lien entre ces composés et la sensibilité des pommiers aux ravageurs. 

La lutte contre les ravageurs peut s’envisager de manière combinatoire via une régulation 

bottom-up à partir de plantes résistantes et via une régulation top-down par la lutte biologique. 

En vergers, la régulation naturelle de D. plantaginea est effectuée par des prédateurs 

généralistes tels que des syrphes, des coccinelles et des pinces-oreilles, et des parasitoïdes, 

appartenant essentiellement au genre Ephedrus sp. (Braconidae) (Dib et al., 2010). Dans le 

contrôle top-down de D. plantaginea par lâchers d’ennemis naturels, les parasitoïdes sont 

souvent préférés aux prédateurs du fait de leur spécialisation à quelques espèces ou quelques 

genres taxonomiques d’hôtes, ce qui limite leurs effets potentiels sur des organismes non-cibles 

(Emden & Harrington, 2007). Des études ont été conduites afin d’optimiser les lâchers de 

parasitoïdes pour réguler D. plantaginea (Ferrais et al., 2021), mais l’effet bottom-up des 

variétés de pommiers sur les parasitoïdes via les pucerons n’a pas été testé. De telles études ont 

été réalisées pour d’autres systèmes tritrophiques (par exemple, Cai et al., 2009; Kaplan et al., 

2016; Weber et al., 2020), et révèlent des effets contrastés de la résistance des variétés sur les 

parasitoïdes qui peuvent affecter le succès de la régulation des pucerons. Ainsi, la variabilité 

intraspécifique de M. domestica, appréhendée au travers de cultivars ayant différents niveaux 

de sensibilité/résistance, aura probablement un effet sur la performance des parasitoïdes via 

l’altération de la qualité de leurs pucerons hôtes. La qualité de l'hôte pour la croissance et le 
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développement des parasitoïdes est souvent associée à la taille de l'hôte (Rehman & Powell, 

2010) ou son taux de lipides (Le Lann et al., 2012). Jusqu’ici les études portant sur les effets 

bottom-up des variétés sur les parasitoïdes via les pucerons n’ont jamais étudié le comportement 

alimentaire de ces derniers. Cependant, les effets des variétés sur le comportement alimentaire 

des pucerons peuvent grandement impacter les paramètres de la performance des pucerons 

déterminant sa qualité en tant qu’hôte pour les parasitoïdes.  

La problématique de la première étude était donc la suivante : dans quelle mesure le 

comportement alimentaire de D. plantaginea peut-il être un élément explicatif des effets 

bottom-up du pommier sur les parasitoïdes ? Le parasitoïde E. cerasicola a été utilisé dans cette 

étude : en effet, cette espèce est connue pour parasiter et se développer avec succès dans D. 

plantaginea (Hullé et al., 2020). La résistance de trois cultivars du pommier domestique (Gala, 

Ariane et Greensleeves) a été évaluée au regard du comportement alimentaire des pucerons, de 

leur durée de développement et de leur masse et contenu en lipides et en eau. Ces trois derniers 

paramètres définissent en partie la qualité des pucerons en tant qu’hôte pour les parasitoïdes. 

Les cultivars de pommiers pourraient donc avoir un effet bottom-up sur les parasitoïdes en 

affectant la performance et l’accumulation de ressource chez les pucerons.  Pour tester 

l’existence d’un tel effet bottom-up nous avons mesuré le sex-ratio, la durée de développement 

et la taille des tibias des parasitoïdes s’étant développés dans des pucerons soumis aux différents 

cultivars de pommiers, ainsi que la charge en œufs pour les femelles. Aucune différence de 

durée de développement n’a été mise en évidence chez les pucerons, bien que les larves élevées 

sur Greensleeves avaient une masse plus faible et un taux de lipides plus important que celles 

élevées sur les deux autres cultivars. Sur Ariane et Greensleeves, la prise de sève phloèmienne 

a été réduite, que ce soit en termes de proportion de pucerons réalisant cette phase, ou de durée 

totale de la phase. La seule répercussion observée sur les parasitoïdes a été un allongement de 

leur durée de développement sur ces deux cultivars sur lesquels les pucerons ont présenté des 

difficultés pour s’alimenter. La plante peut donc bien impacter le troisième niveau trophique 

via la quantité et la qualité des ressources nutritives acquises par les pucerons. 

Au niveau interspécifique, les espèces sauvages apparentées aux plantes cultivées (« Crop Wild 

Relatives » CWR en anglais), qui comprennent les espèces ayant participé à la domestication 

des cultures ainsi que d'autres espèces qui leur sont plus ou moins proches phylogénétiquement, 

constituent un vaste réservoir de ressources génétiques potentiellement utiles pour 

l’amélioration variétale (Hodgkin & Hajjar, 2007). Ces CWR peuvent être des sources 

potentielles de gènes de résistance ; en effet, bien que les mécanismes évolutifs liés à la 

domestication des cultures soient complexes, il est généralement considéré que les plantes 

sauvages sont plus résistantes que les cultures, dans la mesure où ces dernières ont été 

sélectionnées sur des critères de productivité au détriment de leur résistance aux stress biotiques 

(trade-off entre rendement et résistance) (Whitehead et al., 2016). Cependant à notre 

connaissance, pour ce qui est des ravageurs, les seules études qui ont été conduites se sont 

penchées sur la résistance de M. sylvestris vis-à-vis de l’anthonome du pommier A. pomorum 

(Knuff et al., 2017; Henneberg et al., 2022). Enfin, à l’échelle de l’Europe des flux de gènes 
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des pommiers domestiques aux pommiers sauvages européens, appelés introgression, sont des 

phénomènes courants qui sont susceptibles de modifier la résistance de M. sylvestris aux 

ravageurs dans la mesure où les espèces domestiques sont supposées plus sensibles que leur 

homologue sauvage. 

Ainsi dans la seconde étude, nous avons étudié le comportement alimentaire de D. plantaginea 

et ses traits d’histoire de vie sur le pommier sauvage européen M. sylvestris, en prenant en 

compte la structure génétique des populations de ce CWR du pommier domestique. Comme 

cela a été souligné, très peu d’études évaluent la résistance des pommiers sauvages aux 

ravageurs, et dans la mesure où la proximité génétique des populations peut être corrélée avec 

les niveaux de résistance aux agents pathogènes chez le pommier sauvage Malus sieversii 

(Rosaceae) (Ledeb.) M.Roem. (Richards et al., 2009; Harshman et al., 2017), la structure 

génétique des populations de M. sylvestris pourrait être liée à la résistance à D. plantaginea. 

Chez les espèces sauvages de pommiers, la variabilité intraspécifique peut être liée à 

l’adaptation à des conditions environnementales spécifiques ou à des parasites locaux sur l’aire 

de distribution de l’espèce. Ainsi, dans cette seconde étude, nous avons émis l’hypothèse qu’il 

existe un lien entre la structure génétique du pommier sauvage européen M. sylvestris et le 

comportement alimentaire et les traits d’histoire de vie du puceron D. plantaginea. Trois 

populations de M. sylvestris (danoise, française et roumaine) et M. domestica, en tant que 

référence sensible à D. plantaginea, ont été testées. Le comportement alimentaire des pucerons 

ainsi que leur fécondité, leur masse et leur survie ont été étudiés. Les pommiers sauvages danois 

et français étaient les plus proches génétiquement, et la population de pommier sauvage 

européen la plus proche génétiquement de M. domestica était la population roumaine. Nos 

résultats ont montré que les pucerons soumis à des pommiers proches génétiquement 

présentaient le même comportement alimentaire. Un phénomène d’antixénose a été observé 

chez les pucerons sur la population danoise de pommiers sauvages, ce qui a entrainé une 

réduction de la masse des pucerons soumis à cet hôte ; aucun autre effet sur la performance des 

pucerons n’a été observé. En ce qui concerne l’effet de l’introgression du génome de M. 

domestica dans le génome de M. sylvestris sur le comportement alimentaire et la performance 

des pucerons, étonnamment les pucerons soumis à des pommiers hybrides M sylvestris – M 

domestica ont eu une durée d’ingestion de sève phloèmienne et une masse réduites comparés 

aux puceron soumis à des pommiers M. sylvestris purs, ce qui suggère que l’introgression 

améliorerait la résistance des pommiers sauvages vis-à-vis de D. plantaginea. 
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Abstract 

Intraspecific variability in the quality of plants as hosts for phytophagous insects may have 

consequences for the structure of associated food webs.  Host plants can impact various life 

history traits of aphids and thus modify the nutritional resources they represent for the higher 

trophic level, especially parasitoids which have only one host and obtain all their resources 

from it. In the context of a bottom-up effect, the quantity and quality of nutritional resources 

contained in aphids could then impact the performance of parasitoids developing in aphids 

reared on resistant plant varieties. We aimed to determine the bottom-up effects of intraspecific 

variability in different cultivars of the domestic apple tree (Malus domestica) on the 

performance of the rosy apple aphid (Dysaphis plantaginea) and its parasitoid Ephedrus 

cerasicola. The performance of the parasitoids was studied by measuring the size of their tibia, 

their developmental duration and the egg load of females according to the cultivar on which the 

host aphids had been reared. Only the development time of the parasitoids was found to be 

longer on two of the three cultivars used in our study. In order to explain the modification of 

the parasitoids performances, we measured some aphids life history traits such as their pre-

reproductive period, their lipid and water resources as well as their feeding behavior by the 

electropenetrography technique, in particular the phases related to phloem sap ingestion. On 

cultivars on which the development time of parasitoids was reduced, aphids feeding behavior 

variables related to phloem were negatively impacted. These results are discussed in order to 

evaluate how intraspecific plant diversity can influence crop auxiliaries via pests.  
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1. Introduction 

Intraspecific variability in the quality of plants as hosts for phytophagous insects may have 

complex consequences for the structure and dynamics of associated food webs (Wimp et al. 

2005; Underwood 2009; Barbour et al. 2016). These differences in quality between plant 

individuals could modulate the distribution, abundance, and performance of phytophagous 

insects and their natural enemies (Moon et al. 2000; Ode 2006; Kaiser et al. 2017). In a context 

of crop domestication, the process of artificially selecting plants to increase their productivity 

has usually been accompanied by an increase of their vulnerability to biotic and abiotic stresses 

compared to their wild ancestor (Macfadyen & Bohan 2010). One cultivated plant species, 

through a range of cultivars selected for their resistance against phytophagous insects, can 

therefore present intraspecific variability in morphological traits, nutrient contents, and the 

concentration of secondary compounds (O’Reilly-Wapstra et al. 2007; War et al. 2012; López-

Goldar et al. 2018). As the quality of host plants can influence various life history traits of 

phytophagous insects feeding on them, it can consequently influence the quantity and quality 

of resources available to the upper trophic level (Kaplan et al. 2016). Phytophagous insects 

represent a food source for both predators and parasitoids. However, unlike predators that can 

feed on several individual preys, parasitoids have only one host and obtain all their resources 

from it (Rivero & West 2005; Harvey & Gols 2018). In a context of bottom-up effects, the 

quality and quantity of resources contained in phytophagous insects could therefore influence 

the performance of parasitoids when they develop in phytophagous insects reared on cultivars 

with variable levels of resistance (Agrawal 2000; Karimzadeh & Wright 2008). Although 

several studies have highlighted the cascading effects of host plants on natural enemies of 

phytophagous insects through changes in host quality (Stiling & Moon 2005; Gols et al. 2008; 

Stoepler et al. 2011) and chemical cues (Turlings et al. 1990; Thaler et al. 2002; Wu & Baldwin 

2009), there are still few studies on how genotypic variability in plants can affect the 

performance of parasitoids. Moreover, these physiological and chemical studies are rarely 

coupled with the study of the feeding behavior of the phytophagous insect which can be a major 

explanatory element (Rapusas & Heinrichs 1990; Zehnder et al. 2001; Harvey & Strand 2002). 

We aimed to determine the bottom-up effects of different cultivars of the domestic apple (Malus 

domestica) on the performance of Ephedrus cerasicola, a commercially available parasitoid of 

the rosy apple aphid (Dysaphis plantaginea). Our study raised the following questions: (1) Can 

intraspecific plant diversity affect the aphid resource for the parasitoid? (2) if so, can the 

qualitative and quantitative differences in the aphid resource for the parasitoid explain the 
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observed physiological differences in the parasitoid? (3) Can differences in aphid performance 

and feeding behavior explain the physiological and chemical differences observed at the third 

trophic level? 

To answer these questions, we selected three domestic apple cultivars exhibiting different 

degrees of resistance towards D. plantaginea which is one of its major pests (Blackman & 

Eastop 1984). The performance of the parasitoids E. cerasicola was investigated through the 

measure of their size, development time, and the egg load of females according to the cultivar 

on which their aphid host had been reared as well as the sex ratio. In order to provide 

explanatory elements, the size, the development time and the resources contained in D. 

plantaginea (lipid and water contents) were studied as well as its feeding behavior using the 

electropenetrography technique.  

 

 

2. Materials and methods 

2.1. Plants and insects 

Three cultivars of the domestic apple Malus domestica tree were used for the experiments. Gala 

is a cultivar considered as sensitive to aphids (Miñarro & Dapena 2007), whereas Ariane and 

Green Sleeves are potentially resistant to aphids (Chevreau et al. 1998; Laurens et al. 2005). 

The three cultivars used were supplied as vitroplants by Végépolys Valley (Angers, France), 

their height was around 4 cm and they had 6 ± 2 leaves. Upon reception, all cultivars were 

grown in plastic pots (60 x 60 x 70 cm) with commercial sterilized potting soil (Botanic, 

reference: 386895, 86.50 g per pot) and maintained in a growth chamber under controlled 

conditions (temperature 20°C ± 1°C, 16:8 h L:D photoperiod, 60 ± 5% relative humidity (RH) 

and 35 PPFD). For all the experiments, plants were used at a comparable phenological stage 

with six to nine fully-developed leaves per plant and a height of 6 to 8 cm (13 ± 2 weeks after 

potting). 

The rosy apple aphids were provided by INRAE and originated from a colony captured in spring 

2018 in an orchard of Agrocampus ouest in Angers (France) (Philippe Robert, personal 

communication). The aphid population was mass reared on the Jonagold cultivar and 

maintained in a climate-controlled room (same conditions as above) to maintain 

parthenogenesis. The Jonagold cultivar was supplied by CRA-W (Gembloux, Belgium) and 

obtained by in-vitro multiplication (Druat 1997). Synchronized aphid nymphs were obtained 

by isolating adult females on a leaf on the host plant for 24 hours in an aerated plastic box (36 

x 24 x 14 cm) to allow them to produce nymphs. The adults were then removed from the host 

plant and the nymphs left to develop on it until they were used in the experiments. 
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For this study we used the generalist endoparasitoid wasp Ephedrus cerasicola, a commercially 

available parasitoid of the rosy apple aphid. Individuals were obtained as mummies from 

Viridaxis (Charleroi, Belgium). Upon reception, mummies were placed individually in plastic 

tubes (75 x 13 mm) closed with a cotton plug in a climate chamber at 20°C ± 1°C and 16:8 h 

L:D photoperiod pending their emergence and use for the experiments.  

 

2.2. Feeding behavior of aphids / EPG recording 

The feeding behavior of aphids was studied using the electropenetrography (EPG) technique 

(Tjallingii 1988) by comparing the feeding behavior of aphids placed on plants of the three 

apple cultivars.  

Recordings were carried out on 10-day-old aphids, each one being connected to an electrode 

consisting of a 20-µm diameter, 2-cm long gold wire glued to a 2-cm long copper wire soldered 

to the head of a 2.2-mm diameter brass nail used to track the electrical signals of the aphid in 

the apple leaf. Aphids were connected by the dorsal part of their abdomen to the gold wire of 

the electrode via a drop of conductive water-based silver glue (EPG systems, Wageningen, the 

Netherlands). Eight aphids were individually placed on the abaxial part of a fully expanded leaf 

of eight individual plant to feed. Their behavior was recorded for 8 hours each during the 

photophase by the Giga-8 DC-EPG amplifier inside a Faraday cage in a room under controlled 

conditions (20 ± 1°C, 60 ± 5% RH, 35 PPFD and a 16:8 h L:D photoperiod). 

Acquisition and analysis of the EPG waveform were carried out using the EPG Style+ software 

(EPG Systems, http://www.epgsystems.eu). Different EPG parameters were determined from 

the waveforms of the EPG data and they were calculated using the EPG-Calc 6.1.7 software 

(Giordanengo 2014). The waveform "Pr" corresponded to the probing behavior in the plant 

tissue (parameters studied: number of probing (n_Pr), number of brief probes <3min (N_bPr), 

total duration of probing (s_Pr) and time before the first probe (t>1Pr)). Waveform “C” 

corresponded to stylet pathways in intracellular apoplastic plant tissues (parameters studied: 

number of pathway phase (n_C), total duration of pathway phase (s_C)). Waveform “E1” 

represented salivation within phloem vessels (parameter studied: number of salivation phase 

(s_E1) and total duration of salivation (s_E1)). Waveform “E2” represented passive phloem sap 

ingestion (parameters studied: number of phloem sap ingestion (n_E2) and total duration of 

phloem sap ingestion (s_E2). Waveform “G” corresponded to active xylem sap ingestion 

(parameters studied: number of xylem sap ingestion (n_G), total duration of xylem sap ingestion 

(s_G)). Lastly, waveform “F” corresponded to derailment of the stylets (parameters studied: 

number of stylets derailment (n_F), total duration of stylets derailment (s_F)). The number of 

aphids and plants used to evaluate the probing behavior were: 27 aphids on 13 Gala cultivar 

plants, 26 aphids on 14 Ariane cultivar plants and 31 aphids on 15 Green Sleeves cultivar plants. 
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2.3. Aphid life history traits 

Pre-reproductive period, mass, lipid and water contents were measured on aphids using a clip-

cage system, composed of a plier supporting an acrylic transparent 235 cylinder (Ø 1.5cm, 

0.8cm long) closed by a nylon gauze while the airtightness on the leaf was ensured using felt. 

To determine aphid pre-reproductive period (duration in days from the day they were 

larviposited to the day they first laid a nymph), three to four synchronized neonate aphids were 

isolated in a clip-cage placed on the abaxial part of a leaf of the plant on which they had been 

larviposited. Four to five clip-cages were placed per plant on the most expanded leaves. Plants 

were then individually placed in an aerated plastic box (36 x 24 x 14 cm). Observations were 

done every 24 hours until the day of the first larviposition by aphid adults. The numbers of 

aphids and plants used to evaluate the pre-reproductive period were: 21 aphids on 7 Gala 

cultivar plants, 18 aphids on 7 Ariane cultivar plants and 23 aphids on 10 Green Sleeves cultivar 

plants. 

Quantification of the lipid content of four-day old nymphs and 10-day old young adult aphids 

was performed as described by Pirotte et al. (2018). Aphids were freeze-dried at -20°C in 0.5 

ml Eppendorf vials. They were then weighed individually to the nearest 0.01 mg to obtain their 

fresh mass using a Mettler-electrobalance Me22, Mettler-Toledo (Zaventem, Belgium). Then, 

they were dried for 3 days at 60°C to obtain their individual dry mass. A total of 60 nymphs 

and 60 adult aphids were weighed per cultivar. For lipid extraction, each aphid weighed 

beforehand was individually placed into an Eppendorf tube containing 1ml of 

chloroform/methanol (2:1 v/v) solution and agitated for 2 weeks. After that, aphids were dried 

at 60°C for 12h to remove the remains of the solution. The individual fat mass (µg) was 

expressed as the difference in mass before and after lipid extraction. The individual fat content 

(%) was calculated as the fat mass divided by the dry mass. The individual water content (%) 

was calculated as the water mass divided by the fresh mass. 

The number of replicates for nymphs was 49 nymphs on 6 Gala cultivar plants, 50 nymphs on 

8 Ariane cultivar plants and 41 nymphs on 5 Green Sleeves cultivar plants. For adults the results 

were obtained from 59 adults on 6 Gala cultivar plants, 56 adults on 7 Ariane cultivar plants 

and 59 adults on 7 Green Sleeves cultivar plants. 

 

2.4. Parasitoid life history traits 

The life history traits measured for parasitoids were their developmental time, the sex ratio of 

emerging individuals, the length of their hind leg tibia and the egg load of females. These 

parameters were used as proxies to evaluate their fitness. 

Upon emergence, parasitoids were sexed and mating was allowed for 48 hours by grouping 

three females and two males in a 15 mL plastic tube (120 x 35 mm) with a drop of 1:3 

water/honey solution under the cap to feed and hydrate them. Two to three-day-old parasitoids 

(three females and two males) were released into an insect-proof nylon mesh box (30 x 30 x 30 
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cm) containing one apple host-plant on which 25 to 40 four-day-old aphid nymphs had been 

placed in a controlled room (20 ± 1°C, 60 ± 5% RH, 35 PPFD and a 16:8 h L:D photoperiod). 

A cotton soaked in diluted honey was placed inside the box to provide food for the parasitoids. 

After 36 hours the parasitoids were removed from the box to avoid any superparasitism (i.e., 

multiple parasitism on single hosts). When parasitized aphids had formed sufficiently 

developed mummies (dark brown color and rigid cuticle), they were carefully removed from 

the host plant and individually placed in a plastic tube (75 x 13 mm) until parasitoid emergence. 

The development time (in days) was determined as the time between the day parasitoid parents 

were inserted in the cage and the day their offspring emerged. Emergences were checked every 

day at the same time. Parasitoids were sexed at emergence. In total 9 Gala, 9 Ariane and 9 

Green Sleeves cultivar plants were used to rear parasitoid individuals (males and females) of 

which several life history traits were measured. To calculate the mean development time, 182 

parasitoids developed in aphids reared on the Gala cultivar were used, 114 for the Ariane 

cultivar and 123 for the Green Sleeves cultivar. Sex ratio was calculated on a total of 189 adult 

parasitoids for Gala cultivars, 120 for Ariane cultivars and 124 for Green Sleeves cultivars. 

