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Introduction






« Par juste perspective yssoit une couleur innommée, telle que voyez es coulz des
tourterelles, qui rejouissoit merveilleusement les yeux des spectateurs. » Ainsi RABELAIS,
dans La wvie trés horrificque du grand Gargantua, décrit-il une couleur iridescente. On
peut en voir sur des plumes, par exemple de colibri ou de geai, sur des écailles, de poisson
ou de coléoptere, sur des pierres comme les opales. ..

Premieres études optiques

En 1911, MICHELSON réalise des mesures ellipsométriques sur des métaux, des films
minces de colorants et des animaux iridescents [1]. La similitude des résultats l'incite
a penser que la forte réflexion de ces animaux est, comme dans les métaux, due a une
grande absorption du matériau, qui empéche la propagation de la lumiere en son sein. Il
s’agirait donc d’une « réflexion de surface ». Leur absorption est supposée comme celle
des colorants, trés forte pour certaines longueurs d’ondes, mais pas sur tout le domaine
visible, c¢’est pourquoi ils sont colorés et pas blancs comme la plupart des métaux ; c’est
la « réflexion sélective ». Toutefois, pour Morpho alga (sic), MICHELSON écrit : « la
mesure |...] montre clairement que tout le phénomene est considérablement compliqué
par une structure des écailles. »

FEn 1919, RAYLEIGH défend 'hypothese de couleurs interférentielles dues a la présence
de couches minces [2]. Dans les années 1920, un microscopiste, MASON, réalise de nom-
breuses observations pour renforcer ’hypothese des « couleurs structurales » [3, 4, 5, 6],
qui trouvent leur origine dans I'interaction de la lumiere et de la matiere structurée. Dans
les plumes et les insectes iridescents, il observe des empilements de couches minces. Ses
observations seront confirmées dés I'invention de la microscopie électronique [7]. Il sou-
ligne déja I'importance pour le rendu coloré de la transparence, de la forme et de 'orien-
tation des écailles, méme quand elles sont pigmentaires. MERRITT montre qu’'un modele
d’interférences dans une couche mince suffit & comprendre les spectres de réflexion des
plumes du cou du pigeon et du Morpho menelaus [8]. Aujourd’hui encore un modele d’in-
terférences dans un multicouche permet souvent d’obtenir suffisamment d’information
sur le fonctionnement optique de la structure réelle [9, 10].

Les cristaux photoniques et le biomimétisme

Dans un cristal photonique, la modulation spatiale périodique de 'indice de réfraction
controle la propagation des ondes électromagnétiques. Dans certaines conditions elle fait
apparaitre une plage de fréquences dans laquelle la propagation des ondes est inter-
dite, quelle que soit la direction de propagation ; c’est la « bande interdite photonique ».
En 1987, YABLONOVITCH propose l’analogie suivante [11] : de méme que dans les semi-
conducteurs cristallins la périodicité atomique empéche la propagation des électrons dont
I’énergie est dans la bande interdite électronique, de méme dans un matériau diélectrique
la périodicité de I'indice de réfraction empéche la propagation des photons dont 1’énergie
est dans la bande interdite photonique. L’introduction de défauts dans le cristal autorise
la propagation controlée des photons a une énergie donnée. Les cristaux photoniques
promettent de nombreuses applications dans les domaines des transistors, lasers, cellules



solaires, guides d’ondes. .. On attend aussi d’eux de nouveaux effets comme par exemple
la réfraction négative des « métamatériaux main gauche », si bien que leur étude sus-
cite 'engouement de la communauté scientifique. Leur réalisation passe souvent par
le pergage de trous dans un matériau diélectrique, mais bien d’autres géométries sont
explorées, comme les opales synthétiques et la structure « couche par couche » (wood-
pile) [12]. Leur modélisation implique de prendre en compte la nature vectorielle du
champ électromagnétique et de résoudre les équations de MAXWELL [13].