On the day of emergence, male parasitoids were individually stored in a freezer at -80°C. 

Emerged females were placed individually in a plastic tube (75 x 13 mm) for 48h in the 

controlled room at 20°C with a cotton ball soaked in the water/honey mixture to feed them, in 

order to let them develop their egg stock before they were placed individually in a freezer at – 

80°C. Tibias of male and female individuals were photographed under a Leica M205C stereo 

microscope and measured using a software Leica application suite (Tougeron et al. 2020). 

Female egg load was determined under the same stereo microscope. Females were placed in a 

drop of PBS (0.1%), their ovaries dissected and the number of mature eggs recorded (Le Lann 

et al. 2012). The size of the tibia was measured on 42 parasitoid individuals reared on the Gala 

cultivar, 37 on the Ariane cultivar and 50 on the Green Sleeves cultivar. The egg load was 

determined on 21 parasitoid individuals reared on the Gala cultivar, 17 on the Ariane cultivar 

and 29 on the Green Sleeves cultivar. 

 

2.5. Statistical analysis 

All data analysis was performed using the R studio software version 4.1.2 (R, Core Team, 

2022). 

To study the effect of apple cultivar on aphid nymphs and adults life history traits (fresh mass, 

fat mass, fat content, water content), a GLMM using a Gaussian distribution was performed. 

The apple cultivar was included as the main factor and the identity of each tree was used in the 

models as a random effect. The effect of the aphid cultivar on aphids pre-reproductive period 

has been carried out using the Cox proportional hazards (CPH) regression model, which is 

suitable to treat time-dependent parameters. The assumption of validity of proportional hazards 



142 

 

was validated using the function “coxph” (package R: “survival”, version 3.1.8: https ://githu 

b.com/thern eau/survival) (Therneau & Grambsch 2000). 

For the effect of apple cultivar on aphid feeding behavior, a GLM without random effects was 

used as less pseudoreplications were performed compared to the life history traits experiments. 

Data on EPG parameters describing the number of occurrences of a particular phase (e.g. 

“n_E2”) were not normally distributed (count data). Accordingly, a GLM was carried out using 

a Poisson distribution (link = “log”). EPG data on feeding phase durations (e.g. duration of 

phloem sap ingestion “s_E2”) were not normally distributed, so a GLM using a Gamma (link 

= “inverse”) distribution was carried out. Data analysis on EPG parameters describing time 

before the first probe (“t.1Pr”) and before the first phloem sap ingestion (“t.1E2”) has been 

carried out using the Cox proportional hazards (CPH) regression model. Absence of an EPG 

reading was treated as a missing value. The proportion of aphids performing each EPG 

parameter was tested using a Chi-square test of homogeneity. 

To test the bottom-up effect of the cultivar on the parasitoids, GLMMs were performed. The 

measurement of individuals that had developed in aphids reared on the same individual plant 

led to use the identity of each tree as a random effect. The size of the parasitoid tibias was 

normally distributed, therefore a GLMM using a Gaussian distribution was used. For data on 

female parasitoids eggs load, a GLMM using a Poisson distribution was used. Parasitoid sex 

ratio was analyzed by a GLMM using a binomial distribution and analysis of parasitoid 

development time has been carried out using the Cox proportional hazards (CPH) regression 

model. 

Likelihood ratio and Chi-square post-hoc comparison tests were carried out by pairwise 

comparisons using estimated marginal means (EMM) (package R: “emmeans”) (Lenth et al. 

2022). 

 

 

3. Results 

3.1. Aphid life history traits 

There was a significant effect of the apple cultivar on the fresh mass of aphid nymphs (GLMM: 

χ ² = 26.68, Df = 2, P < 0.001). The fresh mass of aphid nymphs was significantly smaller when 

they were reared on Green Sleeves plants (EMM comparison; Gala vs Ariane, P = 0.061; Gala 

vs Green Sleeves, P < 0.001; Ariane vs Green Sleeves, P = 0.006) compared to nymphs reared 

on Gala or Ariane cultivars (figure 1a). The mean individual fresh mass was more than halved 

between nymphs reared on the Green Sleeves cultivar (51.65 ± 3.88 µg) and the sensitive 

cultivar Gala (116.42 ± 6.18 µg). The mean individual fresh mass of nymphs reared on Ariane 

(90.83 ± 5.95 µg) was not significantly different from that of nymphs reared on Gala. However, 

in adults, there was no significant effect of the apple cultivar on the average fresh mass (GLMM: 
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χ² = 1.26, Df = 2, P = 0.533) (EMM comparison; Gala vs Ariane, P = 0.405; Gala vs Green 

Sleeves, P = 0.126; Ariane vs Green Sleeves, P = 0.779) (figure 1b). 

 

 
 

FIGURE 1 Mean individual fresh mass of Dysaphis plantaginea reared on each apple tree 

cultivar. a Fresh mass of four-day-old aphid nymphs. b Fresh mass of 10-day-old aphid adults. 

Box plots show mean (black dots). Different letters indicate significant differences at the 5% 

threshold (post-hoc EMM pairwise comparisons). NS: not significant 

 

There was a significant effect of the apple cultivar on the mean individual fat mass of adult 

nymphs (GLMM: χ ² = 12.76, Df = 2, P = 0.001), whereas the mean individual fat mass of aphid 

adults was not significantly different (GLMM: χ ² = 1.26, Df = 2, P = 0.531) (figure 2a). 

For adults, EMM post hoc pairwise comparison revealed that the mean individual fat mass of 

aphids reared on Green Sleeves was significantly greater than that of aphids reared on Ariane 

but was not significantly different from that of aphids reared on Gala (EMM comparison; Gala 

vs Ariane, P = 0.196; Gala vs Green Sleeves, P = 0.178, Ariane vs Green Sleeves, P = 0.001). 

The mean individual fat mass of adults was 44.19 ± 2.27 µg for aphids reared on Gala, 33.54 ± 

2.17 µg for those reared on Ariane and 54.25 ± 2.78 µg for those reared on Green Sleeves 

(figure 2b). 

 

 

FIGURE 2 Mean individual fat mass (µg) of Dysaphis plantaginea reared on each apple tree 

cultivar. a Fat mass of four-day-old aphid nymphs. b Fat mass of 10-day-old aphid adults. Box 

NS 

a) b) 

a) b) 

NS 
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plots show mean (black dots). Different letters indicate significant differences at the 5% 

threshold (post-hoc EMM pairwise comparisons). NS: not significant. 

 

The mean individual fat content was significantly different for aphid adults depending on the 

cultivar on which aphids had been reared (GLMM: χ² = 25.99, Df = 2, P < 0.001). Mean 

individual fat contents were significantly lower for aphids reared on Gala (28.73 ± 1.26%) and 

Ariane (24.33 ± 1.24%) compared to the mean individual fat content of aphids on Green Sleeves 

(32.24 ± 1.40%) (EMM comparison; Gala vs Ariane, P = 0.124, Gala vs Green Sleeves, P = 

0.006, Ariane vs Green Sleeves, P < 0.001) (figure 3b). 

 However, the mean individual fat content was not significantly different for aphid nymphs 

(GLMM: χ² = 1.01, Df = 2, P = 0.605) (EMM comparison; Gala vs Ariane, P = 0.966; Gala vs 

Green Sleeves, P = 0.602; Ariane vs Green Sleeves, P =0.728 (figure 3a).  

 

  

FIGURE 3 Mean individual fat content (%) of Dysaphis plantaginea reared on each apple tree 

cultivar. a Fat content of four-day-old aphid nymphs. b Fat content of 10-day-old aphid adults. 

Box plots show mean (black dots). Different letters indicate significant differences at the 5% 

threshold (post-hoc EMM pairwise comparisons). NS: Not significant. 

 

There was a significant effect of the apple cultivar on the mean individual water content of 

aphid nymphs and adults (Nymphs, GLMM: χ ² = 69.35, Df = 2, P < 0.001. Adults, GLMM: χ 

² = 39.72, Df = 2, P < 0.001).  

The mean individual water content of aphid nymphs was significantly smaller when they were 

reared on Green Sleeves (47.17 ± 2.35%) compared to that of nymphs reared on Gala or Ariane 

(71.37 ± 0.67% for Gala and 71.44 ± 0.68% for Ariane) (EMM comparison; Gala vs Ariane, P 

= 0.986; Gala vs Green Sleeves, P < 0.001; Ariane vs Green Sleeves, P < 0.001) (figure 4a). 

The mean individual water content of aphid adults was significantly different for aphids 

depending on the host plant cultivar. It was smaller for aphids reared on Green Sleeves (72.29 

± 0.37%), intermediate for those reared on Gala (75.08 ± 0.43%) and greater for those reared 

a) b) 
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on Ariane (77.31 ± 0.26%) (EMM comparison; Gala vs Ariane = 0.028; Gala vs Green Sleeves, 

P = 0.001, Ariane vs Green Sleeves, P < 0.001) (figure 4b). 

 

 

FIGURE 4 Mean individual water content (%) of Dysaphis plantaginea reared on each apple 

tree cultivar. a Water content of four-day-old aphid nymphs. b Water content of 10-day-old 

aphid adults. Box plots show mean. Different letters indicate significant differences at the 5% 

threshold (post-hoc EMM pairwise comparisons). 

 

There was no significant effect of the apple cultivar on the pre-reproductive period of aphids 

(CPH model: χ² = 0.51, Df = 2, P= 0.78). The average pre-reproductive period on the Gala 

cultivar was 11.05 ± 0.26 days, for aphids on Ariane it was 10.95 ± 0.36 days and for aphids on 

Green Sleeves 11.26 ± 0.34 days (EMM comparison, Gala vs Ariane, P = 0.962; Gala vs Green 

Sleeves, P = 0.998; Ariane vs Green Sleeves, P = 0.933) (figure 5). 

 

 

FIGURE 5 Pre-reproductive period (days) of Dysaphis plantaginea reared on each apple tree 

cultivar. 

 

NS 

a) b) 
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3.2. Aphid feeding behavior 

The type of cultivar did affect the total duration of phloem sap ingestion by aphids (GLM: χ² = 

32.44, Df = 2, P < 0.001) (figure 6) and the proportion of aphids performing sustained phloem 

sap ingestion (>10 min) (χ ² test of homogeneity, χ² = 21.98, Df = 2, P < 0.001). 

 

 

FIGURE 6 Total duration of phloem sap ingestion by Dysaphis plantaginea on each apple tree 

cultivar tested (min). Box plots show mean (black dots). Different letters indicate significant 

differences at the 5% threshold (post-hoc EMM pairwise comparisons). 

 

The total duration of phloem sap ingestion was significantly shorter for aphids feeding on the 

Ariane cultivar (7.29 ± 1.55 min) compared to that of aphids on the Gala or Green Sleeves 

cultivars (58.29 ± 11.61 min and 59.03 ± 19.20 min, respectively) (EMM comparison; Gala vs 

Ariane, P = 0.004; Gala vs Green Sleeves, P = 0.999; Ariane vs Green Sleeves, P = 0.004) 

(figure 6). The proportion of aphids performing sustained phloem sap ingestion (>10 min) was 

significantly smaller on the two resistant cultivars (chi-square test: χ² = 21.98, Df = 2, P > 

0.001). It was 66.67% for aphids feeding on Gala, 7.70% for those feeding on Ariane and 

25.80% for those feeding on Green Sleeves (post-hoc chi square test; Gala vs Ariane, P > 0.001; 

Gala vs Green Sleeves, P = 0.004, Ariane vs Green Sleeves, P = 0.150) (figure 7). 

 



147 

 

 

FIGURE 7 Proportion of Dysaphis plantaginea performing sustainable phloem sap ingestion 

on each apple tree cultivar tested (%). Different letters indicate significant at the 5% threshold 

(post-hoc using chi-square tests). 

 

The number of probes (n_Pr) and the total duration of probing (s_Pr) were significantly 

different for aphids depending on the cultivar on which they fed (for n_Pr, GLM: χ² = 14.31, 

Df = 2, P < 0.001. For s_Pr, GLM: χ² = 8.01, Df = 2, P < 0.018). n_Pr and s_Pr were significantly 

smaller for aphids on the Gala cultivar compared to those of aphids on Ariane or Green Sleeves 

cultivars. The number of brief probing (n_bPr) was significantly smaller for aphids on Gala 

compared to aphids on Green Sleeves, and that of aphids on Ariane was not significantly 

different from those of aphids on the two other cultivars (GLM: χ² = 1.70, Df = 2, P < 0.001) 

(table 1). The total duration of xylem sap ingestion (s_G) was not significantly different 

depending on the apple cultivar at the 5% threshold (χ² = 5.59, df = 2, P = 0.061). However, it 

can be noted that this duration was the shortest for aphids on the Gala cultivar and the longest 

for those on the Ariane cultivar (table 1). None of the other EPG data linked to the pathway 

phase, the salivation phase or the derailed stylets phase showed any significant difference in 

aphid stylets activity according to the apple cultivar. 

 

3.3. Parasitoid life history traits 

The average development time was significantly different for parasitoids depending on the 

cultivar on which their aphid hosts had been reared (CPH: χ² = 6.47, Df = 2, P = 0.039). It was 

longer for parasitoids developed in aphids reared on Ariane (22.08 ± 0.23 days) or Green 

Sleeves (21.86 ± 0.19 days) compared to those reared on the sensitive cultivar Gala (20.45 ± 

0.14 days) (figure 8) (EMM comparison; Gala vs Ariane, P = 0.082; Gala vs Green Sleeves, P 

= 0.06, Ariane vs Green Sleeves, P = 0.927). There was also a significant effect of the sex of 

the parasitoids on their development time, males developing faster than females, whatever the 

apple cultivar (CPH: χ² = 12.11, Df = 1, P < 0.001). 



148 

 

 

FIGURE 8 Development time (days) of Ephedrus cerasicola in aphids reared on different 

apple tree cultivars. Different letters indicate significant differences. 

 

The parasitoids sex ratio was not significantly different depending on the cultivar on which the 

aphid host had been reared (GLMM: χ² = 0.57, Df = 2, P = 0.752). There were 47.1% of female 

parasitoids emerging from aphids reared on the Gala cultivar, 45.0% of female parasitoids 

emerging from aphids reared on Ariane, and 46.8% of female parasitoids emerging from aphids 

reared on Green Sleeves (post-hoc chi-square test: Gala vs Ariane, P = 0.999; Gala vs Green 

Sleeves, P = 0.779; Ariane vs Green Sleeves, P = 0.800). 

The mean egg load of emerged females was not significantly different depending on the cultivar 

on which aphids host had been reared (GLMM: χ² = 2.31, Df = 2, P = 0.315). The mean egg 

load of parasitoids was 272.85 ± 18.96 eggs for those developing in aphids reared on Gala, 

287.82 ± 17.04 eggs for those developing in aphids reared on the Ariane cultivar and 308.48 ± 

15.77 eggs for those developing in aphids reared on the Green Sleeves cultivar (EMM 

comparison; Gala vs Ariane, P = 0.755; Gala vs Green Sleeves, P = 0.291; Ariane vs Green 

Sleeves, P = 0.740) (figure 9). 

 

 

FIGURE 9 Mean egg load of Ephedrus cerasicola females on each apple tree cultivar where 

their aphid hosts were reared. Box plots show mean (black dots). 

b 

a 

NS 
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There was no significant effect of the apple cultivar on the tibia length of female and male 

parasitoids (GLMM: χ ² = 4.12, Df = 2, P = 0.128). The tibia length of female parasitoids 

developing on aphids reared on Gala cultivar was 0.555 ± 0.011mm, for female parasitoids on 

Ariane it was 0.543 ± 0.012mm and for those reared in aphids on Green Sleeves it was 0.585 ± 

0.006mm. The tibia length of male parasitoids developing in aphids reared on Gala cultivar was 

0.494 ± 0.013mm, for male parasitoids in aphids on Ariane it was 0.473 ± 0.013mm and for 

those reared in aphids on Green Sleeves it was 0.507 ± 0.008mm. 

There was, however, a significant difference between the tibia size of females and males 

(GLMM: χ ² = 99.85, Df = 1, P < 0.001) (EMM comparison: females on Gala vs males on Gala, 

P < 0.001; females on Ariane vs males on Ariane, P = 0.001; females on Green Sleeves vs males 

on Green Sleeves, P < 0.001) (figure 10). 

 

 

 

FIGURE 10 Mean tibia length (mm) of Ephedrus cerasicola on each apple tree cultivar where 

their aphid hosts were reared. F: females; M: males. Associated with a post-hoc EMM pairwise 

comparisons. 

 

 

4. Discussion 

Our experiments showed that intraspecific variability in apple cultivars could negatively impact 

the quality of host aphids in terms of nutritional resources for the parasitoids (lipid and water 

quantity). However, no effect could be observed on the fresh mass of adult aphids or their 
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development time. The biochemical and physiological modifications of some of these life 

history traits can be explained by a modification of the feeding behavior of aphids, especially 

during the phloem-related phases. These changes at the aphid level affected the developmental 

duration of parasitoids but not the other traits studied (e.g. egg load, tibia size and sex ratio). In 

our study, plant resistance therefore negatively impacted the aphids but appeared to have limited 

bottom-up effects on the parasitoids. These results therefore demonstrated that cultivar quality 

can be an important factor in tritrophic interactions.  

Adult aphids reared on the resistant Ariane apple cultivar exhibited lower lipid masses and lipid 

contents than those reared on Green Sleeves, the other resistant cultivar. These results are 

consistent with other studies that have shown a reduction in the lipid content of aphids and other 

insects such as the lesser grain borer reared on low quality plants (Perez-Mendoza et al. 1999; 

Tabadkani et al. 2013). These differences in host quality can be explained by the physiological 

variability of Malus sp. at the intraspecific scale, such as photosynthetic activity and stomatal 

activity of plants due to differences in primary compounds between cultivars (Massonnet et al. 

2007). Lower photosynthetic activity in a given cultivar could thus cause a decrease in the 

resources available for aphids in its phloem sap. Similarly, high stomatal activity could increase 

water evaporation and thus decrease the availability of water for aphids in the plant. In this way, 

we hypothesize that the Ariane cultivar could potentially have had a lower photosynthetic 

activity than the other cultivars, which would have resulted in the lower lipid mass observed 

for the aphids reared on this cultivar. We also suggest that the Green Sleeves cultivar could 

have had a higher stomatal conductance than the other cultivars, which would explain the lower 

water content measured in aphids reared on Green Sleeves. It might be interesting to conduct 

further experiments to test these suggestions. Furthermore, we hypothesize that the lack of 

significant difference in the lipid content of nymphs could be due to the time lag between aphid 

infestation and the establishment of plant-induced defense (Smith & Boyko 2007; Yin et al. 

2013). It is known that the amount of energetic resources contained in the individuals increases 

with their fresh mass because the largest individuals will accumulate the most resources 

(Strohm 2000). However, contrary to what we expected, we did not observe any significant 

difference in the fresh mass of aphid adults depending on the cultivar, which is in contradiction 

with other studies on the subject (Martin & Johnson 2011; Kersch-Becker & Thaler 2015). This 

would mean that the composition of the phloem sap of the host plants on which aphids were 

feeding would have no impact on their fresh mass. Moreover, in our model we did not observe 

any effect of the cultivar on the development time of the aphids as it has been shown in other 

studies (Akköprü et al. 2015). 

It is known that the quantity and quality of food consumed by aphids can impact their quality 

as resources for parasitoids (Souissi & Rü 1998). Studying the feeding behavior of aphids in 

relation to the cultivar on which they feed allowed us to explore whether possible changes in 

this type of behavior were at the origin of an alteration in the life history traits of parasitoids. 

The majority of the phloem-related variables of D. plantaginea feeding on the Ariane and Green 

Sleeves resistant cultivars exhibited a lower number or a shorter duration compared to the 
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phloem sap ingestion variables of aphids on the susceptible cultivar Gala. This is consistent 

with the work of Marchetti et al. 2009 on the feeding behavior of D. plantaginea on the resistant 

apple cultivar Florina. In their study, the altered feeding behavior of phloem related variables 

was attributed to the presence of resistance factors in the phloem sap tubes, and more 

specifically to the presence of phenolic compounds that would have prevented the aphids from 

feeding correctly and therefore reduced the number of ingestion phases, the total ingestion time 

and the proportion of aphids that performed an ingestion phase of phloem sap longer than 10 

minutes. In our study, the observed decrease in the phloem sap feeding of aphids could thus 

explain the lower mass of lipids contained in aphids feeding on the Ariane cultivar, because the 

sugars assimilated by aphids are in part allocated to their lipid synthesis (Douglas 2003). Other 

studies have also observed a reduction in lipid mass in aphids and other insects such as the 

african fruit beetle or the lesser grain borer in response to reduced phloem sap feeding (Perez-

Mendoza et al. 1999; Auerswald & Gäde 2000; Tabadkani et al. 2013). However, in the study 

of Marchetti et al. 2009, the resistance of the Florina cultivar also impacted other variables of 

aphid feeding behavior that were not significantly different depending on aphids host plant 

cultivar in our study, such as the duration before the first probing phase, which would indicate 

in our case that the cultivars did not present repulsive factors on their surface contrary to what 

has been proposed for the Florina cultivar. Our results also showed that the duration of xylem 

sap ingestion by aphids was close to being significantly longer on the Ariane cultivar. We 

suppose that this result may be due to the difference in water balance between the apple cultivars 

(Massonnet et al. 2007) as well as the difficulty of aphids to feed on phloem sap. This would 

also explain why the water content of aphids was higher on the Ariane cultivar because the 

ingestion of xylem sap allows to regulate the water balance of aphids (Spiller et al. 1990; 

Pompon et al. 2010). The study of the other feeding behavior variables did not allow us to 

suggest the existence of other resistance factors in the two tested resistant cultivars. The 

variables related to the phases in the mesophyll and salivation were not significantly different 

depending on aphids host plant cultivar. Although those related to the number of probes and 

brief probes were significantly greater on the Ariane and Green Sleeves cultivars, this could be 

due to repeated probing in order to successfully reach and ingest phloem sap. Finally, we did 

not observe any difference between aphid behavior on the different cultivars for the stylet 

derailment variables, however this data is difficult to interpret as it is still unknown what 

triggers this behavior in aphids. Overall, our EPG results seemed to indicate a resistance to 

aphids of the Green Sleeves cultivar and more particularly of the Ariane one which would be 

based on the presence of resistance factors at the level of the phloem sap tubes.  

Therefore, although the amount of resources available (fresh mass) to the parasitoids during 

their development in their aphid host was unchanged, the quality of these resources (lipid and 

water content) was significantly affected depending on the apple cultivar on which their aphid 

host had been reared. Further analysis of this model would allow a better understanding and 

evaluation of the quality of resources contained in aphid hosts for their parasitoids. 
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During our analyses of the parasitoids life history traits, only one of the studied parameters 

reflecting the performance of the parasitoids according to the host plant cultivar of their aphid 

host was significantly different. The development time of the parasitoids was found to be longer 

when their aphid hosts were reared on the aphid-resistant Ariane and Green Sleeves cultivars. 

This difference in developmental time could not be not attributed to a cascade effect of aphid 

developmental delay across cultivars since none was observed. So, this was more likely due to 

the difference in resources that aphids represented for parasitoids. The amount of lipids 

contained in their host is important for parasitoids as they are not able to perform lipogenesis 

(Visser & Ellers 2008). However, this is not the only resource on which they depend during 

their development. Other resources such as amino acids or carbohydrates are also necessary for 

their development. For example, Coskun & Emre (2015) demonstrated that a reduced amino 

acid diet for parasitoids had an impact on their development and could decrease the proportion 

of parasitoids reaching emergence. An increase in the development time of Aphidius colemani 

was also observed when it developed in M. persicae feeding on resistant  common cabbage 

plants (Kalule & Wright 2005). 

Parasitoids size at emergence is usually related to the resources available in their hosts during 

their development (Kaplan et al. 2016; Pirotte et al. 2018). Since we observed a lower lipid 

content in aphids reared on the Ariane cultivar, we expected to observe a significant difference 

in parasitoids tibia size depending on the cultivar of their hosts as demonstrated in other studies 

(Harvey et al. 1995), which was not the case. This result could be explained by the fact that a 

trade-off between the size and the development time of parasitoids occurred (Nylin & Gotthard 

1998; Colinet et al. 2007). Therefore, it can be suggested that in our model, parasitoids 

developing in aphids on resistant apple cultivars favored their growth and accumulation of 

reserves (ie. size) by increasing their development time. Lipids are known to be directly 

involved in egg production for parasitoids (Ellers & Van Alphen 1997; Zhao & Zera 2002). 

Therefore, we could have suggested that parasitoids that developed in aphids reared on the 

Green Sleeves and Gala cultivars would have exhibited a higher egg load, as the aphids had a 

greater lipid mass than those reared on the Ariane cultivar. However, this parameter was not 

significantly different either. This could be explained by the fact that in parasitoids, egg load is 

usually positively correlated with size (King 1988; Visser 1994). Size being unchanged in our 

study, the egg load was not modified. This result also supports the possible trade-off between 

size and development duration.  

Sex ratio of the emerging parasitoids was not significantly different according to the apple 

cultivar on which their aphid host developed. This is not consistent with what we would have 

expected. Indeed, female aphid parasitoids have the ability to manipulate the sex ratio of their 

offspring and usually prefer to lay female eggs in large hosts, supposedly containing more 

resources, in order to maximize their fitness (King 1987). As aphids were offered to parasitoïds 

at an early nymphal stage and that at this stage the measured fresh mass of aphids was found to 

be smaller for those reared on the Green Sleeves, we expected to observe a bias in favor of 

males for parasitoids developed in aphids reared on this cultivar. 
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Altogether we can therefore deduce that in our study, the size of the tibias, the egg load and the 

sex ratio of the parasitoids were not affected by the quality of the plants. 

To conclude, our results showed that both resistant apple cultivars, Ariane and Green Sleeves, 

had a negative impact on higher trophic levels, especially that of aphids. We suggest that the 

minor effects of both resistant cultivars on parasitoids compared to their higher negative effects 

on aphid life history traits and feeding behavior could be due to a buffer effect on the aphid 

trophic level, thus reducing the negative effects of plant resistance as it was proposed by 

Chesnais et al. (2016). In a field application context, our results suggest that the search for new 

resistant cultivars may not hinder the performance of parasitoids and their ability to regulate 

aphid pests populations. These results appear encouraging in the context of integrated crop 

protection by biological control, which aims to free itself from phytosanitary products. 
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Supplementary material 
 

SUPPLEMENTARY TABLE 1 Feeding behavior parameters of Dysaphis plantaginea on the three tested cultivars of Malus domestica 

 Aphids on  

Gala 

Aphids on  

Ariane 

Aphids on 

Green Sleeves 

Statistics 

General probing phase (Pr) n = 27 n = 26 n = 31  

Number of probes (n_Pr) 16.41 ± 1.89 a 19.38 ± 1.94 b 19.61 ± 2.31 b χ² = 14.31, df = 2, P < 0.001 

Number of brief probing (n_bPr) 9.81 ± 1.52 a 11.48 ± 1.63 ab 13.03 ± 2.07 b χ² = 1.70, df = 2, P < 0.001 

Total duration of probing (min. s_Pr) 392.87 ± 9.00 a 330.06 ± 9.28 b 344.80 ± 14.15 b χ² = 8.01, df = 2, P = 0.018 

Time to first probe (min. t>1Pr) 22.10 ± 6.42 21.85 ± 3.52 18.20 ± 3.65 χ² = 0.49 , df = 2, P = 0.782 

Pathway phase (C) n = 27 n = 26 n = 31  

Number of pathway phase (n_C) 25.44 ± 1.84 24.04 ± 2.02 25.48 ± 2.22 χ² = 0.31, df = 2, P = 0.855 

Total duration of pathways phases (min. s_C) 251.83 ± 13.82 262.22 ± 15.52 228.227 ± 16.23 χ² = 2.61, df = 2, P = 0.271 

Phloem phase (E) n = 25 n = 19 n = 22  

Number of salivation phases (n_E1) 5.84 ± 0.93 3.84 ± 0.45 4.82 ± 0.92 χ² = 3.18 , df = 2, P = 0.204 

Total duration of salivation phase (min. s_E1) 7.91 ± 1.29 4.98 ± 0.58 7.59 ± 1.32 χ² = 4.58, df = 2, P = 0.101 

 n = 23 n = 18 n = 18  

Number of phloem sap ingestion phases (n_E2) 5.78 ± 0.89 a 2.67 ± 0.39 b 4.50 ± 0.94 ab χ² = 10.07, df = 2, P = 0.006 

Total duration of phloem sap ingestion phase (min. s_E2) 58.29 ± 11.61 a 7.29 ± 1.54 b 59.03 ± 19.205 a χ² = 32.44, df = 2, P < 0.001 

Time to first phloem sap ingestion phases (min. t>1E2) 175.21 ± 29.56 217.90 ± 28.13 201.95 ± 29.02 χ² = 5.07, df = 2, P = 0.579 

 n = 18 n = 2 n = 8  

Number of sustained phloem sap ingestion (n_sE2) 2.11 ± 0.34  1.00 ± 0.00 1.75 ± 0.25 χ² = 2.52, df = 2, P = 0.283 

Other phases (G and F) n = 3 n = 7 n = 11  

Number of xylem sap ingestion (n_G) 1.67 ± 0.67 1.00 ± 0.00 1.55 ± 0.28 χ² = 3.57, df = 2, P = 0.552 

Total duration of xylem sap ingestion (s_G) (min) 28.45 ± 20.55 98.90 ± 10.61 56.74 ± 13.95 χ² = 5.59, df = 2, P = 0.061 

 n = 15 n = 9 n = 18  

Number of derailed stylet phases (n_F) 2.47 ± 0.24 2.89 ± 1.11 3.28 ± 0.50 χ² = 1.30 , df = 2, P = 0.522 

Total duration of derailed stylet phase (min. s_F) 80.76 ± 12.19 63.63 ± 16.75 89.97 ± 12.82 χ² = 1.68, df = 2, P = 0.431 
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Abstract 

The European crabapple Malus sylvestris, a crop wild relative of Malus domestica, is a major 

contributor to the cultivated apple genome and represents a potential source of interesting 

alleles or genes, particularly pest resistance traits. An original approach was used to explore the 

trophic interaction between M. sylvestris populations and its pest, the rosy apple aphid 

(Dysaphis plantaginea). Using 13 microsatellite markers, population genetic structure and level 

of crop-to-wild introgressions were inferred between M. sylvestris seedlings from three sites in 

Europe (Denmark, France, Romania), and M. domestica seedlings. Genetically characterized 

plants were also used to analyze aphid feeding behavior and fitness parameters. First, aphids 

submitted to two genetically close M. sylvestris populations (the Danish and French) exhibited 

similar behavioral parameters, suggesting similar patterns of resistance in these host plants. 

Second, the Romanian M. sylvestris population was most closely genetically related to M. 

domestica. Although the two plant genetic backgrounds were significantly differentiated, they 
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showed comparable levels of sensitivity to D. plantaginea infestation. Third, aphid fitness 

parameters were not significantly impacted by the host plant’s genetic background. Finally, 

crop-to-wild introgression seemed to significantly drive resistance to D. plantaginea 

independent of host plant population genetic structure, with hybrids being less suitable hosts.  

 

 

1. Introduction 

Intense farming practices can lead to harmful impacts on the environment and human health. It 

is therefore urgent to promote eco-friendly agricultural management while feeding a growing 

world population1. In this case, new breeding strategies making use of wild untapped genetic 

diversity could become a promising opportunity to provide farmers with crops less dependent 

on chemical inputs without heavy drawbacks to productivity2. Crop breeding programs often 

rely on wild species that are either phylogenetically close to a crop and/or that have played a 

primary role in the crop domestication history. Such plants have been named “crop wild 

relatives” (or CWR). Although the use of CWR in breeding programs has the potential to fulfill 

numerous agronomic needs (e.g. yield increase or abiotic stress adaptation), the major focus of 

CWR research concerns their ability to enhance crop resistance against pathogens and pests3. 

In the context of breeding programs relying on CWR genetic traits, the cultivated apple tree 

Malus domestica Borkh appears to be an ideal model system for reducing the environmental 

impacts of food production. Indeed, M. domestica is one of the most important fruit tree crops 

in the world (http://faostat.fao.org/). In Europe, the apple tree is severely attacked by several 

pests and pathogens, and therefore apple production relies heavily on the use of pesticides. To 

reduce reliance on pesticide applications, apple breeding programs should test potential sources 

of resistance alleles such as the three potential local wild apple species in Eurasia. Population 

genetics analyses revealed that the cultivated M. domestica originated from the wild apple 

Malus sieversii Ledeb. in the Tian Shan mountains located in Central Asia4,5. From there, the 

cultivated apple continued its journey along the Silk Routes where it hybridized with local wild 

apple tree species: first to a little extent with Malus orientalis Uglitz. in the Caucasus, and later 

on (~ 1500 YA), massively in Europe with Malus sylvestris (L.) Mill.4. Malus sieversii is 

therefore considered the progenitor of the cultivated apple while M. sylvestris is considered the 

second main contributor of apple genetic diversity through recent wild-to-crop introgressions5. 

Through introgression and phylogenetic closeness, M. sieversii, M. orientalis, and M. sylvestris 

are all considered CWR of cultivated apple. The need to assess their value as future sources for 

future breeding programs is urgent because these species are currently threatened by local crop-

to-wild gene flow6–9. 

The search for resistance on M. domestica wild relatives has been carried out mostly against 

pathogens, whereas studies describing resistance to pests are less frequent10. Among these, the 

M. floribunda Siebold clone 821 proved to be a major source of resistance genes to apple scab 
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Venturia inaequalis (Cooke) Winter11, fire blight Erwinia amylovora Burrill12 and the rosy 

apple aphid (RAA), Dysaphis plantaginea Passerini13. However, only a handful of studies have 

investigated resistance to pests and pathogens of CWR involved in the domestication of the 

apple. One study14 compared the levels of resistance against fire blight among 51 different 

genotypes of M. sieversii collected in Kazakhstan and Kyrgyzstan. Similarly the resistance of 

194 M. sieversii accessions belonging to four distinct genetic groups15 was evaluated 

concurrently with nine different M. domestica cultivars16. Various fire blight resistance levels 

were observed among M. sieversii genetic clusters with two of them exhibiting the highest 

resistance levels among tested genotypes. Furthermore, a distinct resistance mechanism was 

revealed when several wild accessions were compared with cultivated apple cultivars using 

shoot inoculation in orchards. Specifically, fire blight infection rates were lower for several M. 

sieversii accessions but when successful, infection led to greater damage in these trees. 

Concerning resistance against insect pests, another study17 quantified the resistance of 19 M. 

domestica cultivars and two of its CWR, M. sylvestris and M. kirghisorum, to the florivorous 

apple blossom weevil, Anthonomus pomorum L.. The authors compared weevil resistance 

levels between the cultivated apple to the wild species. The species M. sylvestris and M. 

kirghisorum Al. Fed. & Fed. appeared to be more sensitive to A. pomorum but also supported 

a more abundant community of the weevil’s natural enemies. 

Among the pool of CRW apple species with putative benefits for cultivated apple breeding 

programs, M. sylvestris appears to be largely underexploited. For European apple production, 

M. sylvestris breeding presents several advantages including a shared local environment with 

M. domestica. Previous population genetic analyses of M sylvestris populations using 

microsatellite markers revealed five genetic clusters spread throughout Scandinavia, Western 

Europe (mostly in France), Eastern Europe, Central Europe, and Italy6,7. These five populations 

may possess adaptive alleles associated with specific environmental conditions or local 

parasites. However, responses to pathogens and pests among these wild apple genetic groups 

have yet to be explored. 

The rosy apple aphid D. plantaginea (RAA) is the major aphid pest of the cultivated apple in 

Europe, Maghreb, and North America. This aphid species feeds on sap drawn from the phloem 

and develops at the apex of branches and/or on the most recently developed leaves. In addition 

to sap extraction, RAA saliva secretion provokes leaf-rolling and impairs shoot growth, greatly 

reducing yield18. Plant defenses against aphids include various strategies disrupting aphid 

preference, particularly through their host-plant colonization process19 that can be characterized 

by the potential success throughout six behavioral phases: (1) long- and short-range of host-

plant perception, (2) plant contact and assessment of surface cues, (3) epidermal probing, (4) 

stylet pathway activity, (5) phloem penetration and salivation, and (6) phloem acceptance and 

ingestion. This colonization is finalized by entering a reproductive phase which can be 

characterized by fecundity and adult survival traits as aphid performance. In this study, a host 

plant was considered resistant to RAA from the moment it negatively impacted the preference 

and/or performance of the pest. 
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The current work explores the RAA behavior/physiology on a crop wild relative of the 

cultivated apple, taking into account intra-specific CWR population structure and level of crop-

to-wild gene flow. This manuscript describes four research objectives: (1) An original sample 

collection was built from 42 wild apple plants grown from field-collected seeds derived from 

three of the five known M. sylvestris European populations7 and 14 cultivated apple plants 

derived from breeding crosses of M. domestica cultivars. (2) The 56 plants sampled were 

genetically characterized using 13 microsatellite markers4. Using population genetics inference, 

their genetic statuses were determined (i.e. belonging to the Western, Scandinavian and Eastern 

M. sylvestris populations, or to the M. domestica gene pool). The degree of crop-to-wild 

introgression was also assessed among these plants. 

These genetically characterized plants were then used for behavioral and physiological assays 

that tested for putative RAA resistance in a CWR of M. domestica. (3) For each plant population 

identified, aphid preference was tested based on feeding behavior measured with the 

electropenetrography (EPG) technique. (4) As a proxy for measuring fitness, adult fecundity, 

survival, and adult weight measures were used to determine aphid performance on each of the 

identified plant populations20. 

 

 

2. Materials and methods 

2.1. Plant and insect materials 

A total of 56 apple plants were grown from seeds and sampled for this study. Cultivated apple 

plants resulting from crosses between various cultivated apple varieties were used (M. 

domestica, referred to as “Dom”, N = 14, Table S1). The seeds were kindly provided by INRAE 

IRHS Angers that performed every year crosses for apple breeding programs. A total of 42 M. 

sylvestris plants were grown from field-collected seeds. These wild apple seeds originated from 

three out of the five known European wild apple populations (referred to as Danish: Syl_Dk, 

French: Syl_Fr and Romanian: Syl_Ro, N = 14 per population). Each population was 

represented by a single sampling site, and within each site, each seed was sampled on a single 

mother tree, so that each seedling has a different parental origin. Though M. domestica is 

usually grafted, new plants were grown from seed to eliminate the rootstock effect. 

After field sampling, seeds were stored at -20 °C before vernalization for the experiment. Seeds 

were then vernalized for three months at 4 °C in the dark, then grown in controlled conditions 

for two months before being individually transferred to 3 L pots containing commercial 

sterilized potting soil. Potted plants were grown in a growth chamber for four weeks under the 

following conditions: 20 ± 1 °C, 75 ± 5% Relative Humidity (RH), and a 16:8 light:dark (L:D) 

photoperiod. The 56 plants were then genotyped using 13 previously published microsatellite 

markers (see below) to confirm their genetic status (i.e., belonging to one of the M. sylvestris 

European populations or crop-to-wild/wild-to-wild hybrid). 



163 

 

A single colony of D. plantaginea (Hemiptera: Aphididae) was used and provided by INRAE 

which were sampled as a population in spring 2018 from an apple tree at the Agrocampus Ouest 

orchard (Angers, France) (Philippe Robert, personal communication). This aphid population 

was mass reared without differentiating individual aphid clones on M. domestica cv. “Jonagold” 

plants obtained by in vitro multiplication21. Pots containing three plants (90 × 90 × 70 mm) 

were placed in a Plexiglas cube (50 cm). Mass rearing and experiments were performed in 

growth chambers under 20 ± 1 °C, 60 ± 5% RH, and a 16:8 L:D cycle. 

Synchronized first instar nymphs were obtained by placing parthenogenetic adult females on 

plantlets for 24 h before removing them. They were then reared on M. domestica cv. “Jonagold” 

plants inside Plexiglas aerated boxes (36 × 24 × 14 cm) for ten days then used as the young 

adult RAA for the behavioral/performance experiments. 

 

2.2. Apple population genetic diversity and structure  

Genomic DNA was extracted with the NucleoSpin plant DNA extraction kit II (Macherey & 

Nagel, Düren, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Microsatellites were 

amplified by multiplex PCR, with the Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Inc.). We used 13 

microsatellite markers, Ch01f02, Ch01f03, Ch01h01, Ch01h10, Ch02c06, Ch02c09, Ch02c11, 

Ch02d08, Ch03d07, Ch04c07, Ch05f06, GD12, and Hi02c07 in four multiplexes (MP01, 

MP02, MP03, MP04)4. PCR were performed in a final reaction volume of 15 ml (7.5 ml of 

QIAGEN Multiplex Master Mix, 10–20 mM of each primer, with the forward primer labelled 

with a fluorescent dye and 10 ng of template DNA) (See 4 for more details). The final volume 

was achieved with distilled water. A touch-down PCR program (initial annealing temperature 

of 60 °C, decreasing by 1 °C per cycle down to 55 °C) was used. Genotyping was performed 

on the GENTYANE platform (INRAE Clermont-Ferrand) using an ABI PRISM X3730XL, 

with 2 ml of GS500LIZ size standard (Applied Biosystems). Alleles were scored with 

GENEMAPPER 4.0 software (Applied Biosystems). Only multilocus genotypes with < 10% 

missing data were retained. 

The genetic status of each seedling was assessed using the individual-based Bayesian clustering 

method implemented in STRUCTURE 2.3.322. STRUCTURE makes use of Markov Chain 

Monte Carlo (MCMC) simulations to infer the proportion of ancestry of genotypes from K 

distinct clusters. The underlying algorithm attempts to minimize deviations from Hardy–

Weinberg and linkage disequilibria. STRUCTURE was run from K = 1 to K = 8, ten 

independent runs were carried out for each K and 500,000 MCMC iterations were used after a 

burn-in of 50,000 steps. CLUMPAK (Greedy algorithm)23 was used to look for distinct modes 

among the 10 replicated runs of each K. STRUCTURE analyses were run for the full dataset 

(N = 55, DNA could not be extracted from one Romanian seedling), and included as well 40 

M. domestica genotypes as a reference for the cultivated apple gene pool6. We determined the 

strongest level of genetic structure using ΔK24, as implemented in the online post processing 



164 

 

software Structure Harvester25. However, the K identified by this criterion often does not 

correspond to the finest biologically relevant population structure6,7,26,27. A lack of 

consideration of intraspecies genetic structure in STRUCTURE analyses can bias the 

interpretation of introgression rates. We therefore visualized the bar plots and chose the K value 

for which all clusters had well assigned individuals while no further well-delimited and 

biogeographically relevant clusters could be identified for higher K values. 

Once the best K chosen, wild plants assigned to the cultivated gene pool with a membership 

coefficient > 0.1 were classified as crop-to-wild hybrids (i.e., introgressed by M. domestica). 