Dans un tel contexte, les structures photoniques naturelles présentent un attrait par-
ticulier. Elles sont composées de chitine ou de kératine ; méme si leur indice de réfraction
fait encore l'objet d’investigations [14], on sait qu’il est de l'ordre de 1,5, si bien que le
contraste d’indice est bien plus faible que dans les cristaux artificiels. Souvent, des pig-
ments, comme la mélanine, sont inclus dans la structure photonique; ils provoquent une
absorption localisée. La géométrie de la structuration est souvent complexe, trés aérienne,
de réalisation difficile a envisager par I’humain. Ces structures sont efficaces alors que la
microscopie électronique révele un désordre dans la structure qui serait intolérable dans
la réalisation des cristaux artificiels. Elles sont optimisées par I’évolution, probablement
pas avec la réflectivité comme seul objectif, mais aussi sous des contraintes mécaniques,
thermiques et hygrométriques [15, 16]. Elles pourraient étre optiquement moins perfor-
mantes que les structures artificielles, mais moins onéreuses, plus faciles a réaliser, avec
de meilleures propriétés mécaniques [17]. Elles ont 'aspect attrayant du métal en étant
des isolants thermiques et électriques [18]. Leur grande variété en fait une source d’ins-
piration inépuisée. De nombreux travaux sont alors consacrés a la compréhension des
propriétés optiques de telles structures [19]. La caractérisation optique est approfondie :
la réflexion est mesurée dans un maximum de configurations possibles afin de bien cerner
le comportement de la structure. En particulier de plus en plus d’attention est accordée
aux effets de polarisation de ces structures. Grace aux outils de calcul plus puissants, les
simulations sont plus détaillées, avec par exemple la méthode des éléments finis (Finite
Elements Method, FEM) [20] ou la méthode des différences finies dans le domaine tem-
porel (Finite-Difference Time-Domain, FDTD) [21, 22]. Les techniques de réplication
des structures photoniques naturelles se multiplient [23, 24, 25, 26].

Intérét biologique

La couleur d’'un étre vivant doit lui permettre tout a la fois de se cacher de ses
prédateurs, d’afficher son identité et de capter 1’énergie solaire. En 1867, DARWIN est
intrigué par les couleurs vives exhibées par certaines chenilles, qu’il ne peut pas expliquer
par la sélection sexuelle. Alfred Russell WALLACE lui répond que ces couleurs pourraient
bien avertir le prédateur que la chenille n’est pas comestible. Cette stratégie adaptative
est 'aposématisme (du grec apo au loin, sematic signe, signal repoussant). Elle repose
sur la capacité d’apprentissage du prédateur. Le mimétisme miillerien, entre espeéces
non-comestibles, renforce la stratégie. Le mimétisme batésien consiste, pour une espece
comestible, a adopter la couleur d’une espece aposématique; il affaiblit la stratégie.
Face & ces concepts restent quelques questions. La vision des prédateurs (par exemple
pour les papillons, la vision des oiseaux) differe de la notre [27]. Chez certains sca-



Fi1G. 1 — Face ventrale d’'un M. rhetenor

rabées les couleurs iridescentes pourraient également étre le support d'une communica-
tion intraspécifique [28]. L’évolution des couleurs structurales serait corrélée a ’évolution
des especes. L’apparition de la vision, en particulier des prédateurs, aurait suscité le
développement, par les proies, de stratégies variées utilisant la lumiere [29]. 11 est donc
important de comprendre les couleurs et les visions des animaux.

Chez les Morphos, la couleur brune de la face ventrale (figure 1) peut assurer a la
fois le camouflage et le chauffage. Les couleurs des deux faces et les structures photo-
niques de la face dorsale semblent constituer un critere phylogénique pertinent. Les faces
dorsales de quelques Morphos sont représentées en figure 2. On peut classer les couleurs
des Morphos en quatre grand types : les bleu profond, les blanc, les bleu pale et les
autres. D’apres la classification de la figure 3 est établie d’apres les criteres actuellement
reconnus. La couleur bleu intense y apparait comme un caractere ancien.