Once crop-wild hybrids removed, plants assigned to a given wild gene pool with a cumulated 

membership coefficient > 0.9 were defined as “pure wild” individuals. Plants assigned to the 

wild gene pool with a cumulated membership coefficient < 0.9 to a given wild apple gene pool 

were defined as wild-wild-hybrids The pure, crop-to-wild and wild-wild hybrids were included 

as factors in the statistical analyses. Pure seedlings were then assigned to a population (i.e., 

group of plants with a cumulated membership coefficient of up to 0.90 for a given wild apple 

cluster). Pure populations from the same geographic origin (i.e., Romania or France or 

Denmark) which showed (1) weak genetic differentiation with other wild populations (2) low 

number of individuals were merged. The “population” was then used as a factor for statistical 

analyses on physiological and behavioral assays. Population genetics statistics were estimated 

with Genodive28 for each “pure” wild apple population including expected and observed 

heterozygosities, Weir and Cockerham F-statistics, Jost’s D, and deviations from Hardy–

Weinberg equilibrium. 

 

2.3. Dysaphis plantaginea feeding behavior 

The feeding behavior of the RAA was investigated using the electrical penetration graph (EPG) 

method29. Individual aphids were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier, each being 

placed on the abaxial side of a new growing leaf of an individual plant. The recordings were 

performed continuously for 8 h during the photophase inside a Faraday cage. Acquisition and 

analysis of the EPG waveforms were carried out using the PROBE 3.5 software (EPG Systems, 

www.epgsy stems .eu). Parameters from the recorded waveforms were calculated with the 

EPG-Calc 6.1.7 software30. They were based on different EPG waveforms31 corresponding to: 

(Pr) stylet activity within plant tissues; (C) stylet pathways in plant tissues except phloem and 

xylem; (E1) salivation in phloem elements; (E2) passive phloem sap ingestion; (G) active xylem 

sap ingestion; and (F) derailed stylet mechanics. A total of eight plants per M. sylvestris 

population (Syl_Dk, Syl_Fr, Syl_Ro) or M. domestica (Dom) genetic group were used for the 

EPG measurements. EPG records were obtained from 25 aphids for M. domestica, and from 27 

aphids for each M. sylvestris population. 
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2.4. Dysaphis plantaginea performance  

Two to three clip-cages were installed on 12 plants per genetic group identified in this study. 

Each cage contained an individual, synchronized aphid and was enclosed on a newly grown 

leaf. For each synchronized adult, observations were assessed every 24 h for 10 days. Survival 

(i.e., the duration of adult survival over the period of 10 days) and daily fecundity (i.e., the 

number of newly larviposited nymphs) were collected for 25 adults for M. domestica, and 28 

to 29 adults for each of the three M. sylvestris populations. 

To measure aphid weight, newly larviposited nymphs were enclosed for nine days in clip-cages 

on newly grown leaves similar to the above. For each plant genetic background, up to 20 aphids 

(i.e. young adults that had not larviposited yet) were then collected and stored in a freezer at – 

80 °C. Each individual aphid was weighed using an electronic precision balance (Mettler M3, 

class 1, Max: 3 g Low: 1 μg, T = − 3G [dd] = 1 μg). 

 

2.5. Statistical analyses 

All statistical analyses were performed using the R software version 3.6.2 (The R Foundation, 

https ://www.r-project.org/). Generalized linear models (GLM) with a likelihood ratio and Chi-

square test were used to assess whether there was an effect of the host plant on aphid feeding 

behavior and performance. The apple tree genotype was included as the main factor. Data on 

daily aphid fecundity and some EPG parameters describing the number of occurrences of a 

particular phase (e.g. “n_E2”) were not normally distributed (count data), accordingly a GLM 

was carried out using respectively a quasi-Poisson and a Poisson distribution; a quasi-likelihood 

function was used to correct for over-dispersion, and Log was specified as the link function in 

the model. EPG data on feeding phase durations (e.g. duration of phloem sap ingestion “s_E2”) 

and aphid weight were not normally distributed, so a GLM using a Gamma (link = “inverse”) 

distribution was carried out. Analysis of the time before the first probe (“t.1Pr”) and before the 

first phloem sap ingestion (“t.1E2”) and adult survival has been carried out using the Cox 

proportional hazards (CPH) regression model, which is adapted to treat time-dependent 

parameters. Absence of an EPG reading were treated as missing values. The assumption of 

validity of proportional hazards was validated using the function “coxph” (package R: 

“survival”, version 3.1.8: https ://github.com/therneau/survival). To assess whether the crop-to-

wild hybrid status had a plant-mediated effect on RAA feeding behavior and performance, the 

same statistical tests were carried out with the hybrid statuts (i.e. “wild pure” or “wild-crop 

hybrid”) as the fixed factor while restricting the data set to the M. sylvestris populations only. 

Finally, because of their close genetic relatedness, the Danish and French wild apples plants 

(Syl_Dk and Syl_Fr, respectively) were grouped together, as well as the M. domestica and the 

Romanian wild apple plants (Dom and Syl_Ro, respectively). A Monte-Carlo permutation test 

(999 replicates) was conducted to test for the significance of the differences of median of EPG 

phases duration, daily fecundity and weight between aphids submitted to these two host groups. 
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Analysis of the time before the first probe (“t.1Pr”) and before the first phloem sap ingestion 

(“t.1E2”) and adult survival has been carried out using the CPH regression model. The function 

“randtest” (package R: “ade4”: https://cran.r-project.org/web/packages/ade4/ade4.pdf) was run 

to access the significance of the observed differences. 

The fit of all GLM was controlled by a visual evaluation of residuals and QQ plots. Concerning 

QQ plots, the distribution of the series were considered to follow the chosen theoretical law if 

the points of the graph were roughly aligned on a straight line. Any other structuring of the 

points (curvature(s), many distant points, etc.) indicated the opposite. GLM post-hoc 

comparisons were carried out by pairwise comparisons using estimated marginal means 

(package R: “emmeans”, https://cran.r-project.org/web/packages/emmeans/emmeans.pdf). 

Ethics approval. The article does not contain any studies with human participants or vertebrate 

animals. 

 

 

3. Results 

3.1. Population structure and detection of crop-wild and wild-wild hybrids 

STRUCTURE analyses revealed a clear split between M. domestica and M. sylvestris seedlings 

for K = 3 (Supplementary Fig. S1). However, failing to take the population structure of the wild 

species into account can lead to spurious signals of introgression from crop species26. We 

therefore analyzed the structure of M. sylvestris and identified that the Romanian, French, and 

Danish M. sylvestris seedlings formed distinct genetic clusters from each other for K = 14. For 

K = 14 the M. domestica seedlings used in the experiment grouped with the 40 reference M. 

domestica (Fig. 1 and Supplementary Fig. S1). The use of K values > 14 uncovered no further 

structure within M. sylvestris, indicating K = 14 captured > 99% of the genetic variance. 

STRUCTURE analysis detected eight clusters for M. domestica and six clusters for M. 

sylvestris. For K = 14, STRU CTURE revealed a clear partition between four discrete groups 

(Fig. 1 and Supplementary Fig. S1): (1) M. domestica, including M. domestica seedlings and 

the 40 reference samples, divided in eight admixed genetic groups, (2) the Romanian seedlings, 

divided into three genetic groups (orange, red, yellow), (3) the French seedlings divided into 

two genetic groups (dark and light blue, respectively), and (4) the Danish seedlings formed a 

single distinct genetic group (green). Note that the French and Danish samples only split from 

K = 11. This weak genetic structure was further validated by the relatively low FST and Jost’s 

D values among those two groups (FST = 0.08, P < 0.01, Table S2). We therefore used 

cumulative membership coefficient of each seedling in the six M. sylvestris or the eight M. 

domestica genetic groups in subsequent analyses to identify crop-to-wild and wild-wild hybrid 

genotypes. 

 

https://cran.r-project.org/web/packages/emmeans/emmeans.pdf
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FIGURE 1 Assessment of the genetic status of the wild and cultivated apple seedlings (Malus 

sylvestris and Malus domestica, respectively) used in this study. Upper barplot: Population 

structure inferred with STRUCTURE for K = 14 for the Romanian, French, Danish M. sylvestris 

seedlings, and the M. domestica seedlings. STRUCTURE detected eight cultivated gene pools, 

including the 40 M. domestica reference cultivars (DOM_REF, 40 reference M. domestica) and 

the cultivated apple seedling used in this study (DOM_NA, N = 14). The Romanian seedlings 

(SYL_RO, N = 13) clustered into three clusters (orange, red and yellow colors), the French 

seedlings (SYL_FR, N = 14) into two clusters (light and dark blue color), and the Danish 

seedlings (SYL_DK, N = 14) into one cluster (green color). Lower barplot: For the sake of 

visualization the eight cultivated gene pools were coloured in dark blue (lower barplot), the 

three Romanian clusters in red, the two French clusters in light blue, and the Danish stayed light 

green. 

 

For the 41 seedlings identified a priori as M. sylvestris, four genotypes (three French seedlings 

and one Romanian seedling, 9.7% of the M. sylvestris seedlings) showed signs of introgression 

from M. domestica (i.e., cumulative membership coefficients > 0.1 into the cumulated M. 

domestica gene pool, Supplementary Table S1). A total of four wild-wild hybrids were detected 

(i.e., individuals with cumulative membership coefficients into the three French genepools < 

0.9, Supplementary Table S1), including three French-Danish, and one Romanian-French 

hybrids. Genetic diversity estimates for each population, and genetic differentiation estimates 

among populations (excluding crop-wild and wild-wild hybrids) are provided in Tables S1 and 

S2. Note that, once the hybrids were removed, the Romanian wild apple population (FR_RO) 
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was the genetically closest wild apple population to the cultivated apple (i.e. DOM_REF and 

DOM_NA, F ST(REF_DOM-SYL_RO) = 0.09 and F ST(REF_NA-SYL_RO) = 0.11, 

respectively, P < 0.001), and the Danish and French wild apple populations were still the most 

genetically closely related, followed by the Romanian and the French wild apple populations 

(Supplementary Table S2).  

 

3.2. Effect of the host apple species and population on Dysaphis plantaginea 

feeding behavior 

Feeding phases and associated analytical results are described in Table 1 for aphids reared on 

M. domestica and trees of each M. sylvestris population. Concerning general probing (Pr, 

parameters 1–3), the total duration of stylet activity in the plants (Pr, parameter 2) lasted on 

average about 6 h (out of 8 recorded hours) and was not significantly different among aphids, 

whatever the genetic background of their host plant (GLM using Gamma distribution: χ2 = 0.60, 

Df = 3, P = 0.60). This global activity was composed of an average of 13 probing events (Pr, 

parameter 3), again without any significant difference between aphids on the host plants with 

different genetic background (GLM using Poisson distribution: χ2 = 0.14, Df = 3, P = 0.14). 

This is despite the fact that the mean number of probes tended to be smaller on M. domestica 

host plants. Similarly, there was no significant difference between the time to first probe (Pr, 

parameter 1) (CPH: χ2 = 1.49, Df = 3, P = 0.68). The pathway phase (C, parameters 4 and 5) 

comprised on average of 60% of the total activity. There was no significant difference for its 

total duration (C, parameter 4) (GLM using Gamma distribution: χ2 = 3.13, Df = 3, P = 0.37) 

or for the number of occurrence (C, parameter 5) (GLM using Poisson distribution: χ2 = 5.49, 

Df = 3, P = 0.14). 



169 

 

 

TABLE 1 Feeding phases (mean ± standard error of the mean) of Dysaphis plantaginea feeding on plants belonging to the three Malus sylvestris 

populations (i.e., Danish, French and Romanian, hereafter referred to as “Syl_Dk”, “Syl_Fr”, “Syl_Ro”, respectively) and to the Malus domestica 

genepool (“Dom”).  

EPG classes P value Dom Syl_Dk Syl_Fr Syl_Ro 

General probing behavior and pathway phase  (n=25) (n=27) (n=27) (n=27) 

1. Time to first probe (min) 0.68 (NS) 20.7 ± 6.5 22.8 ± 7.0 14.7 ± 2.6 25.9 ± 6.1 

2. Total duration of probing (Pr) (min) 0.60 (NS) 374.7 ± 12.6 361.5 ± 10.83 377.6 ± 11.3 359.9 ± 11.1 

3. Number of probes (Pr) 0.14 (NS) 11.4 ± 1.3 13.0 ± 2.0 12.8 ± 1.5 13.7 ± 1.4 

4. Total duration of pathway phase (C) (min) 0.37 (NS) 218.1 ± 17.1 250.3 ± 11.5 228.9 ± 12.5 217.3 ± 16.8 

5. Number of pathway phases (C) 0.14 (NS) 16.3 ± 1.4 19.0± 2.0 17.6 ± 1.4 18.2 ± 1.3 

Phloem phase  (n=21) (n=22) (n=20) (n=20) 

6. Total duration of phloem salivation (E1) (min) <0.001(***) 9.1 ± 1.6 a 3.0 ± 0.6 b 2.6 ± 0.5 b 8.3 ± 1.6 a 

7. Number of phloem salivation (E1) <0.001(***) 4.8 ± 0.8 a 3.2 ± 0.5 bc 2.5 ± 0.5 c 4.0 ± 0.7 ab 

  (n=19) (n=20) (n=18) (n=19) 

8. Time to first phloem ingestion (E2) (min) 0.48 (NS) 174.4 ± 25.1 230.56 ± 28.6 253.9 ± 30.2 184.0 ± 20.9 

9. Total duration of phloem sap ingestion (E2) (min) 0.008 (**) 91.4 ± 18.7 a 32.25 ± 7.4 b 71.2 ± 19.2 ab 86.8 ± 18.0 a 

10. Number of phloem ingestion (E2) 0.006 (**) 3.2 ± 0.6 a 2.37 ± 0.4 ab 2.0 ± 0.4 b 3.2 ± 0.6 a 

Other phases  (n=5) (n=0) (n=2) (n=2) 

11. Total duration of xylem ingestion (G) (min) - 134.9 ± 52.9 - 50.0 ± 24.7 39.1 ± 12.6 

  (n=13) (n=14) (n=10) (n=12) 

12. Total duration of stylet derailment (F) (min) 0.59 (NS) 82.8 ± 13.2 93.3 ± 10.1 108.7 ± 19.9 109.4 ± 23.3 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated marginal means. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 associated 

with GLM models (using respectively Poisson and Gamma distribution for the number and total duration of feeding phases) or Cox models (for “time to first phase”) (degree 

of freedom = 3 for each test).
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Concerning the phloemian phase (parameters 6–10), most parameters revealed differences 

among aphids fed on trees belonging to the three wild apple populations and the cultivated gene 

pool. The mean duration of salivation within phloem was significantly shorter for aphids 

submitted to French and Danish M. sylvestris plants compared with aphids submitted to M. 

domestica and Romanian M. sylvestris plants (E1, parameter 6) (GLM using Gamma 

distribution: χ2 = 35.02, Df = 3, P < 0.001). Aphids fed on Danish and French M. sylvestris 

plants salivated three times less compared to aphids fed on M. domestica and Romanian M. 

sylvestris plants. Aphids submitted to French and Danish M. sylvestris plants displayed a 

smaller number of salivations within phloem compared to aphids on M. domestica whereas 

aphids submitted to French M. sylvestris plants had a significantly shorter number of salivations 

within phloem compared to those on Romanian M. sylvestris plants (E1, parameter 7) (GLM 

using Poisson distribution: χ2 = 21.55, Df = 3, P < 0.001). The mean duration of phloem 

ingestion (E2, parameter 9) was significantly shorter for aphids on the Danish M. sylvestris 

compared to aphids on M. domestica and the Romanian M. sylvestris plants (GLM using 

Gamma distribution: χ2 = 12.50, Df = 3, P = 0.08). The mean proportion of the time dedicated 

to phloem ingestion (E2) was variable depending on the host plant genetic background: from 

9% (Syl_Dk) to 24% (Syl_Ro/Dom) within the general probing activity. The number of phloem 

ingestion (E2, parameter 10) was significantly smaller for aphids submitted to the French M. 

sylvestris compared to those submitted to M. domestica and the Romanian M. sylvestris plants 

(GLM using Poisson distribution: χ2 = 11.89, Df = 3, P = 0.06). 

Finally, the duration of the time needed by an aphid to reach the phloem (E2, parameter 8) 

tended to be shorter on M. domestica or Romanian M. sylvestris plants (around 3 h) than on 

Danish and French M. sylvestris plants (around 4 h), though no significant difference was 

observed (CPH: χ2 = 2.48, Df = 3, P = 0.48). Considering xylem ingestion (G, parameter 11) 

aphids submitted to Danish M. sylvestris plants did not ingest raw sap, whereas a few aphids 

ingested xylem on the French and Romanian M. sylvestris plants. Altogether, not enough aphids 

displayed this behavior to conduct statistical analysis. Almost half of the aphids presented stylet 

derailment (F, parameter 12) for an average total duration of roughly 1.5 h, that was not 

statistically different between the different host plant genetic backgrounds (GLM using Gamma 

distribution: χ2 = 0.59, Df = 3, P = 0.59).  

Considering the genetic proximity of the Danish and French M. sylvestris populations (Table 

S2), as well as the genetic proximity of the Romanian M. sylvestris and M. domestica, the two-

by-two pairing of datasets (i.e., Syl_Dk/Syl_Fr vs Dom/Syl_Ro) revealed that the total duration 

of phloem salivation (Monte-Carlo permutation test, P = 0.001) and the total duration of phloem 

sap ingestion (Monte-Carlo permutation test, P = 0.016) were significantly longer for the 

Dom/Syl_Ro pair. Regardless M. sylvestris populations, the duration of phloem sap ingestion 

phase was significantly affected by the host plant hybrid status and was shorter for hybrids 

compared to pure M. sylvestris (GLM using Gamma distribution: χ2 = 4.23, Df = 1, P = 0.04). 
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3.3. Effect of the host plant population on Dysaphis plantaginea fitness 

parameters 

The impact of host plant genetic background on RAA fitness and associated statistical analyses 

are presented in Table 2. There was no significant difference for daily fecundities (GLM using 

quasi-Poisson distribution: χ2 = 1.49, Df = 3, P > 0.05) between aphids raised on the four plant 

genetic backgrounds. Similarly, there was no significant difference for survival (CPH: χ2 = 3.39, 

Df = 3, P > 0.05). Aphid weight was significantly impacted by the plant genetic background: 

the weight of aphids raised on M. domestica was significantly greater (GLM using Gamma 

distribution: χ2 = 8.10, Df = 3, P < 0.05) than that of aphids raised on the Danish M. sylvestris 

plants. Again taking into consideration the genetic proximity between the Danish and French 

M. sylvestris as well as the Romanian M. sylvestris and M. domestica, the two-by-two pairing 

of datasets (Syl_Dk/Syl_Fr vs Dom/Syl_Ro) revealed no significant difference for all fitness 

parameters. Regardless M. sylvestris population, aphid weight was significantly affected by the 

host-plant hybrid status: aphids raised on hybrids displayed smaller weights compared to those 

on pure M. sylvestris (GLM using Gamma distribution: χ2 = 5.16, Df = 1, P = 0.02), whereas 

neither fecundity nor survival were impacted. 

 

TABLE 2 Fitness parameters (mean ± standard error of the mean) for Dysaphis plantaginea 

reared on plants belonging to three Malus sylvestris populations (Danish, French and Romanian, 

i.e. hereafter referred as to “Syl_Dk”, “Syl_Fr”, “Syl_Ro”, respectively) and to the Malus 

domestica genepool (“Dom”).  

Parameters 

GLM/Cox 

models 

P value 

Dom Syl_Dk Syl_Fr Syl_Ro 

n=25 n=28 n=29 n=28 

Daily fecundity 0.69 (NS) 2.33 ± 0.26 2.46 ± 0.26 2.38 ± 0.22 2.08 ± 0.22 

Survival (days) 0.34 (NS) 9.20 ± 0.34 9.75 ± 0.14 9.28 ± 0.39 9.50 ± 0.31 

  n=56 n=73 n=80 n=80 

Aphid weight (µg) 
0.043 (*) 557.88 ± 39.05 

a 

427.92 ± 28.54 

b 

476.30 ± 22.84 

ab 

490.26 ± 32.20 

ab 

 

The letters within a row indicate significant differences associated with pairwise comparisons using estimated 

marginal means. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 associated with GLM models (using respectively a quasi-

Poisson for daily fecundity and Gamma distribution aphid weight) or Cox models (for survival) (degree of freedom 

= 3 for each test). 
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4. Discussion 

This is the first study reporting differences in phytophagous pest preference that are congruent 

with the genetic relationship between a wild relative and a cultivated plant with which it has 

introgressed. Population genetic analyses also revealed weak genetic differentiation between 

the Danish and French M. sylvestris wild apple populations. Accordingly, behavioral assays of 

aphids submitted to plants from these two populations showed similar patterns suggesting 

antixenosis resistance32. Likewise, the Romanian M. sylvestris host population was strongly 

differentiated from M. domestica but was also the most closely genetically related to the wild 

apple population. Consistent with this observation, the Romanian wild apple population and M. 

domestica showed comparable levels of sensitivity to RAA. Crop-to-wild introgression 

appeared to drive resistance to RAA independent of population genetic structure. 

This study revealed a putative link between aphid preference and the genetic structure among 

wild and cultivated apple populations. The population structure inferred here stingingly 

matched the one previously observed for the European wild apple7,33, with five main 

populations in Europe of which, an Eastern, a French and a Scandinavian. We showed that the 

French and Danish populations were the genetically closest and sharing the highest number of 

wild-wild hybrids. Accordingly, we can note that aphids showed similar patterns of feeding 

behavior and performance when submitted to the two most closely related wild apple 

populations (the Danish and French populations). When aphids were subjected to the Romanian 

wild apple population and the cultivated apple, similar patterns of aphid behavior and 

performance were recorded and were associated with higher preference for the Romanian host-

plant than aphids submitted to the Danish and French populations. Aphid behavior was actually 

congruent with the level of genetic differentiation between the Romanian wild apple and the 

cultivated apple. Once the recent crop-to-wild hybrids were removed, the Romanian population 

appeared to be the closest wild apple relative to cultivated M. domestica. Genetic proximity of 

populations is known to drive patterns of resistance against pathogens in the wild apple M. 

sieversii15,16. Previous studies revealed variable resistance against pests and pathogens among 

M. domestica CWR14,16. In this study, the genetic differentiation between the two paired groups 

(Syl_Dk/Syl_Fr vs Dom/Syl_Ro) might be associated with a phenotypic differentiation 

associated with the differences observed in terms of RAA feeding behavior. The genetic 

proximity of the French/Danish and Romanian/cultivated apple may reflect common 

evolutionary history, however further investigations are required concerning the evolutionary 

history of the cultivated apple in Europe. In particular, the relative contributions of each wild 

apple population, especially the Romanian, to the cultivated apple gene pool remains unknown. 

Addressing this issue would require much larger sampling among European apple seeds. 

Not considering genetic proximity among populations, but only population structure, 

behavioral analyses with EPG demonstrated a generalized activity for the rosy apple aphid, 

which did not depend on the genetic background of the host plant. Our results showed that 

whatever the plant genetic background, the time to first probe was not delayed, meaning that 
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the possible influence of epidermal barriers and/or putative plant volatile organic compound 

(VOC) repulsive effects could be excluded; VOC on leaf surface could indeed impact aphids 

behavior19. A delayed aphid stylet activity is considered to be due to epidermic factors, as the 

second phase of host selection involves the assessment of plant surface cues by the aphid. 

Features such as a thick cuticle or the presence of trichomes are physical parameters that may 

play a role in aphid resistance34. Stylet derailment was displayed on every plant genetic 

background in the same range of mean duration and the pathway phase was not influenced by 

the plant genetic background. This means that putative mild physicochemical resistance is 

present of mesophyll tissues in both wild and cultivated apple. In contrast with the above, 

significant differences were observed between the four plant genetic backgrounds in phloem-

related behavior. The phloemian activity was significantly reduced in terms of the duration of 

both salivation and ingestion for aphids submitted to the Danish and French M. sylvestris 

populations. Since the average time to reach the phloem was not significantly different between 

the four plant genetic backgrounds, these differences did not appear to be linked to physical 

characteristics but due to the phloem chemical composition. Comparison of ascorbic acid 

glycoside (AAG) content in M. domestica, M. sylvestris and M. sieversii apple fruits revealed 

that accessions of M. sylvestris were distinguished by higher concentrations of AAG35. A 

difference in terms of phenolic compounds among M. sylvestris populations could be a possible 

factor explaining the contrasted phloemian activities observed. In fact, phenolic profile of 

various M. domestica cultivars apple fruits can be linked to field RAA resistance36. Further 

studies involving choice assays towards the four genetic backgrounds should provide a better 

understanding of RAA preference, and especially of long and short range host-plant perception. 

Despite the differences recorded in the feeding behavior, no differences were observed in two 

of the three RAA fitness parameters (survival and fecundity) regardless of host-plant genetic 

background. As high proportions of aphids could initiate reproduction before accessing the 

phloem37, the results concerning fecundity may be consistent with the absence of significant 

differences in pathway phase parameters. Aphid biomass assays revealed that only aphids 

submitted to the cultivated apple tree had greater weights than those submitted to the Danish 

M. sylvestris. This is consistent with the fact that the shortest sap ingestion was observed for 

aphids submitted to the Danish M. sylvestris, whereas aphids reared on M. domestica exhibited 

the longest sap ingestion. Sap ingestion is known to be positively correlated with growth38, thus 

the contrasted preference of RAA was not reflected in RAA performance, except for adult 

weight. 

For the first time, our study also shed light on the impact of domestic introgression in M. 

sylvestris on RAA preference and performance. Previous studies already detected substantial 

crop-to-wild gene flow in apple trees in Europe7,8. Here, we confirmed the occurrence of 

ongoing crop-to-wild gene flow for the European wild apple. We detected 11% of crop-to-wild 

hybrids in our dataset, which is half less than previous estimates (23%)7. Several reasons can 

explain this discrepancy, including the narrow spatial geographic area investigated here (four 

locations versus 62 locations previously) and the lower number of samples used (here 42 vs 
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1889 M. sylvestris trees previously). Note however that the aim of our study was not to 

investigate the large-scale crop-wild gene flow in M. sylvestris but assessing the genetic status 

of the seedlings used for aphid physiological and behavioral assays to control this effect in the 

statistical models. Yet, in comparison to previous studies, the detection of crop-wild hybrids in 

seeds collected in 2016–2017 are proof that recent ongoing crop-to-wild gene flows are still at 

work in apples, especially in the French populations. Indeed, previous studies rather 

investigated historical crop-to-wild gene flow as they did not sample seeds but much older 

mother trees. It is also interesting to note that we detected a clear effect of the hybrid status on 

RAA preference, in terms of phloem sap ingestion, and on RAA performance, in terms of aphid 

weight. Our bioassays on aphids revealed that pure M. sylvestris were more suitable hosts to 

RAA than crop-to-wild hybrids. A previous study revealed that crop-to-wild hybrids showed 

higher plant growth and pollination rates compared to pure wild apples8. Here our results would 

suggest that higher fitness of crop-to-wild hybrids is not only expressed for early developmental 

traits but is also associated with higher resistance abilities to RAA attacks. However, this 

question would require further investigation. 

Finally, it is worth questioning to what extent Malus sylvestris could represent a putative genetic 

source of resistance for Malus domestica breeding programs. The M. domestica genetic group 

studied here could be considered as susceptible when compared with the 

resistance/susceptibility of M. domestica to RAA demonstrated by a previous study also using 

EPG39. Regarding general probing activity and phloemian phases, the mean values of 

electropenetrography parameters obtained here for aphids submitted to the M. domestica 

genetic group appeared to be close to values obtained on a susceptible cultivar (M. domestica 

cv. Golden Delicious) in comparison to a resistant one (M. domestica cv. Florina)39. The latter 

has been identified as strongly resistant to the RAA in numerous studies13,40–42. In our study, 

we observed a gradient of resistance to the RAA for the European wild apple, but less marked 

than for M. domestica. Among M. domestica cultivars, resistant cultivars impacted RAA 

preference through both epidermic and phloemian factors39. Indeed, compared to that of aphids 

on susceptible controls, the feeding behavior of aphids on the resistant Florina cultivar revealed 

shorter durations for general probing (Pr), phloem salivation phase (E1), xylem sap ingestion 

(G). Also, none of the aphids ingested phloem sap (i.e. the E2 phase was null) and a significantly 

longer total duration of stylets derailment was observed when submitted to this resistant 

cultivar. In our case, M. sylvestris did only impact RAA preference through the phloemian 

phase, with most individuals able to ingest sap, although lasting for short duration. Therefore, 

RAA preference in the European wild apple studied here only involved one factor, the 

phloemian phase, in contrast to what was previously observed among M. domestica cultivars. 

Besides, the two-factor aphid response on the M. domestica host is also associated with lower 

RAA performance13,40–42. Strikingly, our study showed that only the Danish M. sylvestris 

population negatively impacted both RAA preference and performance compared to M. 

domestica. Thus, the Danish M. sylvestris population may be more resistant against RAA than 

M. domestica and would appear to represent a potential source of resistance for M. domestica 



175 

 

breeding programs, although this CRW candidate did not impact RAA fecundity or survival. 

However, our results are consistent with previous investigations of pests and pathogens 

resistance in Malus domestica CWR which were involved in its domestication, in which some 

wild accessions were as sensitive as the cultivated ones16,17. Resistance against the pest of CWR 

would be mainly indirect, as they support greater communities of natural enemies17. Thus, as 

we did not proceed to field validation of our results, we may have overlooked some components 

of CWR resistance. Investigating RAA performance for several aphid generations would also 

be worth carrying out on the Danish M. sylvestris population, as this host negatively impacted 

aphid behavior and fitness in terms of weight and these negative effects may have a greater 

impact over generations. A greater diversity of new resistance genes or alleles against RAA 

may be present in CWR gene pool involved in the apple domestication. CWR are however 

largely neglected when it comes to studying their resistance to RAA. To better understand 

resistance differences at an interspecific level, more CWR species have to be included in 

experiments, such as M. orientalis and M. sieversii. However, this would involve exposing 

RAA to apple CWRs that are absent in its natural environment. Future studies may also 

investigate cross infestations of aphid populations from different parts of Europe onto CWR 

populations to truly test for RAA local adaptation. To test for the influence of maternal priming, 

it would also be interesting to compare relative preferences among the aphids reared on M. 

domestica to the relative preference among aphids reared on M. sylvestris. 

To conclude, this work tested for the first time preferences and survival of a main pest of apple 

trees, among genetically distinct groups including wild and cultivated host plants. Identification 

of resistance adaptations among wild genotypes may help design strategies to improve M. 

domestica plant productivity. But above all, the present study reveals that the search for resistant 

CWR must not only be based on a genetic structure of wild populations but also on the crop-

to-wild gene flow that appears to substantially drive resistance to RAA. In that sense French 

wild apples, which showed high level of crop-to-wild gene flow, may be good candidates for 

future breeding programs. 
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Supplementary Material 

SUPPLEMENTARY FIGURE 1 Population structure of Malus domestica and Danish, French 

and Romanian Malus sylvestris seedlings 

a) b) 

  

  

 

FIGURE S1 Population structure inferred with STRUCTURE for the Romanian (SYL_RO, 

N=13, one sample could not be genotyped), the French (SYL_FR, N=14), the Danish 

(SYL_DK, N=14) Malus sylvestris seedlings (green, light blue, yellow, orange colors) and the 

cultivated Malus domestica (dark blue) (DOM_NA, N = 14, and, REF_DOM, 40 reference M. 

domestica) for a) K=2 to K=8 and for b) K=9 to K=15. 
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TABLE S1 Genetic diversity estimates for the three Malus sylvestris populations (i.e. 

individuals assigned to the population with a cumulative membership coefficient of >0.9 to the 

clusters detected for a group of seedlings from the same geographic origin, i.e. DK, FR, RO) 

detected with STRUCTURE for K=14 (SYL_RO, N=11, SYL_DK, N=12, SYL_FR, N=11) and 

the cultivated Malus domestica (DOM_NA, N = 14, and, REF_DOM, 40 reference M. 

domestica). *: 0.05<P-value<0.01; **: P-value<0.001 

 

Population Cluster N HO HE FIS 

DOM_NA 
8 clusters 

15 0.737 0.779 0.05 

REF_DOM 40 0.813 0.784 -0.04 

SYL_DK 
1 cluster  

(green) 

12  

(2 DK-FR hybrids removed) 
0.820 0.801 -0.03 

SYL_FR 

2 clusters  

(dark and light 

blue) 

7  

(6 samples removed: 3 crop-wild hybrids,  

and 4 FR-DK wild-wild hybrids) 

0.578 0.646 0.11** 

SYL_RO 

3 clusters 

(orange, red and 

yellow) 

11  

(2 samples removed: 1 crop-wild hybrids,  

and 1 RO-FR wild-wild hybrid) 

0.767 0.784 0.02 

 

N=Number of individuals; HO: observed heterozygosity; HE: expected heterozygosity, FIS, inbreeding coefficient, 

bold values: P-values<0.001, cluster: cluster(s) detected and used to cumulate membership coefficients for K=14 

and sort the crop-to-wild hybrids and wild-wild hybrids, total, N=5 individuals were removed from the initial 

dataset (ID).  

 

TABLE S2 Pairwise FST (lower diagonal) and Jost’s D (upper diagonal) among the three 

populations (i.e., cluster inferred with STRUCTURE including plants with a membership 

coefficient of up to 0.90 for the focal cluster, SYL_RO, N=11, SYL_DK, N=2, SYL_FR, N=7) 

and the cultivated Malus domestica (DOM_NA, N = 8, and, REF_DOM, 40 reference M. 

domestica). All values were significant. 

 

 DOM_NA REF_DOM SYL_DA SYL_FR SYL_RO 

DOM_NA 0.000 0.18 0.70 0.57 0.60 

REF_DOM 0.05 0.000 0.68 0.60 0.52 

SYL_DA 0.22 0.20 0.000 0.22 0.64 

SYL_FR 0.14 0.13 0.08 0.000 0.50 

SYL_RO 0.11 0.09 0.17 0.09 0.000 
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Discussion générale 

Les huiles essentielles, des composés aux effets diversifiés altérant in fine la 

colonisation de la plante hôte par les Hémiptères phloèmophages 

Dans les deux études réalisées, nous avons cherché à évaluer dans quelle mesure les huiles 

essentielles peuvent perturber la colonisation de la plante par les Hémiptères phloèmophages. 

Les étapes de la colonisation étudiées étaient la localisation de la plante et l’acceptation finale 

de la plante (ingestion de sève élaborée), qui peuvent être respectivement perturbées par la 

répulsivité et l’antiappétance-toxicité des huiles essentielles. Pour tester l’hypothèse de la 

répulsivité, les pucerons cendrés du pommier D. plantaginea et les psylles du poirier C. pyri 

étaient exposés par inhalation aux COV d’une huile essentielle par diffusion dans l’air. Pour 

tester l’hypothèse de l’antiappétance liée à l’ingestion des composés constituant une huile 

essentielle, celle-ci a été injectée dans le tronc des arbres pour être présentes dans le système 

vasculaire de la plante. 

Les résultats de notre première étude montrent qu’une huile essentielle d’ail administrée par 

diffusion dans l’air était intrinsèquement répulsive et semblait masquer l’attractivité de la plante 

hôte, bien qu’elle n’ait pas permis d’empêcher sa colonisation. Les COV d’une huile essentielle 

d’ail ont perturbé le comportement alimentaire des deux Hémiptères, principalement dans les 

tissus superficiels des plantes hôtes. Un retard d’accès au phloème a été observé pour les 

pucerons et les psylles, ainsi qu’une durée d’ingestion de sève phloèmienne réduite pour les 

psylles seulement. Les résultats de la seconde étude montrent que l’injection d’une huile 

essentielle de cannelle de Chine, du fait de son caractère antiappétant, a drastiquement réduit le 

pourcentage de pucerons ingérant de la sève phloèmienne ce qui a entrainé leur mort par famine. 

Chez les psylles, l’activité dans le phloème n’a pas été impactée, mais au quatrième jour suivant 

l’injection, le taux de survie des psylles s’est mis à diminuer sur les arbres injectés. Dans ce 

dernier cas ce sont plutôt les propriétés toxiques de l’huile essentielle qui seraient en cause. A 

l’issue de la période de dix jours durant laquelle la survie des pucerons et des psylles a été 

relevée, aucun impact n’a été observé sur la masse, et ce pour les deux espèces d’Hémiptères 

étudiées. 

La perturbation de l’environnement olfactif résulte en une perturbation du comportement 

alimentaire 

Les deux méthodes d’application des huiles essentielles, par diffusion des COV dans l’air ou 

par injection dans le tronc, ont pu modifier l’environnement olfactif des pucerons et des psylles.  

Dans la première étude, les pucerons exposés aux COV d’une huile essentielle d’ail émis par 

des diffuseurs réalisaient un plus grand nombre d’insertion des stylets dans la plante comparés 

aux pucerons non exposés aux volatils. Une telle modification du comportement alimentaire a 

aussi été observée par Dardouri et al. (2021), qui ont montré que l'effet répulsif des deux plantes 

compagnes connues pour leur émission de volatils répulsifs, le souci T. patula L. et le basilic 



183 

 

O. basilicum L., se traduisait par un plus grand nombre d’insertion des stylets pour M. persicae 

sur sa plante hôte, le poivron. Dans cette même étude, ils ont montré que la présence de O. 

basilicum conduisait à une diminution de l’activité totale des stylets dans la plante hôte, un 

retard à l’accès au phloème ainsi qu’une diminution de la durée totale d’ingestion de sève 

phloèmienne. Ces modifications correspondent à celles également observées dans notre étude 

chez les psylles exposés à une huile essentielle d’ail. Baudry et al. (2021) ont montré que 

l’exposition de M. persicae aux volatils de poireau A. porrum, dont la répulsivité est connue, a 

engendré un retard d’accès au phloème et une diminution de la durée d’ingestion de sève 

phloèmienne. Ces perturbations ont été observées chez les psylles exposés à une huile 

essentielle d’ail, ce qui renforce donc notre hypothèse que les COV répulsifs de l’huile 

essentielle d’ail seraient responsables de l’altération du comportement alimentaire des psylles. 

Les deux principaux composés de l'huile essentielle d'ail utilisée dans la première étude de ce 

chapitre, le disulfure de diallyle et le trisulfure de diallyle, sont très probablement responsables 

des propriétés répulsives de l'huile essentielle d'ail comme cela a été démontré pour les Diptères 

et les Coléoptères (Campbell et al., 2011 ; Plata-Rueda et al., 2017). Ce sont donc sûrement ces 

composés qui sont responsables des modifications du comportement alimentaire des pucerons 

et des psylles. 

Dans la seconde étude, pour les Hémiptères soumis aux plantes injectées avec une huile 

essentielle de cannelle et par rapport à ceux sur les plantes contrôles, (1) l’augmentation de la 

durée avant la première insertion des stylets plus importante pour D. plantaginea et C. pyri, (2) 

la diminution de la durée totale d’activité dans le mésophylle pour D. plantaginea et (3) 

l’augmentation du nombre d’insertions des stylets par C. pyri suggèrent une émission de COV 

répulsifs par les plantes injectées. En effet, ces modifications correspondent à celles observées 

dans notre première étude pour les pucerons et psylles exposés aux COV d’une huile essentielle 

d’ail ou de nouveau à ce que Dardouri et al. (2021) ont observé pour M. persicae en présence 

de plantes compagnes. Werrie et al. (2021), avec le même protocole d’injection que celui que 

nous avons utilisé mais appliqué à M. domestica, ont montré que suite à l’injection d’une huile 

essentielle de cannelle de chine C. cassia des quantités plus importantes d'un ensemble de 

sesquiterpènes (caryophyllène, germacrène, ɑ-farnésène, bergamotène et (E,E)-4,8,12-

triméthyltridéca-1,3,7,11-tétraène (TMTT)), ainsi que des monoterpènes (terpinen-4-ol et 

linalool), et le (E)-4,8-diméthyl-nonatriène (DMNT), ont été émis par les pommiers injectés. 

Ces composés sont connus pour leurs effets répulsifs ou toxiques sur plusieurs espèces de 

pucerons (Bruce et al., 2005; Abbassy et al., 2009), ce qui peut expliquer une partie des 

modifications du comportement alimentaire observées ici pour les pucerons et les psylles 

soumis aux plantes injectées. Parce que les impacts de l’injection sur le comportement 

alimentaire ont été observés directement après les 24 heures d’injection passive mais aussi cinq 

jours après l’injection, les composés seraient rapidement transloqués du xylème où ils ont été 

injectés, et dans le même temps présenteraient une persistance importante dans le végétal. La 

translocation des huiles essentielles dans les tissus du pommier et leur diffusion dans l'air 

ambiant sont conditionnées par leurs propriétés physico-chimiques. D’un point de vue 
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histologique, ces composés doivent diffuser à travers les phases aqueuses du mésophylle, les 

membranes des cellules, puis dans les cavités proches des stomates avant de les traverser pour 

être libérés dans l’atmosphère (Werrie et al., 2021). 

L’hypothèse de l’antiappétance des huiles essentielles est validée bien que les effets soient 

contrastés entre les deux espèces d’Hémiptères 

Pour discuter des effets des huiles essentielles sur le comportement alimentaire des Hémiptères 

phloèmophages, nous ferons la distinction entre l’antiappétance (quand le composé est présent 

dans la sève phloèmienne et induit directement une diminution de la quantité de sève ingérée) 

et ce qui est parfois désigné sous le terme de « feeding deterrency » dans la littérature, qu’on 

appellera ici « dissuasion alimentaire » (le composé est présent dans l’environnement olfactif 

des insectes et engendre une diminution de l’ingestion de sève phloèmienne mais en impactant 

l’activité des stylets dans les tissus périphériques de la plante). 

Comme cela a été précédemment détaillé, il est fortement probable que la répulsivité des COV 

d’une huile essentielle d’ail ait induit une diminution de l’ingestion de sève phloèmienne pour 

les psylles, due à un retard d’accès au phloème. Cet effet correspond à de la dissuasion 

alimentaire. Bien que les volatils exogènes puissent pénétrer la cuticule et l'épiderme des 

plantes, et passer dans les tissus plus profonds (Dancewicz et al., 2016), dans notre cas rien ne 

suggère que les volatils aient atteint le phloème. Dans la seconde étude, cependant, la plus faible 

proportion de pucerons ingérant de la sève phloèmienne suggère une translocation des 

composés de l’huile essentielle du xylème où ils ont été injectés, au phloème. Le 

cinnamaldéhyde, le composé majoritaire de l’huile essentielle de C. cassia utilisée dans notre 

étude (~80% de la composition de l’huile essentielle) a été décrit pour ses effets antiappétants 

sur deux espèces de Lépidoptères (Huang & Ho, 1998) : ainsi la modification du comportement 

alimentaire des pucerons dans le tissu phloèmien est très probablement imputable à la présence 

de ce composé dans la sève phloèmienne. 