M. rhetenor rhetenor M. rhetenor cacica M. rhetenor augustinae M. rhetenor helena M. cypris cypris

sous-genre
Megamede

sous-genre
Balachowskyna

M. aurora aureola M. absoloni absoloni

sous-genre
Iphixibia

M. anaxibia anaxibia

F1G. 2 — Quelques Morphos (d’apres Catherine CASSILDE)
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C. ilioneus

A. pterocopha
:
C. chorinaeus
o1 \—: A. tomasia
M. anaxibia RS
91 92— M. rhetenor §:
L 3 L M cypris QO
M. menelaus s
56— M. godartii g
P) M. coeruleus S
M. amathonte O
M. zephyritis
92
859 712 100 M. marcus
92 1 8 l: M. eugenia
[ i 1 90 —— M. sulkowskyi §
4 L M. Iympharis §
1 M. rhodopteron B
)
1 90 M. aega
3 99 M. thamyris
4 L M. portis
M. aurora _
1 90 |—| — _ 3
3 M. absoloni Q
\ o1 M. luna
97 M. polyphemus 3
B M. catenaria §
1 85 M. epistrophus §
68 2 L M. athena
1 3 M achilles
| M granadensis s
89— M deidamia §
3 M helenor 3
75 M. achillaena =
Chlaracter states 1 —1: M. peleides
[léjl) M. niepelti s
1= 74 M hercules ;g
2 | M amphit S
® white Morpho (T 52 amphilryon £
L Yy 2 gp 1 5 M. theseus =
pale blue Morpho X 7 4 —1: M. telemachus =
A
’ deep blue Morpho 85— M. hecuba B
i Y 2 L M cisseis S
(| drab and not blue Morpho 1%

4

F1c. 3 — Classification proposée par Catherine CASSILDE, du Museum d’Histoire Natu-
relle de Paris
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Chapitre 1
Morphologie

L’envergure de M. rhetenor est d'une douzaine de centimetres. Une aile de papillon
est constituée de deux membranes qui se sont développées indépendamment et se sont
accolées lors de la formation finale de l'aile. C’est pourquoi les motifs et les implanta-
tions des écailles des faces ventrale et dorsale de I'aile sont si différents. Chez beaucoup
de Morphos, la face ventrale est cryptique (sombre, pour le camouflage) alors que la
face dorsale présente un bleu éclatant. Pendant qu’elles s’accolent 'une a l'autre, les
membranes se sclérifient le long des trachées, formant le réseau de nervures. Celui-ci est
caractéristique de l’espece. La nomenclature de la figure 1.1 permet de se repérer dans
ce réseau. Les nervures sont paralleles a ’axe base-périphérie de laile, sauf la nervure
discoidale qui relie la radiale et la cubitale. Les aires délimitées par les nervures et le
bord de l'aile sont les cellules alaires. Elles portent le nom de leur nervure inférieure,
sauf l'aire discoidale, délimitée par radiale, cubitale et discoidale. Les mesures optiques
requierent des échantillons plats et homogenes qui sont le plus souvent prélevés dans les
plus grandes de des cellules alaires, comme Cul ou Cu?2.

1.1 Radiographie

La radiographie consiste a réaliser un cliché de la structure interne d’un objet a ’aide
de rayons X. Cette technique est devenue tres populaire en imagerie médicale aussitot
apres la découverte de ces rayons par RONTGEN en 1895. Elle repose sur la différence
d’opacité aux rayons X des tissus, selon leur composition et leur épaisseur. Au Centre de
Recherche et de Restauration des Musées de France (C2RMF), un dispositif d’acquisition
de clichés a été congu pour 'analyse d’ceuvres d’art.