Les deux modèles d’insectes étudiés ici, pucerons et psylles, n’ont pas eu la même sensibilité 

aux deux modes d’exposition. Les pucerons ont été plus sensibles à l’injection de l’huile 

essentielle dans le tronc : la diffusion des COV a abouti à une réduction de 25% de la durée 

totale d’ingestion de sève phloèmienne et à une réduction de 10% de l’effectif de pucerons 

réalisant cette phase, comparées à une réduction de 45% de la durée d’alimentation et de 40% 

de l’effectif des pucerons dans le cas de l’injection. Les psylles quant à eux ont été plus sensibles 

à la diffusion des COV d’huile essentielle : cette méthode a engendré 50% de réduction de la 

durée d’ingestion comparés à 5 % dans le cas de l’injection. Bien que le processus de sélection 

de la plante hôte semble assez commun aux pucerons et psylles, les étapes précédant l’insertion 

des stylets dans la plante semblent revêtir plus d’importance dans le succès de colonisation de 

la plante chez les psylles. En effet, bien que les stylets des psylles soient théoriquement capables 

d'atteindre n'importe quel type de cellule dans la plante à partir de n'importe quel site d'entrée 

sur la surface de la feuille, Ullman & McLean (1988b) ont révélé que l'insertion des stylets au-

dessus d’un faisceau vasculaire entraîne une augmentation significative de la probabilité 
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d'alimentation. Ainsi, lors de la diffusion d’huile essentielle d’ail, la perturbation des premières 

étapes de la colonisation de la plante a pu engendrer une diminution de la prise de sève 

phloèmienne chez C. pyri en modifiant son activité à la surface de la feuille. 

Hypothèse d’une activation de la défense des plantes selon les deux modes d’utilisation des 

huiles essentielles 

Les deux modes d’application des huiles essentielles testés dans nos travaux sont susceptibles 

d’avoir des effets indirects sur le comportement alimentaire des Hémiptères ravageurs 

phloèmophages via l’induction des défenses de la plante hôte. Cette induction pourrait être un 

autre mécanisme pouvant expliquer ou contribuer aux effets des huiles essentielles sur le 

comportement alimentaire des pucerons et des psylles. En effet, Moreno-Delafuente et al. 

(2020) ont montré que sur les plants de melon C. melo traités avec un analogue d’acide 

salicylique inducteur de la résistance systémique des plantes, le comportement alimentaire d’A. 

gossypii était modifié. Sur les plantes dont la résistance systémique était induite, l’activité 

globale des stylets des pucerons dans la plante était réduite, l’accès au phloème était retardé et 

la durée d’ingestion de sève phloèmienne était réduite. Ces trois modifications correspondent 

justement à celles observées dans notre première étude pour les psylles exposés au COV d’une 

huile essentielle d’ail et dans notre seconde étude pour les pucerons soumis aux pommiers dans 

lesquels une huile essentielle de cannelle avait été injectée.  

Les COV de plantes soumises à des attaques de phytophages sont capables d’induire la défense 

de plantes voisines (Karban et al., 2014; Ninkovic et al., 2019). Néanmoins, même sans 

dommages particuliers, il s’avère que les COV d’une espèce de plante donnée peuvent aussi 

engendrer l’induction de défenses d’une autre espèce de plante. L’induction des défense d’une 

plante par les COV d’une plante d’une autre espèce consiste notamment en une augmentation 

de l’émission de COV répulsifs (Dahlin et al., 2015; Tolosa et al., 2019). Ainsi, il est possible 

que les COV d’une huile essentielle d’ail aient pu déclencher l’activation des mécanismes de 

défense des plants de pommiers et de poiriers et ainsi participer à la modification du 

comportement alimentaire des pucerons et des psylles. Werrie et al. (2022) ont montré, en 

utilisant la qRT-PCR sur les gènes impliqués dans les principales voies de défense du pommier, 

que l’injection d’une huile essentielle de C. cassia induisait une augmentation de l'expression 

de ces gènes après l’injection de façon similaire à celle d’un produit stimulateur de défense 

naturel Bion®, inducteur de résistance systémique acquise. De plus, une expression prolongée 

des gènes impliqués dans la modification pariétale ainsi que dans la synthèse des protéines de 

défense vis-à-vis des pathogènes et des phénylpropanoïdes a été observée. Les métabolites de 

la voie des phénylpropanoïdes, les acides hydroxycinnamiques, en particulier l'acide 4-

caféoylquinique (4-CQA) et l'acide 4-p-coumaroylquinique (4-pCoQA), ont été identifiés 

comme les principaux acteurs de la résistance des cultivars de pommiers vis-à-vis de D. 

plantaginea (Berrueta et al., 2018). Ceci peut en partie expliquer la forte perturbation du 

comportement alimentaire de D. plantaginea observée dans notre étude suite à l’injection d’une 

huile essentielle de cannelle. Les effets de l’injection d’huile essentielle sur les défenses du 
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poirier P. communis n’ont à notre connaissance pas encore été étudiés. Dans notre étude, seuls 

les paramètres en lien avec l’activité des stylets de C. pyri dans les tissus superficiels ont été 

impactés par l’injection. Comme nous l’avons vu dans la première section de cette discussion, 

ceci suggère éventuellement une modification du profil des volatils émis en lien avec 

l’induction des défenses de la plante. Contrairement à ce qui est observé pour les pucerons, 

l’absence d’effet au niveau de la phase phloèmienne suggère un effet limité de l’injection 

d’huile essentielle de C. cassia sur les défenses induites du poirier P. communis. 

Conséquences agronomiques de l’utilisation des huiles essentielles 

D’un point de vue agronomique, notre étude sur l’effet d’une huile essentielle d’ail émis par 

diffusion ne semble pas montrer de réelle capacité de cette méthode à protéger les plantes des 

pucerons et des psylles. En effet, bien que cette huile essentielle se soit avérée répulsive, les 

Hémiptères ont tout de même choisi les plantes qui étaient associées aux diffuseurs d’huiles 

essentielles. Chez les pucerons, la diminution de la durée d’ingestion de sève phloèmienne était 

relativement faible pour les individus exposés aux COV de l’huile par rapport aux pucerons 

non exposés (environ 25%). Cette diminution était plus importante pour les psylles : 

l’exposition aux COV a entrainé une réduction d’environ 50% de la durée d’ingestion de sève 

phloèmienne par rapport aux psylles non exposés. Une diminution de l'ingestion de sève 

phloémienne est souvent liée à une diminution de la survie et/ou de la fécondité (Chesnais et 

al., 2019). Cependant, l’effet contraire peut également être observé : par exemple, Baudry et al. 

(2021) ont montré que la présence de volatils de poireau A. porrum, tout en altérant le 

comportement de prise de sève phloèmienne, pouvait augmenter la fécondité, la survie et la 

biomasse de M. persicae. Cet effet probiotique a aussi été mis en évidence chez des bombyx du 

mûrier Bombyx mori (Bombycidae) L. : suite à une exposition à des COV d’ail pendant leur 

développement larvaire, les femelles une fois adultes ont vu leur fécondité et l'éclosion de leurs 

œufs augmentées (Bharti et al., 2013). 

Le manque d’effet drastique des COV d’une huile essentielle d’ail sur la localisation de la plante 

et le comportement alimentaire des deux Hémiptères étudiés ici peut être potentiellement dû à 

l’utilisation d’une dose trop faible d’huile essentielle. Des expériences préliminaires ont été 

réalisées en amont de l’étude de la répulsivité de l’huile essentielle d’ail pour déterminer la dose 

avec laquelle travailler. Les doses par diffuseur testées étaient de 0,5 ; 1 ; 5 ; 25 et 50 mg d'huile 

essentielle diluées dans de l’éthanol. Dans ces expériences préliminaires nous avons utilisé le 

set-up de test de choix (utilisé dans l’article n°1 de ce manuscrit de thèse), avec de part et d’autre 

du pont en plastique un diffuseur contenant de l’huile essentielle d’ail vs. un diffuseur contenant 

de l’éthanol. Cependant une limite haute a été trouvée à partir de laquelle la pièce était 

probablement saturée en COV car nous n’observions alors plus de répulsivité de l’huile 

essentielle d’ail. Ainsi, les contraintes liées au set-up expérimental utilisé ont peut-être empêché 

l’identification de la concentration en huile essentielle minimale requise pour empêcher la 

localisation de l’hôte quand deux pommiers (un associé à l’huile essentielle et l’autre non) 

étaient présentés aux pucerons et aux psylles lors des tests de choix (modalité D). L’huile 
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essentielle d’ail étant aussi connue pour son activité antimicrobienne, notamment envers les 

champignons phytopathogènes (Chen et al., 2018) et antibactérienne (Saravanan et al., 2010), 

son utilisation pourrait donc permettre de cibler aussi bien des pathogènes que des ravageurs en 

fonction des pressions en bioagresseurs ou du cycle de développement de la plante. 

L’injection d’huile essentielle directement dans la plante hôte semble être la méthode la plus 

efficace pour protéger les vergers de D. plantaginea et C. pyri.  En effet, bien que l’attractivité 

de la plante injectée n’ait pas été testée, il est probable que la modification des COV émis la 

limite. De plus, les effets drastiques sur l’alimentation des pucerons cendrés du pommier D. 

plantaginea et la mortalité rapide obtenue chez ce puceron et le psylle du poirier C. pyri soumis 

aux plantes traitées devraient contribuer à limiter les dommages qu’ils induisent sur leurs 

plantes hôtes. L’injection de pesticides de synthèse dans les pommiers et les poiriers s’est déjà 

avérée efficace dans le contrôle de D. plantaginea (VanWoerkom et al., 2014) et de C. pyri 

(Ardestanirostami et al., 2016; Wheeler et al., 2020), il semble donc approprié de continuer à 

développer cette méthode de protection des vergers mais en ayant cette fois plutôt recours à des 

biopesticides tels que des huiles essentielles. 

 

 

Les Surfactines, les lipopeptides avec la plus forte activité aphicide mais aux 

effets sublétaux contrastés 

Nos travaux conduits sur les lipopeptides bactériens visaient à comparer les activités 

insecticides des trois familles de lipopeptides extraits de Bacillus sp., les Surfactines, les 

Iturines et les Plipastatines, et tester l’existence de leur éventuel effet synergique. Au-delà des 

effets insecticides, les études conduites visaient à identifier les effets sublétaux des lipopeptides 

sur les pucerons et leurs parasitoïdes. 

Les Surfactines ont montré un effet aphicide à toutes les concentrations testées, tandis que les 

Plipastatines n’étaient létales qu’aux plus fortes concentrations testées ; aucun effet synergique 

n’a été observé. Les effets sublétaux des lipopeptides sur la locomotion des pucerons étaient 

contrastés en fonction des familles de lipopeptides testés, mais aussi en fonction des stades des 

pucerons qui étaient exposés. Enfin, les pucerons D. plantaginea ayant survécu à l’exposition 

aux Surfactines avaient une durée d’ingestion de sève plus importante que les pucerons non 

exposés, tandis que l’inverse était observé pour les pucerons A. fabae. Enfin, le comportement 

de sélection de l’hôte par les femelles parasitoïdes A. matricariae n’a pas été impacté par 

l’exposition des pucerons hôtes aux Surfactines. 

Des effets aphicides contrastés des familles de lipopeptides sans effets synergiques 

Les différences d’activité aphicide mesurées dans notre travail entre les familles de lipopeptides 

sont à l’image des autres activités des lipopeptides, comme les activités antifongiques et 

antibactériennes pour lesquelles les efficacités des différentes familles divergent (Ongena et al., 
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2007). Les différences d’efficacité antifongique semblent être liées à la façon dont les 

lipopeptides interagissent avec les membranes cellulaires (Ongena et al., 2007). Aucun effet 

synergique n’a été mis en avant concernant l’activité insecticide des lipopeptides contrairement 

à l’effet antifongique (Desmyttere et al., 2019). Cet effet synergique d’activité fongicide 

viendrait du fait que les lipopeptides tels que les Surfactines et les Iturines interagissent en 

formant des micelles mixtes, qui agissent plus efficacement que les micelles simples sur les 

membranes biologiques (Maget-Dana et al., 1992). L’effet aphicide des Surfactines par contact 

topique est probablement dû à leur capacité à interagir avec la cuticule (M. Rodríguez et al., 

2018); il est donc probable que ces micelles mixtes aient une capacité d’interaction plus faible 

avec les cuticules des pucerons que lorsque les Surfactines sont appliquées seules. 

Concernant la comparaison de l’effet aphicide des Surfactines sur D. plantaginea, un puceron 

spécialiste des pommiers, et A. fabae, un puceron généraliste, il est étonnant de constater que 

la mortalité était plus importante pour A. fabae. Suite à l’application topique de Surfactines à la 

concentration de 1g/L, la mortalité des pucerons A. fabae adultes était de ~32% et celle des 

pucerons D. plantaginea de ~25%. A 2,5 g/L la mortalité des pucerons A. fabae adultes était de 

~57% et celle des pucerons D. plantaginea de ~40%. De plus, la dynamique de mortalité 

semblait assez différente entre les deux espèces de pucerons, car la mortalité d’A. fabae semblait 

surtout survenir dans les 24h suivant l’exposition, tandis que pour D. plantaginea la mortalité 

se produisait majoritairement dans la première heure suivant l’exposition. Ces résultats sont 

surprenants dans la mesure où les insectes généralistes sont considérés comme plus résistants 

aux pesticides que les spécialistes. Ceci serait lié au fait que ces derniers sont confrontés à une 

diversité de composés de défense plus réduite, ce qui limite la diversité des mécanismes de 

résistance aux pesticides (Alyokhin & Chen, 2017). Dans notre cas, il est probable que cette 

différence s’explique par le fait que c’est un clone qui a été utilisé pour A. fabae tandis que 

c’était une population pour D. plantaginea ; dans ce dernier cas, la diversité génétique pourrait 

favoriser un niveau de résistance plus important à l’échelle de la population. Enfin, dans la 

mesure où la tolérance aux pesticides semble corrélée à la taille/masse des organismes ciblés 

(Robertson et al., 1981; Savin et al., 1982), la différence de mortalité pourrait donc être 

également attribuable aux différences de masse entre les pucerons. Dans ce cas on s’attendrait 

à ce que les pucerons A. fabae aient une masse plus faible que ceux de l’espèce D. plantaginea 

ce qui expliquerait leur plus grande sensibilité. Cependant on observe exactement l’inverse : les 

adultes pèsent environ 560 μg chez D. plantaginea (Denoirjean et al., 2021) contre environ 710 

µg chez A. fabae (Banks & Macaulay, 1964). Bien que ces résultats soient contraires à notre 

première hypothèse, Robertson (1982) et Reissig et al. (1986) ont montré que chez deux espèces 

de tordeuses, Choristoneura occidentalis et Choristoneura rosaceana, la sensibilité aux 

insecticides augmentait avec la masse des individus traités. Les résultats que nous avons 

obtenus correspondent à ce cas de figure : la masse plus importante d’A. fabae par rapport à 

celle de D. plantaginea pourrait donc expliquer sa plus grande sensibilité aux Surfactines. 
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Des effets sublétaux contrastés sur le comportement locomoteur des pucerons 

Les effets sublétaux des lipopeptides sur le comportement locomoteur des pucerons ont conduit 

soit à une inhibition (dispersion réduite suite à l’exposition au mélange ternaire dans la première 

étude et taux de larves inactives plus important suite à l’exposition aux Surfactines sur les larves 

dans la seconde étude) soit à une augmentation (vitesse et dispersion accrues suite à l’exposition 

aux Iturines pour la première étude et aux Surfactines pour les adultes dans la seconde). Ces 

effets sont considérés comme des symptômes d’une intoxication, survenant avant la mort de 

l’individu (Gómez-Guzmán et al., 2017). Dans la première étude, il est donc étonnant 

d’observer ces modifications pour les Iturines, pour lesquelles aucun effet insecticide n’a été 

détecté, et de ne voir aucun effet sublétal des Surfactines sur le comportement locomoteur de 

D. plantaginea. Dans la seconde étude, les différences observées entre larves et adultes 

pourraient s’expliquer par le fait que les deux stades ne présentent pas la même sensibilité vis-

à-vis des Surfactines. Chez les rats, certains agents neurotoxiques comme les solvants sont 

connus pour induire une hyperactivité à faible dose et une hypoactivité à dose plus élevée 

(Frantík & Horváth, 1992). La diminution de l’activité locomotrice chez les larves et son 

augmentation chez les adultes suite à l’exposition aux Surfactines reflètent donc la plus grande 

sensibilité des larves, ce qui est confirmé par les taux de mortalité plus importants pour ce stade 

comparé aux adultes à une même concentration de lipopeptides. 

… et également sur leur comportement alimentaire 

Seules les Surfactines semblent avoir des effets sublétaux sur le comportement alimentaire des 

pucerons, qui se sont avérés radicalement différents entre les deux espèces de pucerons. Pour 

D. plantaginea, comparés aux contrôles, les pucerons survivants à l’exposition aux Surfactines 

ont ingéré de la sève phloèmienne pendant une durée plus importante. Pour A. fabae, comparés 

aux contrôles, les pucerons survivants avaient une durée d’ingestion de sève phloèmienne 

réduite, et une durée d’ingestion de sève xylémienne et de déraillement des stylets plus 

importantes. Des insecticides de synthèse tels que le chlordiméforme peuvent aussi produire 

des effets opposés (réduction de l’alimentation ou hyperphagie) chez différentes espèces. 

L’application de ce pesticide à des doses sublétales peut par exemple entrainer une réduction 

de l’activité alimentaire des blattes (Beeman & Matsumura, 1978), des insectes piqueurs-

suceurs (pucerons, cicadelles et sauterelles) (Hirata & Sogawa, 1976) ou encore de larves de 

Lépidoptères (Watanabe & Fukami, 1977). Cependant, des applications sublétales de ce même 

pesticide ont entrainé une augmentation de la consommation d’eau sucrée chez des femelles 

parasitoïdes adultes (O’Brien et al., 1985) et des Diptères (Long & Murdock, 1983). Il est 

probable que ceci soit lié à la dose à laquelle les organismes sont exposés : sur un tout autre 

modèle, le rat de laboratoire Rattus norvegicus (Muridae) Berkenhout, à faible dose le 

chlordiméforme stimule l’alimentation des rats tandis qu’à des doses sublétales plus élevées, il 

provoque une diminution de l'alimentation (Pfister et al., 1978). Ces effets contrastés d’un 

même pesticide sur le comportement alimentaire des organismes traités ont donc été observés 

soit sur des taxons d’insectes différents, soit sur un même organisme mais qui est un 
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mammifère. Nous avons donc mis en évidence les effets antagonistes d’un même pesticide sur 

un même modèle d’organisme, les pucerons phloèmophages. De la même manière que pour la 

tolérance aux effets létaux des Surfactines, nous nous étions attendus à ce que les effets des 

Surfactines sur le comportement alimentaire soient plus délétères pour le puceron spécialiste 

D. plantaginea comparés à ceux observés pour le puceron généraliste A. fabae. Or nous avons 

observé exactement l’inverse : suite à l’exposition aux Surfactines, la durée d’ingestion de sève 

était augmentée pour D. plantaginea et réduite pour A. fabae. Ce résultat peut être le reflet de la 

plus grande sensibilité d’A. fabae aux Surfactines, discutée dans le précédent paragraphe. Dans 

les études qui ont été menées dans ce chapitre, les pucerons ont été exposés à des concentrations 

létales (CL) différentes (CL 30 pour A. fabae et CL 40 pour D. plantaginea). Une augmentation 

de la DL de 10 points peut induire des effets drastiques sur d’autres paramètres, comme par 

exemple une diminution du nombre moyen d’œufs chez Spodoptera frugiperda (Cruz et al., 

2016). Les Surfactines doivent donc avoir des mécanismes létaux et sublétaux différenciés entre 

ces deux espèces de pucerons, encore non décrits dans la littérature. 

Mais pas d’effets sublétaux sur le comportement de sélection des pucerons hôtes par les 

femelles parasitoïdes 

Comme cela a été renseigné dans la discussion du second article de ce chapitre, à notre 

connaissance, les quelques études portant sur l'effet de l'exposition des hôtes aux insecticides 

ont révélé des effets contrastés sur le comportement de sélection des hôtes par les femelles 

parasitoïdes. Alors que l'exposition des hôtes aux pesticides peut réduire le taux d'attaque des 

parasitoïdes (Umoru & Powell, 2002), nos résultats sont en accord avec les études mettant en 

évidence une absence de discrimination en termes de comportement de ponte des parasitoïdes 

entre les hôtes exposés et non exposés (Irving & Wyatt, 1973; De Zutter et al., 2016). Dans la 

mesure où les larves de parasitoïdes dépendent de la capacité de leur mère à évaluer avec 

précision la qualité des hôtes pour le développement de la progéniture, on pourrait supposer 

que l’absence de discrimination entre les deux types d’hôtes (exposés et non exposés aux 

Surfactines) signifie que la performance des descendants des femelles sera équivalente quel que 

soit leur hôte. Cependant, dans les faits il est difficile de prédire, à partir de la préférence des 

femelles, la performance de leur descendance. En effet, plusieurs études montrent que quand 

des parasitoïdes généralistes comme A. matricariae ont le choix entre plusieurs hôtes, les 

femelles parasitoïdes peuvent préférer les hôtes pourtant les moins favorables au 

développement larvaire (par exemple, un taux de momification et d’émergence plus faibles) et 

minimisant la performance de leurs descendants (Henry et al., 2005; Chesnais et al., 2015). 

Dans l’étude de Henry et al. (2005), les femelles d’A. matricariae ont préféré déposer leurs 

œufs dans des pucerons de stades plus tardifs, ce qui a abouti à une absence de mâles et un sex-

ratio complètement biaisé en faveur des femelles dans la descendance. Bien qu’un sex-ratio 

biaisé en faveur des femelles soit considéré comme bénéfique pour leur activité de régulation 

des ravageurs (Delpuech & Meyet, 2003), la présence d’un seul sexe limitera à terme la 

population de parasitoïdes et donc sa capacité de régulation naturelle. 
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Au-delà des effets indirects des lipopeptides sur les parasitoïdes via les pucerons, dans un 

contexte où les Surfactines seraient vaporisées sur les colonies de pucerons pour leur contrôle, 

les parasitoïdes pourraient être directement et non intentionnellement exposés aux lipopeptides, 

notamment au stade momie. L’exposition des momies de parasitoïdes aux pesticides peut 

entrainer la mortalité des nymphes et donc une réduction du taux d’émergence des parasitoïdes 

(Torres et al., 2003; Sabahi et al., 2011). Le traitement des momies peut aussi impacter des 

paramètres démographiques tels que le taux d’accroissement intrinsèque, le taux de 

reproduction brut, ou encore le temps de génération moyen (Mardani et al., 2016). Dans les 

différentes études citées, en fonction des concentrations ou des molécules utilisées, l’exposition 

des momies pouvait aussi n’avoir aucun impact sur la survie des individus ou leurs traits 

d’histoire de vie. De plus, les parasitoïdes sont parfois plus résistants au stade de momie qu’au 

stade adulte (Desneux et al., 2006; Vogt & Weigel, 1999). Ainsi, sans évaluer les effets de 

l’exposition des parasitoïdes aux stades momie et adulte, il est impossible de prédire les effets 

directs des Surfactines sur les parasitoïdes de pucerons et conséquemment, leur capacité de 

régulation naturelle. 

L’efficacité aphicide semble malgré tout trop faible pour une applicabilité en vergers 

Les lipopeptides pourraient donc être utilisés pour une protection globale des vergers vis-à-vis 

des pathogènes et des ravageurs, d’autant plus que les Surfactines sont inclues dans la majorité 

des mélanges antifongiques disponibles sur le marché (Denoirjean et al., 2022). Cependant, les 

doses pour lesquelles nous avons trouvé un effet aphicide sont très supérieures à celle utilisée 

pour les effets fongicides. Par exemple, en laboratoire, la CI50 (concentration de la substance 

à laquelle 50% du développement fongique est inhibé) pour l’agent de la tavelure est d’environ 

4 mg/L pour les Surfactines envers une souche sensible, et de moins de 2 mg/L pour un mélange 

Surfactines/Plipastatines envers une souche résistante (Desmyttere et al., 2019). La 

concentration en Surfactines la plus faible testée dans notre étude était de 0,5 g/L. Yun et al. 

(2013) ont quant à eux obtenu une CL50 proche de 20 mg/L pour des Surfactines déposées en 

contact topique sur des larves de M. persicae, et Yang et al. (2017) ont quant à eux obtenu des 

CL50 allant de 20 à 55 mg/L pour trois différents isomères de Surfactines, là aussi vis-à-vis de 

larves de M. persicae. Bien que ces dernières concentrations soient plus faibles, elles restent 

largement supérieures à celle appliquée in vitro pour lutter contre les phytopathogènes 

fongiques. Comme cela a été évoqué plus haut, la CI50 pour l’agent de la tavelure est d’environ 

4 mg/L pour les Surfactines envers une souche sensible, et de moins de 2 mg/L pour un mélange 

Surfactines/Plipastatines envers une souche résistante (Desmyttere et al., 2019). Dans le cas 

d’une utilisation d’un mélange ternaire des trois familles de lipopeptides, cette IC50 est de 0,043 

mg/L pour la souche sensible. Les concentrations utilisées dans nos études sont au moins 125 

fois plus élevées que celles utilisées dans l’étude des effets antifongiques des lipopeptides, ce 

qui révèle la faible efficacité de l’activité aphicide des lipopeptides comparés à leurs autres 

activités biocides. 
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Enfin, l’éventualité de l’utilisation des lipopeptides en vergers nécessite d’acquérir des 

connaissances sur leurs possibles effets non-intentionnels sur les organismes non-cibles. Les 

Surfactines par exemple peuvent être létales pour des insectes appartenant à différents taxons 

tels que les Lépidoptères (Guo et al., 2015), les Diptères (moustiques (Geetha et al., 2012), 

drospophiles (Assié et al., 2002)) et les Hémiptères (pucerons (Guo et al., 2015; Yang et al., 

2017; Yun et al., 2013)). Les effets létaux des lipopeptides sont obsevés par ingestion (Ben 

Khedher et al., 2017, 2015; Ghribi et al., 2012) ou par contact topique (Rodríguez et al., 2018), 

respectivement en induisant des dommages sur les tissus de l'intestin et en interagissant avec la 

cuticule. Leur mode d’action peu spécifique reposant sur l’interaction avec les membranes 

biologiques et la diversité des taxons vis-à-vis desquels ces molécules sont létales peuvent 

favoriser les effets non-intentionnels des lipopeptides et donc constituer des freins à leur 

utilisation en vergers. 

 

 

La perturbation du comportement alimentaire de D. plantaginea par les 

pommiers est essentiellement basée sur des facteurs de résistance présents dans 

le phloème, mais a peu de conséquence sur la performance  

Dans ce chapitre, nous avons cherché à étudier les effets de la résistance des pommiers sur la 

préférence et la performance de D. plantaginea en s’intéressant au pommier domestique M. 

domestica (comparaison de variétés) et à l’espèce sauvage M. sylvestris, contributrice de la 

domestication du pommier (comparaison de populations). Nous avons cherché plus 

particulièrement à mettre en lien, dans la première étude, le comportement alimentaire des 

pucerons et la performance des parasitoïdes pour évaluer les effets bottom-up potentiels des 

variétés de pommiers domestiques sur le troisième niveau trophique. Dans la seconde étude, 

l’objectif était de rechercher un éventuel lien entre la structure génétique des pommiers 

sauvages et le comportement alimentaire des pucerons. 

Dans la première étude, les pucerons soumis aux variétés Ariane et Greensleeves de M. 

domestica avaient un comportement alimentaire réduit en terme de durée d’activité dans le 

phloème comparés aux pucerons soumis à la variété Gala. Les pucerons sur la variété 

Greensleeves avaient une masse réduite pour les larves, un taux et une masse de lipides plus 

élevés chez les adultes, et un taux d’eau plus faible chez les deux stades. Les parasitoïdes qui 

s’étaient développés dans les pucerons soumis aux variétés Ariane et Greensleeves avaient une 

durée de développement plus longue que les parasitoïdes qui avaient pour hôtes les pucerons 

élevés sur la variété Gala.  

Dans la seconde étude, les pucerons soumis aux pommiers qui étaient proches génétiquement 

semblaient avoir le même comportement alimentaire. Pour les pucerons soumis aux populations 

danoise et française de M. sylvestris, l’activité des stylets dans le phloème était réduite 

comparée à celle des pucerons soumis à la population roumaine de M. sylvestris et à M. 

domestica. Aucune différence de fécondité ou de survie des pucerons n’a été observée, mais les 
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pucerons soumis à la population danoise de M. sylvestris avaient une masse plus faible que celle 

des pucerons soumis à M. domestica. 

Les effets des pommiers sur le comportement alimentaire de D. plantaginea semblent 

essentiellement liés à des facteurs de résistance dans le phloème 

Dans les deux études, la principale modification du comportement alimentaire observée était 

relative à l’activité des stylets dans le phloème. Marchetti et al. (2009) ont montré que pour les 

pucerons soumis à une variété possédant une forte résistance à D. plantaginea (Florina), 

comparés aux pucerons sur une variété sensible : (1) la durée de l’activité globale des stylets 

dans la plante était réduite (2) celle du déraillement des stylets était augmentée et (3) aucun des 

pucerons n’avait ingéré de la sève phloèmienne. Comme cela a été évoqué dans la discussion 

de l’article de Marchetti et al. (2009), cette absence d’ingestion de sève phloèmienne est très 

probablement due à la présence de métabolites secondaires dans le phloème. Les acides 

hydroxycinnamiques, notamment l'acide 4-caffeoylquinique (4-CQA) et l'acide 4-p-

coumaroylquinique (4-pCoQA), ont été identifiés comme les principaux composés 

responsables de la résistance aux pucerons cendrés. En effet, l'isomérisation 5-CQA → 4-CQA 

est favorisée chez les cultivars résistants, alors que l'isomérisation 5-pCoQA → 4-pCoQA est 

favorisée chez les cultivars sensibles (Berrueta et al., 2018). Les mécanismes biochimiques 

aboutissant à une plus grande accumulation de 4-CQA pourraient donc être responsables de la 

diminution d’ingestion de sève phloèmienne observée dans nos études. D’autres composés 

secondaires comme les flavonoïdes peuvent aussi être responsables de cette modification de 

comportement alimentaire. En effet, ces molécules sont connues pour leurs effets antiappétants 

sur les pucerons (Dreyer & Jones, 1981) et peuvent expliquer la résistance observée pour les 

cultivars d’autres cultures (Lattanzio et al., 2000). Chez le pommier, des flavonoïdes tels que 

les phlorétines ou les phloridzines sont présents dans la peau et la chair des fruits (Tsao et al., 

2003), mais ne semblant pas être présents dans le phloème, ils n’ont pas d’effet sur le 

comportement alimentaire de pucerons comme A. pomi (Montgomery & Arn, 1974). Ainsi, de 

plus amples recherches sur les composés présents dans la sève phloèmienne des pommiers 

pourraient donc permettre d’identifier les molécules antiappétantes potentiellement 

responsables de l’altération du comportement alimentaire de D. plantaginea observée dans nos 

études. 

Dans les travaux effectués dans ce chapitre, nous n’avons pas mesuré de résistance comparable 

à celle du cultivar Florina au niveau de l’impact sur le comportement alimentaire, pour lequel 

une absence totale d’ingestion de sève phloèmienne des pucerons cendrés du pommier D. 

plantaginea était observée (Marchetti et al., 2009). Notre résultat s’en rapprochant le plus serait 

celui obtenu dans notre première étude, où seulement 7,70 % des pucerons soumis à la variété 

Ariane ont réalisé une ingestion soutenue de sève phloèmienne. 
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La modification du comportement alimentaire a cependant peu de conséquences sur la 

performance ou les traits d’histoire de vie des pucerons 

Dans nos deux études, la performance des pucerons était impactée par les différents niveaux de 

résistance de leur hôte, et ceci est probablement la conséquence de la modification du 

comportement alimentaire détaillée dans le précédent paragraphe. En effet, la réduction de la 

phase phloèmienne peut entraîner une réduction de la fécondité, de la durée de vie ainsi que de 

la taille de pucerons de différentes espèces telles que A. pisum, Melanaphis sacchari 

(Aphididae) Zehntner et M. euphorbiae (Lu et al., 2016; Tetreault et al., 2019; Wang et al., 

2020; Bertasello et al., 2021). Tous ces impacts peuvent se répercuter sur la croissance des 

populations (Nachappa et al., 2016). Cependant, les répercussions observées au niveau de la 

performance dans nos études étaient assez faibles par rapport à ce que nous avions anticipé : les 

pucerons dont l’activité des stylets était diminuée dans le phloème ont vu leur masse réduite, 

mais les autres traits d’histoire de vie étudiés (survie et fécondité dans la première étude, durée 

de développement dans la seconde) n’ont pas été significativement impactés. Cependant, dans 

les études décrivant des effets de la réduction de l’alimentation sur les traits d’histoire de vie 

des pucerons, les diminutions de l’activité phloèmienne étaient beaucoup plus drastiques que 

ce que nous avons observé dans les nôtres (Lu et al., 2016; Tetreault et al., 2019; Bertasello et 

al., 2021). Par exemple, entre des pucerons A. pisum soumis à V. fabae qui s’alimentaient 

pendant 2h30 et ceux sur trois hôtes génétiquement proches de V. faba qui montraient une quasi 

absence d’ingestion, une diminution du taux net de reproduction de 40 à 80 % et un allongement 

de la durée de la période larvaire de 13 à 26% étaient observés (Lu et al., 2016). Ainsi la 

diminution de la durée d’ingestion de sève phloèmienne enregistrée dans notre seconde étude 

pour les pucerons soumis à la population danoise de M. sylvestris (durée divisée par trois par 

rapport à celle des pucerons sur la référence M. domestica sensible) était probablement trop 

faible pour avoir des répercussions importantes sur la performance des pucerons, notamment 

en terme de fécondité. Dans le cas de notre première étude cependant, l’ordre de grandeur de la 

durée d’alimentation des pucerons D. plantaginea soumis à la variété Ariane, à savoir moins de 

dix minutes, était très inférieur à celui de la durée d’ingestion de sève phloèmienne observée 

chez les pucerons soumis aux deux autres variétés de M. domestica, Gala et Greensleeves 

(environ une heure d’ingestion de sève phloèmienne). Dans ce contexte, et au regard des travaux 

cités plus haut, on aurait pu s’attendre à observer des différences importantes de masse et/ou de 

durée de développement entre les pucerons élevés sur Ariane et ceux élevés sur Gala ou 

Greensleeves. Cependant, dans leur étude, Bogaert et al. (2020) n’ont pas trouvé de corrélation 

entre la durée de l'ingestion de sève phloèmienne et la masse des pucerons. En effet, une 

réduction significative de biomasse était visible pour les pucerons soumis à des mutants 

d’Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) L. Heynh. comparés aux pucerons soumis aux plantes 

non mutées malgré l’absence de différence statistique dans la phase d'ingestion de la sève 

phloèmienne. Ceci suggère que la qualité nutritionnelle de la sève du phloème peut contribuer 

davantage à la biomasse des pucerons que le volume de sève ingéré. 
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Les effets observés sur la performance de D. plantaginea sur M. domestica et M. sylvestris ne 

sont pas aussi drastiques que ceux observés sur la variété Florina. Les études ayant porté sur le 

développement des colonies de D. plantaginea sur la variété Florina ont montré qu’en verger 

l’abondance de pucerons était plus faible comparée à celle de pucerons sur des variétés sensibles 

comme Gala (Miñarro & Dapena, 2007), ce qui suppose que les traits d’histoire de vie des 

pucerons sont négativement impactés par la variété Florina. En effet, sur la variété Florina et 

par rapport à des cultivars plus sensibles, les pucerons ont un cycle de développement prolongé, 

et les fondatrices ont une fécondité fortement réduite (Arnaoudov & Kutinkova, 2006). Dans 

notre cas, les effets observés se limitaient à une diminution de la masse des pucerons, 

probablement corrélée avec la réduction d’ingestion de sève phloèmienne.  

Dans une perspective d’utilisation de variétés résistantes de pommiers en verger, il peut être 

important de prendre en compte le fait que des variétés à la résistance/sensibilité contrastée 

soient présentes dans un même agroécosystème et puissent moduler les dynamiques 

d’infestation comparé aux études de laboratoire où différents cultivars sont étudiés séparément. 

En effet, Alhmedi et al. (2022), en étudiant les 13 cultivars de pommiers dans un verger unique 

et homogène en termes de conditions environnementales, ont mis en évidence que les cultivars 

les plus sensibles à D. plantaginea peuvent être des sources d’infestation pour des cultivars plus 

résistants, sur lesquels est alors observée une abondance plus importante en pucerons que s’ils 

avaient été seuls. Ainsi, les interactions indirectes entre cultivars sont également à prendre en 

compte dans l’évaluation de la résistance des plants de pommier vis-à-vis du puceron cendré 

D. plantaginea. 

Le comportement alimentaire de D. plantaginea semble être un facteur explicatif des effets 

bottom-up des variétés de pommiers 

Nos résultats montrent que les effets de la résistance des pommiers via les pucerons ont eu un 

effet limité sur la performance des parasitoïdes. Un allongement de la durée de développement 

a été observé pour les parasitoïdes se développant dans les pucerons élevés sur les variétés 

Ariane et Greensleeves, tandis qu’il n’y avait pas de différence significative pour le sex-ratio, 

la taille des tibias et le nombre d’œufs des femelles parasitoïdes. Ceci constitue donc un résultat 

prometteur pour le potentiel d’une utilisation combinatoire de la résistance des pommiers et de 

la lutte biologique dans la gestion intégrée du puceron cendré du pommier. A notre 

connaissance, ceci est la première étude évaluant l’effet des variétés sur le système tritrophique 

pommier-puceron cendré du pommier-parasitoïde. D’autres études sur d’autres systèmes 

tritrophiques ont décrit des répercussions minimes de la résistance de certains cultivars sur les 

parasitoïdes. Dans leur étude, Kalule & Wright (2005) ont testé en laboratoire l'influence de 

cultivars de chou commun Brassica oleracea (Brassicaceae) L. avec différents niveaux de 

résistance vis-à-vis de Brevicoryne brassicae (Aphididae) L. et M. persicae sur la performance 

du parasitoïde Aphidius colemani (Braconidae) Viereck. De manière assez similaire la durée de 

développement des parasitoïdes était augmentée sur certaines variétés, bien que cela ait été 

aussi observé sur les variétés considérées comme sensibles. Comme dans notre étude, le sex-
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ratio et la taille des parasitoïdes n’ont pas été impactés par le niveau de résistance de la variété. 

N’ayant pas réalisé d’étude du comportement alimentaire, Kalule & Wright (2005) ont émis 

l’hypothèse que la différence entre variétés pouvant expliquer ce résultat serait davantage 

qualitative. Selon eux, la durée de développement plus longue du parasitoïde sur la variété 

résistante pourrait être due à des effets d’antibiose de la plante. En effet, la qualité de la 

nourriture consommée par un phytophage est d'une grande importance car elle modifie sa 

qualité en tant que ressource nutritive pour le parasitoïde, affectant ainsi le développement de 

ce dernier (Souissi & Rü, 1998). Par exemple, la présence de composés secondaires dans la 

sève ingérée par les pucerons ou un déficit en sucres et en éléments minéraux peuvent 

augmenter la durée de développement des parasitoïdes (Campbell & Duffey, 1979; Fuentes-

Contreras & Niemeyer, 1998; Reed et al., 1992). Dans notre cas nous avons mis en évidence 

que la résistance de la variété Ariane correspondrait plutôt à une antixénose (perturbation du 

comportement alimentaire mais pas d’effet sur la performance) et celle de la variété 

Greensleeves à de l’antibiose (perturbation légère du comportement alimentaire mais impact 

sur la performance). Dans les deux cas, la durée de développement des parasitoïdes ayant pour 

hôte les pucerons élevés sur ces deux variétés était plus longue. Ainsi, il semble que la qualité 

et la quantité de la sève ingérée par les pucerons peut impacter la performance des parasitoïdes. 

L’étude du comportement alimentaire des pucerons peut donc, dans certains cas, bien être un 

facteur explicatif des effets bottom-up des variétés sur le troisième niveau trophique. 

Bien que nous n’ayons identifié aucun effet de la résistance des pommiers améliorant la 

performance des parasitoïdes, la résistance des cultures peut favoriser certains traits des 

parasitoïdes. Par exemple, en champ de blé, bien que les densités de pucerons et de parasitoïdes 

étaient significativement plus élevées chez les cultivars sensibles aux pucerons que chez les 

cultivars résistants, le parasitisme était significativement plus élevé chez les pucerons du 

cultivar résistant que chez ceux du cultivar sensible (Cai et al., 2009). 

Les interactions de D. plantaginea avec le pommier ou les parasitoïdes étudiés dans ce travail 

de thèse pourraient, d’après certains travaux sur d’autres modèles, être influencées par des 

endosymbiontes bactériens. Les symbioses intracellulaires sont très répandues chez les insectes 

et peuvent impacter leurs interactions avec leur plantes hôtes ainsi que leurs ennemis naturels, 

notamment les parasitoïdes. Un système modèle de ces symbioses est l'association obligatoire 

entre les pucerons et leur symbionte primaire Buchnera aphidicola. La bactérie apporte aux 

pucerons des nutriments qui ne sont pas présents dans la sève phloèmienne, principalement des 

acides aminés essentiels (van Ham et al., 2003). En plus de ce symbionte primaire, les pucerons 

peuvent héberger des symbiontes secondaires aux effets très divers sur leur hôte, dont sept sont 

décrits (pour une revue, voir Zytynska & Weisser, 2016). Parmi eux l’endosymbionte Serratia 

symbiotica peut assumer un rôle nutritionnel et présente donc une redondance fonctionnelle 

avec B. aphidicola. Le symbionte Hamiltonella defensa est associé à la résistance aux 

Hyménoptères parasitoïdes. Une étude récente conduite en Europe, Afrique du Nord et 

Amérique du Nord a révélé que chez D. plantaginea la diversité en symbiontes bactériens était 

extrêmement faible (Olvera-Vazquez et al., 2021). En effet, B. aphidicola était l'espèce 
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bactérienne prédominante chez les pucerons D. plantaginea collectés dans cette étude au cours 

de laquelle la présence anecdotique de la bactérie S. symbiotica a été détectée sur huit des 186 

individus échantillonnés, mais aucun des autres endosymbiontes secondaires connus n'a été 

retrouvé chez D. plantaginea. Ainsi, les interactions de D. plantaginea avec le pommier ou les 

parasitoïdes étudiés dans ce travail de thèse n’ont probablement pas été influencées par des 

endosymbiontes bactériens. 

Enfin, les espèces du genre Ephedrus sp. sont les principaux parasitoïdes des pucerons cendrés 

du pommier D. plantaginea dans les vergers (Alhmedi et al., 2018; Dib et al., 2010) où ils 

peuvent également parasiter d’autres pucerons tels que les pucerons verts du pommier A. pomi. 

Ils ne parasitent cependant pas les pucerons E. lanigerum, qui sont les hôtes d’un parasitoïde 

spécialiste, Aphelinus mali (Aphelinidae) Haldeman. Afin de s’assurer que la résistance des 

pommiers n’affecte pas la régulation naturelle des pucerons ravageurs de pommiers par les 

parasitoïdes, il faudrait donc répliquer cette étude sur le système tritrophique pommier/ E. 

lanigerum /A. mali. 