Lors de la réalisation de la radiographie de M. rhetenor, la tension d’alimentation,
différence de potentiel qui accélere les électrons de la source, est 5 kV, si bien que les
rayons X générés ont une énergie de I'ordre de 3,5 keV ; il s’agit de rayons X « mous », i.e.
de faible énergie. Le papillon est juste devant le film photographique, sous un flux continu
d’hélium qui crée une atmosphere plus transparente aux rayons X. La radiographie de
M. rhetenor, figure 1.2, met en valeur le réseau de nervures de ses ailes.
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aires

Ba | basale
Me | médiale
Ma | marginale

nervures et cellules

Sc | subcostale
R radiale
M médiale

Cu | cubitale
A abdominale

Fi1G. 1.1 — Nervation standard d’'un Morpho et nomenclature des principales régions des
ailes (d’apres Catherine CASSILDE)

Fia. 1.2 — Radiographie de M. rhetenor
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Déternination de Ia topographie par moiré projeté

WL

—9—9—9 0 0 0 o9
P P'=P Pasdemoird
]

P pleosa

Fia. 1.3 — Formation de moiré par projection d’un réseau sur une surface

1.2 Moiré

Le moiré est un effet de contraste résultant de la superposition de deux motifs
périodiques. Soient par exemple deux répartitions spatiales de l'intensité lumineuse si-
nusoidales de périodes différentes,

Li(x) = Iysin(2mo17)
Iy(x) = Iysin(2mo9x)

de périodes respectives p1 = o ctpe = (%2 L’intensité résultante de la superposition de
ces deux motifs est :

I(x) = Iy(sin(2wo12) + sin(2mo9x))
= 1y2 sin(27rL o x) cos(27rL ; 72 x)
On observe donc des « battements » : un motif de période égale a la moyenne des deux

périodes de départ est modulé par une enveloppe, le moiré, de période plus grande,
donnée par :

1 _
S 9179 gone N = o PPz
A 2 P2 —p1
On pose p = py et dp = pa — p1 et, si Ip << p, on obtient
2
A~ P
op

La période apparente est la distance entre les noeuds de ’enveloppe, c’est donc %.
Pour déterminer la topographie d’une surface, on peut observer le moiré entre un

réseau de référence et son image projetée sur la surface. En figure 1.3 on considére une

surface plane sur laquelle on projette 'ombre d’une grille de pas p; éclairée en incidence

17
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Fia. 1.5 — Maillage de M. rhetenor obtenu a partir de moiré

normale. La direction d’observation est oblique (fleche rouge). Si la surface est parallele
a la grille, le pas du réseau d’ombre est égal a celui de la grille et il n’y a pas de
moiré (dp = 0). Si la surface est inclinée d’une angle «, le pas du réseau d’ombre est
p2 = p1/ cos . La mesure de la période apparente du moiré permet donc d’accéder a a.
La résolution est liée au pas de la grille.

En figure 1.4, on peut voir une image de moiré sur M. cypris.

Le laboratoire de Mathématiques Appliquées aux Sciences de ’Ecole Centrale Pa-
ris dispose d’un systeme de projection de grilles qui permet d’établir la topographie
d’un papillon avec une résolution de 50 pm (figure 1.5). On retrouve les reliefs liés au
réseau de nervures. En outre, dans la chrysalide les ailes sont pliées en accordéon et
les cellules alaires de I'imago (papillon adulte) présentent encore quelques plis. Une telle
numérisation du papillon est le moyen d’introduire ces reliefs et plis dans une simulation.

18



Nous l'utilisons dans un logiciel de lancer de rayons pour construire une image virtuelle
du papillon (chapitre 6).
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échantillon

source l/

Tdiaphragme N

collecteur 4o champ diaphragme condenseur
d’ouverture

FI1G. 1.6 — Principe de I’éclairage KOHLER.

1.3 Microscopie photonique

Le microscope Olympus BX51 dont nous disposons a 'INSP est équipé d’un appareil
photographique.

Réglage de 1’éclairage Kohler

Dans un microscope I'image de 1’échantillon par I'objectif est reprise et collimatée
par 'oculaire. On peut nettement améliorer la qualité des observations en accordant de
I’attention a la mise en forme du faisceau d’illumination. La technique mise au point par
KOHLER en 1893 est largement utilisée en microscopie optique, son principe est présenté
en figure 1.6. Le collecteur image la source dans le plan focal objet du condenseur. Le
diaphragme de champ permet de choisir 'aire éclairée de I’échantillon. Dans le plan
focal objet du condenseur, un diaphragme permet de choisir 'ouverture du faisceau
d’éclairage. Si on travaille en réflexion, le principe reste le méme ; une séparatrice est
introduite entre le diaphragme d’ouverture et le condenseur, qui n’est autre que 1’objectif.

Pour régler 1’éclairage KOHLER :

— faire la mise au point sur ’échantillon ;

— fermer le diaphragme de champ, on le voit dans le champ, méme si son image n’est
pas nette;

— placer le condenseur longitudinalement de fagon a obtenir une image nette du
diaphragme de champ, latéralement de fagon a centrer cette image ;

— ouvrir le diaphragme de champ de fagon a ce que I'image de ses bords soit juste au-
tour du champ observé. Le diaphragme de champ restreint le diametre du faisceau
entrant dans le microscope, il diminue la lumiere parasite et augmente le contraste
de I'image ;

— choisir l'ouverture du diaphragme d’ouverture. Si on est limité par la diffraction,
la résolution est de l'ordre de 1,22 A/2a, ou a est I'ouverture du faisceau utile.
Ouvrir le diaphragme d’ouverture permet donc d’améliorer la résolution. Toutefois
cette ouverture s’accompagne d’'une augmentation de la lumiere incidente qui peut
provoquer une perte de contraste. Le choix de I'ouverture de ce diaphragme résulte

20



donc d’un compromis fait en observant I’échantillon. On recommande souvent de
Pouvrir & environ 70 % de ouverture de 'objectif;
— enfin, éventuellement affiner la mise au point sur I’échantillon.
Ce réglage doit étre controlé pour chaque objectif et pour chaque échantillon.

Observations

Sur la figure 1.7 on peut voir des écailles de M. rhetenor en différents points de 'aile.
La taille typique d’une écaille est 80x200 pm. Sur les régions homogenes, I'ordre des
écailles est frappant; pres de la base il se dégrade. Sur les images en haut a gauche,
quelques écailles ont été arrachées et on peut apercevoir les trachéoles. Chaque cellule
alaire est parcourue par un réseau secondaire de trachéoles. Sur la figure 1.8, des écailles
des faces ventrale et dorsale ont été arrachées; une trachéole relie les pédicelles des
écailles. Souvent, les trachéoles sont paralleles a la périphérie de I’aile si bien que les
écailles sont alignées, paralleles entre elles, paralleles a I'axe base-marge de 'aile. Clas-
siquement, les écailles sont disposées en deux couches : les écailles de fond et les écailles
de recouvrement, tres différentes. Elles naissent en alternance sur une méme trachéole,
les unes recouvrent les autres comme des tuiles sur un toit. Les écailles de fond ne se
chevauchent pas et recouvrent pratiquement toute la surface de la membrane alaire. Les
écailles structurales se trouvent en fond et les écailles de recouvrement sont transpa-
rentes. Chez M. rhetenor les écailles de recouvrement sont atrophiées, leur taille est de
Pordre de 10x20 pum, elles ne recouvrent pas du tout les écailles de fond. Les écailles
structurales sont particulierement plates et elles sont directement exposées a la lumiere ;
c’est pourquoi nous avons choisi cette espece pour notre étude. La base d’une écaille est
du coté de laire basale de I'aile, du co6té du corps, elle porte le pédicelle qui la relie a la
trachéole. A l'opposé, I'apex de I’écaille pointe du coté de ’aire marginale de I'aile.