La structure génétique des populations de M. sylvestris semble être faiblement corrélée au 

comportement alimentaire de D. plantaginea 

Dans la seconde étude de ce chapitre, nous avons mis en évidence un lien entre la structure 

génétique des populations de M. sylvestris et le comportement alimentaire de D. plantaginea. 

A notre connaissance, une seule autre étude a essayé de mettre en lien la structure génétique 

des populations d’une plante avec la performance d’un ravageur. Parent et al. (2017) ont montré 

que l'accumulation d'acétophénones chez l’épinette blanche Picea glauca (Pinaceae) Voss était 

un mécanisme de résistance efficace contre le la tordeuse des bourgeons de l'épinette 

Choristoneura fumiferana (Tortricidae) Clemens et que la structure des populations de P. 

glauca était corrélée avec ce trait de résistance. Il semble que C. fumiferana ait affecté la 

structure des populations de P. glauca du fait de sa pression sur les plantes. La température était 

un autre facteur explicatif de la structure génétique ; en effet, cette dernière peut jouer un rôle 

important dans la survie de P. glauca  et C. fumiferana (Kramer et al., 2000). De plus chez 

l’épicea commun Picea abies (Pinaceae) H. Karst, une espèce proche de P. glauca,  le taux de 

composés phénoliques est négativement corrélé avec la température (Rummukainen et al., 

2007). En ce qui concerne M. sylvestris, certains composés comme les glycosides d'acide 

ascorbique dans les fruits sont en plus grandes concentrations par rapport à M. domestica 

(Richardson et al., 2020). Dans la mesure où les acides ascorbiques sont corrélés à la résistance 

vis-à-vis de D. plantaginea chez M. domestica (Berrueta et al., 2018), une différence de 

concentrations de ces composés peut modifier la pression de sélection exercé par D. plantaginea 

ce qui peut participer à la structure des population de M. sylvestris. Enfin, l’histoire évolutive 

liée à la recolonisation de l’Europe par M. sylvestris suite à la dernière période glaciaire 

(Cornille et al., 2013) semble être un élément majeur de la structure génétique des populations 

de M. sylvestris.  
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L'introgression de gènes de M. domestica est décrite pour toutes ses espèces sauvages proches, 

telles que M. sieversii, Malus orientalis (Rosaceae) Uglitz.(Gross et al., 2012), et plus 

particulièrement M. sylvestris (Cornille et al., 2015). En Europe, les activités humaines, par la 

production de pommes, et les perturbations humaines, par les modifications de la diversité des 

pollinisateurs, ont eu un impact significatif sur les taux d'introgression interspécifique entre les 

cultures et les pommiers sauvages. Etonnamment nous avons mis en évidence que cette 

introgression pouvait augmenter la résistance des hybrides M. sylvestris - M. domestica vis-à-

vis du puceron D. plantaginea. A notre connaissance, les effets sur la résistance des plantes 

sauvages du fait des flux de gènes domestiques – sauvages ont largement été décrits pour les 

plantes génétiquement modifiées (par exemple, Jenczewski et al., 2003; Lu, 2013), mais aucune 

étude n’a porté sur l’effet de l’introgression de cultures non transgéniques sur la résistance des 

espèces sauvages. Ainsi, d’autres études avec un nombre plus important d’hybrides répartis sur 

chaque population seraient nécessaires pour trancher sur les effets de l’introgression sur la 

résistance vis-à-vis du puceron cendré du pommier. Compte tenu de l’amplitude de ce 

phénomène en Europe et de l’utilité de M. sylvestris en tant que ressource pour les futurs 

programmes de sélection (Cornille et al., 2013), des mesures de conservation devraient donc 

être envisagées.  
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Conclusion générale 

Dans ce travail de thèse, nous souhaitions évaluer l’efficacité de différentes méthodes de 

contrôle des Hémiptères phloèmophages ravageurs de vergers via leur impact sur le 

comportement alimentaire. Ceci amène deux questions : 1- dans quelle mesure la méthode de 

protection des cultures étudiée perturbe-t-elle le comportement alimentaire de l’Hémiptère 

phloèmophage et 2- est-ce-que cette perturbation et ses conséquences pourraient permettre de 

contrôler le ravageur en vergers, sans toutefois impacter la régulation par les ennemis naturels ? 

Les huiles essentielles ont engendré une perturbation du comportement alimentaire quel que 

soit le mode d’exposition, par inhalation ou ingestion. Ces effets étaient contrastés selon le 

mode d’application (par diffusion dans l’air ou par injection dans le tronc) mais aussi suivant 

l’insecte ciblé (D. plantaginea ou C. pyri). L’altération observée suite à l’inhalation des huiles 

essentielles semblait globalement trop faible d’un point de vue agronomique pour permettre de 

contrôler efficacement les colonies de D. plantaginea et C. pyri. De plus, les COV des huiles 

essentielles n’ont pas permis d’empêcher la localisation de leur plante hôte par ces deux 

ravageurs. L’exposition par ingestion des ravageurs aux huiles essentielles semble plus 

prometteuse, car même si l’impact sur le comportement alimentaire de C. pyri était limité, une 

mortalité accrue pour les deux espèces d’Hémiptères a été observée sur les arbres injectés 

comparés aux arbres non injectés. Pour valider l’intérêt de cette technique pour la protection 

des vergers, il est cependant nécessaire d’évaluer les éventuels effets de l’injection des huiles 

essentielles sur les auxiliaires : la modification du profil des COV émis par les plantes injectées, 

notamment liée à l’émission de composés répulsifs, peut probablement impacter le 

comportement de localisation des pollinisateurs et des ennemis naturels. Aussi, l’ingestion de 

composés toxiques par les pucerons et psylles peut potentiellement nuire à leurs parasitoïdes, 

en induisant une mortalité accrue des larves se développant dans des hôtes soumis aux arbres 

injectés. 

Nous avons mis en avant que les lipopeptides bactériens extraits de Bacillus sp. et plus 

particulièrement les Surfactines ont un effet aphicide avéré, et ce sur les deux espèces de 

pucerons sur lesquelles ils ont été testés, D. plantaginea et A. fabae. Cependant, les effets 

sublétaux de l’exposition aux Surfactines sur le comportement alimentaire des pucerons se sont 

avérés contradictoires : la durée d’ingestion de sève phloèmienne était augmentée pour les 

pucerons D. plantaginea ayant survécu à l’exposition aux lipopeptides, tandis qu’elle était 

réduite pour les pucerons A. fabae survivants. La possible augmentation de la durée 

d’alimentation des pucerons suite à l’exposition aux lipopeptides peut être un frein à leurs 

utilisations : les insectes survivants pourraient avoir une meilleure fitness, et dans le cadre 

d’utilisation des lipopeptides sur d’autre systèmes, les survivants auraient ainsi une plus grande 

probabilité d’inoculer des phytovirus. A l’inverse, l’absence d’effet de l’exposition des 

pucerons sur le comportement de sélection de l’hôte par les femelles parasitoïdes semblait 

indiquer que l’utilisation de biopesticides et le contrôle biologique par les parasitoïdes ne sont 
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pas antagonistes. Il faudrait cependant étudier les effets des lipopeptides sur les performances 

des parasitoïdes développés dans des hôtes exposés ainsi que les effets directs des lipopeptides 

sur les parasitoïdes pour pouvoir trancher sur ce point. 

Nous avons montré qu’il était possible de faire un lien entre le comportement alimentaire et 

l’effet bottom-up des variétés de M. domestica sur les parasitoïdes : ces derniers avaient une 

durée de développement augmentée lorsqu’il se développaient dans des pucerons qui avaient 

été soumis aux variétés sur lesquelles une diminution de l’activité des stylets des pucerons était 

observée. Malgré tout, l’augmentation de la durée de développement était relativement faible, 

ce qui indiquerait que dans le cadre de la protection des cultures, la résistance des pommiers 

n’aurait pas d’effet négatif sur la régulation des pucerons par les parasitoïdes. Cela reste 

cependant à valider dans la mesure où certains paramètres comme le taux de parasitisme ou la 

mortalité durant le développement déterminent l’efficacité du contrôle biologique par les 

parasitoïdes mais n’ont pas été pris en compte dans notre étude. Nous n’avons pas non plus 

incorporé dans notre étude le gradient complet de résistance des cultivars de M. domestica vis-

à-vis de D. plantaginea. En effet, une mortalité très élevée et un développement lent des 

populations (taux d’accroissement) et des individus (durée de développement) sont observés 

dans la littérature sur la variété Florina, ce qui d’un point de vue expérimental n’aurait pas 

permis d’obtenir la quantité de pucerons nécessaire pour pouvoir étudier le niveau trophique 

supérieur. Par ailleurs nous avons montré qu’un lien semblait exister entre la structure génétique 

du pommier sauvage européen M. sylvestris et le comportement alimentaire de D. plantaginea. 

Nous avons donc mis en avant le fait que la recherche de facteurs de résistances chez les espèces 

sauvages proches des cultures devrait également prendre en compte les populations de ces 

espèces sauvages de pommier. Cependant, tandis que le phénomène de domestication est 

globalement corrélé à une diminution de la résistance des cultures du fait de la sélection 

(Moreira et al., 2018), la fécondité et la survie de D. plantaginea n’étaient pas différentes 

lorsqu’ils étaient soumis à M. domestica comparé aux différentes populations de M. sylvestris : 

M. sylvestris ne semble donc pas constituer une source exploitable de traits de résistance vis-à-

vis de D. plantaginea. 

Les différents leviers étudiés dans le cadre de cette thèse ont donc eu des effets contrastés sur 

le comportement alimentaire des Hémiptères phloèmophages étudiés, ainsi que sur leur 

performance. Dans la mesure où il semble difficile d’utiliser un seul levier agronomique pour 

contrôler ces ravageurs, leur mise en pratique dans le cadre de la protection intégrée des cultures 

doit se baser sur l'intégration des différentes méthodes de contrôle. La combinaison de contrôle 

biologique par lâchers ennemis naturels et de traitements insecticides sélectifs dans les 

programmes de lutte intégrée peuvent fournir un contrôle optimal des ravageurs (Arnó & 

Gabarra, 2011; Torres & Bueno, 2018). Dans certaines études, les ennemis naturels utilisés dans 

la lutte biologique se sont même avérés plus efficaces lorsqu'ils étaient associés à des 

applications sélectives d'insecticides (Bompard et al., 2013). Des approches de modélisation 

peuvent optimiser la combinaison des lâchers d’ennemis naturels et des traitements de 

pesticides (Tang et al., 2010). Les insectes soumis à des plantes résistantes ont souvent une 

sensibilité plus importante aux pesticides de synthèse et aux biopesticides, qui s’observe par 

des doses létales 50 plus faibles pour les insectes sur les variétés résistantes comparés à ceux 
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sur les variétés sensibles (Meade & Hare, 1995; Yin et al., 2008).  Le fait que Meade & Hare 

(1995) aient décelé un effet additif de l’utilisation de biopesticides (traitements à base de B. 

thuringiensis) avec la résistance des plantes dans la lutte contre les ravageurs est encourageant 

pour l’utilisation de lipopeptides. Dans la mesure où les pesticides de synthèse ont de nombreux 

inconvénients (pollution, effets sur les organismes non cibles et sur la santé des agriculteurs), 

l’utilisation de biopesticides constitue une alternative pour une transition vers des systèmes 

s’affranchissant de traitements. Ainsi, la recherche sur les effets combinatoires des méthodes 

de protection des cultures devrait à l’avenir davantage se concentrer sur les biopesticides tels 

que les lipopeptides. Les combinaisons de la résistance des plantes et de l’utilisation 

d’insecticides peuvent cependant donner des résultats contradictoires : dans leur étude Verkerk 

& Wright (1996) ont montré que sur des plantes hôtes avec un certain degré de résistance vis-

à-vis des ravageurs, la toxicité des insecticides pouvait être soit augmentée, soit diminuée par 

rapport aux plantes très sensibles. Wangari Nderitu et al. (2020) ont évalué l’effet combiné de 

la résistance de cultivars de tomate, de l’utilisation de pesticides sélectifs et de contrôle 

biologique dans le contrôle de la mineuse sud-américaine de la tomate Tuta absoluta 

(Gelechiidae) Meyrick en serre. En combinaison avec des traitements insecticides, 

l’introduction d’ennemis naturels a amélioré le contrôle de T. absoluta sur la variété sensible. 

Cependant, sur la variété modérément résistante, aucune différence n’était observée quant au 

contrôle de T. absoluta entre la modalité avec les traitements pesticides seuls et celle où des 

ennemis naturels ont été introduits en combinaison avec les pesticides. Il est donc important 

d’étudier les interactions entre les différentes méthodes de contrôle pour déterminer quelle 

approche combinatoire permet d’aboutir au contrôle le plus efficace des ravageurs. En ce qui 

concerne l’utilisation d’huiles essentielles (pour leurs propriétés insecticides) conjointement à 

des pesticides, au-delà d’un simple effet additif des deux types de produits (Bhuiyan et al., 

2001; Khorrami et al., 2018; Mantzoukas et al., 2020), des effets synergiques peuvent être 

observés sur la mortalité induite chez les ravageurs (pour une synthèse bibliographique sur le 

sujet : Dassanayake et al., 2021). L’effet synergique semble être lié au fait que les huiles 

essentielles peuvent affecter les concentrations ou activités de différentes enzymes chez les 

ravageurs (El-Meniawi & Seham, 2006; Kumrungsee et al., 2014). L’efficacité de la 

combinaison des traitements pesticides, de l’utilisation d’huiles essentielles et le recours au 

contrôle biologique est donc évaluée sur les effets additifs ou synergiques de l’association de 

ces pratiques sur la mortalité des ravageurs. Il pourrait cependant être intéressant de regarder 

les effets combinés des différents leviers proposés dans ce travail de thèse sur la colonisation 

de la plante hôte par les Hémiptères phytophages. Comme cela a été détaillé plus haut, 

l’induction des défenses des pommiers suite à une infestation variait entre les variétés, certains 

gènes étant exprimés chez les variétés résistantes comparé aux variétés sensibles (Qubbaj et al., 

2005). La combinaison de la résistance des plantes et de l’injection d’huile essentielle pourrait 

donc aboutir à une perturbation du comportement alimentaire plus forte que si elles étaient 

utilisées séparément, du fait des effets directs de chacune (antiappétance de l’huile essentielle 

et perturbation issue de la résistance de la plante) mais aussi du fait de l’effet indirect de l’huile 
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essentielle (induction de la défense induite plus importante que chez une plante sensible). Dans 

nos deux études les effets sublétaux de l’exposition aux Surfactines pouvaient aboutir soit à une 

augmentation soit à une diminution de l’ingestion de sève phloèmienne chez les pucerons 

survivants. Il serait intéressant d’évaluer si la résistance des plantes peut dans le premier cas 

augmenter les effets négatifs sur le comportement alimentaire, et dans le second cas neutraliser 

l’augmentation de l’alimentation chez les survivants.  
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Résumé : La capacité à s’alimenter constitue un élément clef dans le succès de colonisation des plantes hôtes par les 
Hémiptères phloèmophages et dans un contexte agronomique, un potentiel facteur explicatif de la prolifération des ravageurs 
dans une culture. Dans ce travail de thèse, nous souhaitons donc évaluer si l’efficacité de différentes méthodes de contrôle 
des Hémiptères phloèmophages de vergers (Dysaphis plantaginea et Cacopsylla pyri), et plus particulièrement (1) de 
l’utilisation d’huiles essentielles, (2) du recours à des biopesticides et (3) de l’utilisation de plantes résistantes, peut être 
expliquée par les modifications du comportement alimentaire et plus globalement, par des modifications en termes de 
préférence et de performance du ravageur. Pour certaines de ces méthodes de contrôle nous avons aussi étudié leurs effets 
sur le troisième niveau trophique, et plus particulièrement les parasitoïdes, afin d’évaluer si elles pouvaient impacter la 
régulation des Hémiptères phloèmophages par les ennemis naturels. Le premier levier impliquant l’utilisation d’huiles 
essentielles a mis en avant des effets contrastés sur la préférence (orientation, comportement alimentaire) et la performance 
des insectes suivant le mode d’application (par diffusion dans l’air ou par injection dans le tronc) et aussi suivant l’insecte ciblé 
(D. plantaginea ou C. pyri). L’objectif lié au second levier était de caractériser les effets létaux et sublétaux de biopesticides 
bactériens (lipopeptides) sur deux espèces de pucerons (D. plantaginea et Aphis fabae) et à étudier ces effets sur le troisième 
niveau trophique. Les résultats ont révélé que les pucerons D. plantaginea ayant survécu à l’exposition des lipopeptides les 
plus aphicides (Surfactines) avaient une durée d’ingestion de sève plus importante que les pucerons non exposés, tandis que 
l’inverse était observé pour les pucerons A. fabae. Cependant, le comportement de sélection de l’hôte par les femelles 
parasitoïdes Aphidius matricariae n’a pas été impacté suite à l’exposition des pucerons A. fabae. Enfin, concernant le troisième 
levier il s’agissait étudier les effets de la résistance des pommiers sur la préférence et la performance de D. plantaginea en 
s’intéressant à Malus domestica (comparaison de variétés) et à l’espèces sauvage Malus sylvestris, contributrice de la 
domestication du pommier (comparaison de populations). Dans ce contexte de résistance des plantes, nous avons voulu 
comprendre dans quelle mesure le comportement alimentaire de D. plantaginea pouvait être un élément explicatif des effets 
bottom-up du pommier domestique sur les parasitoïdes. Nous avons aussi émis l’hypothèse qu’il existait un lien entre la 
structuration génétique des pommiers sauvages et le comportement alimentaire de D. plantaginea. Les résultats ont révélé 
que la résistance des pommiers domestiques et sauvages a eu peu d’effet sur la performance des pucerons D. plantaginea, 
bien qu’elle ait affecté leur comportement alimentaire. Tandis que le comportement alimentaire semblait en effet constituer un 
facteur explicatif des effets bottom-up des variétés de pommier domestique M. domestica sur les parasitoïdes Ephedrus 
cerasicola, le lien entre le comportement alimentaire de D. plantaginea et la structuration génétique des pommiers sauvages 
européens M. sylvestris est apparu plus faible. Ces travaux soulignent l’importance de l’étude du comportement alimentaire 
des Hémiptères phloèmophages pour valider ou infirmer l’efficacité de méthodes alternatives à l’utilisation de pesticides 
chimiques conventionnels dans le contrôle des ravageurs. 

Mots-clés : Lutte intégrée, Vergers, Pucerons, Psylles, Parasitoïdes, Interactions multi-trophiques, Électro-pénétrographie, 
Comportement, Traits d’histoire de vie, Résistance des plantes, Biopesticides. 

___________________________________________________________________________________________________ 

Abstract: Feeding ability is a key element in the successful colonisation of host plants by phloemophagous Hemiptera and, in 
an agronomical context, a potential explanatory factor of pest proliferation in a crop. In this thesis, we therefore wish to evaluate 
whether the effectiveness of different methods of controlling phloemophagous Hemiptera in orchards (Dysaphis plantaginea 
and Cacopsylla pyri), namely the use of (1) essential oils, (2) biopesticides and (3) resistant plants, can be explained by 
changes in feeding behaviour and, more globally, by changes in pest preference and performance. For some of these control 
methods we also studied their effects on the third trophic level, and more specifically on parasitoids, in order to assess whether 
they could impact the regulation of phloemophagous Hemiptera by natural enemies. The first lever involving the use of essential 
oils revealed contrasting effects on the preference (orientation, feeding behaviour) and performance of the insects depending 
on the mode of application (by diffusion in the air or by injection in the trunk) and also depending on the targeted insect (D. 
plantaginea or C. pyri). The objective related to the second lever was to characterise the lethal and sublethal effects of bacterial 
biopesticides (lipopeptides) on two aphid species (D. plantaginea and Aphis fabae) and to study these effects on the third 
trophic level. The results revealed that D. plantaginea aphids that survived exposure to the most aphicidal lipopeptides 
(Surfactins) had a longer duration of sap ingestion than unexposed aphids, while the reverse was observed for A. fabae aphids. 
However, the host selection behaviour of Aphidius matricariae female parasitoids was not impacted by the exposure of A. 
fabae aphids. Finally, for the third lever the purpose was to study the effects of apple resistance on the preference and 
performance of D. plantaginea by focusing on Malus domestica (comparison of varieties) and a contributor to apple 
domestication, the wild species Malus sylvestris (comparison of populations). In this context of plant resistance, we sought to 
understand to what extent the feeding behaviour of D. plantaginea could be an explanatory element for the bottom-up effects 
of domesticated apple on parasitoids. We also hypothesised there was a link between the genetic structuring of wild apple 
trees and the feeding behaviour of D. plantaginea. The results revealed that resistance in both domestic and wild apple trees 
had little effect on the performance of D. plantaginea aphids, although it did affect their feeding behaviour. While the feeding 
behaviour did indeed seem to be a factor explaining the bottom-up effects of M. domestica domestic apple varieties on 
Ephedrus cerasicola parasitoids, the link between the feeding behaviour of D. plantaginea and the genetic structuring of wild 
European apple trees M. sylvestris appeared weaker. This work underlines the importance of studying the feeding behaviour 
of phloemophagous Hemiptera to validate or invalidate the effectiveness of alternative methods to the use of conventional 
chemical pesticides in pest control. 

Key words: Integrated Pest Management, Orchards, Aphids, Psyllids, Parasitoids, Multi-trophic interactions, Electro-
penetrography, Behavior, Life history traits, Plant resistance, Biopesticides. 