Sur la figure 1.9, une écaille isolée est observée avec un objectif de grandissement X40.
La faible profondeur de champ d’un tel objectif rend la réalisation d’un cliché difficile.
On peut néanmoins voir les stries sur la face supérieure de ’écaille. Elles sont paralleles
a l'axe base-apex de I'écaille. La distance entre deux stries consécutives est de 'ordre
du micrometre. Ces stries sont communes & presques toutes les especes de papillons ; ici
elles sont 'origine de 1’éclat bleu.
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M. rhetenor rhetenor

F1a. 1.7 — Ecailles de M. rhetenor observées au microscope photonique (d’apres Cathe-
rine CASSILDE). Les barres d’échelle représentent 200 pm.
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Fi1G. 1.8 — Membrane alaire de M. menelaus.

FIG. 1.9 — Bcaille de M. rhetenor isolée observée au microscope photonique.

23



Miroir de Objectif
balayage _

=

| E
z

=

<

I 2

<9

=

Laser

Plan focal

Diaphragme

Détecteur

Fi1a. 1.10 — Schéma de principe de la microscopie confocale

1.4 Microscopie confocale

Breveté en 1957, le microscope confocal est un microscope photonique de tres faible
profondeur de champ. Le principe en est représenté en figure 1.10. Un tres petit dia-
phragme est placé devant le détecteur, dans un plan conjugué du plan que ’on souhaite
observer. Il coupe la lumiere parasite qui vient des plans voisins de celui-ci, ce qui aug-
mente le contraste de I'image. La source est un laser. Des miroirs de balayage font
balayer le champ au faisceau laser pour construire une image. Puis un piezoélectrique
déplace longitudinalement ’objectif pour positionner le plan focal dans la profondeur de
I’échantillon ; la série d’images ainsi acquises permet de construire une représentation en
trois dimensions de 1’objet observé.

Les mesures sur M. rhetenor ont été réalisées lors de la démonstration par I’entreprise
Nanofocus d’un microscope confocal portable. L’échantillon est un morceau d’aile fixé
sur du carton noir. Une numérisation en trois dimensions de la face supérieure des écailles
a pu étre construite (figure 1.11).

Sur la figure 1.12, une carte des hauteurs sur plusieurs écailles révele un léger chevau-
chement latéral de celles-ci. 1l les incline de 6°. Nous avons vu en microscopie photonique
qu’il dépend beaucoup de la région de 'aile observée ; dans I’aire basale il est beaucoup
plus important que dans une région plate et homogene comme celle dans laquelle cet
échantillon est prélevé.

Une carte des hauteurs sur une seule écaille (figure 1.13) révele une déformation
relative de sa face supérieure. C’est une vallée, parallele a ’axe base-apex de 1’écaille,
d’l pm de profondeur, ce qui correspond a une pente de 4° et n’a donc pas une grande
conséquence sur I’aspect visuel de I'écaille. Cette déformation a été observée sur plusieurs
écailles. Sur le profil, les plus petites oscillations pourraient étre liées aux stries, mais on
est juste a la limite de résolution de ’appareil, si bien que, si on sent les stries, on les
sous-échantillonne et on ne peut pas mesurer leur période.
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Fi1c. 1.11 — Reconstitution en trois dimensions des écailles de M. rhetenor par micro-

scopie confocale
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FIG. 1.12 — Ecailles de M. rhetenor observées en microscopie confocale : image et profil
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F1c. 1.13 — Ecaille de M. rhetenor observée en microscopie confocale : image et profil
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1.5 Microscopie électronique a balayage

Principe

Le pouvoir de résolution en microscopie optique est limité par la longueur d’onde
de la lumiere. En 1924, DE BROGLIE émet I'hypothese de la nature ondulatoire des
électrons. La longueur d’onde associée a 1’électron est bien plus faible que celle associée
au photon, c¢’est pourquoi on peut attendre de la microscopie électronique une meilleure
résolution.

La source d’un microscope électronique a balayage est un canon a électrons. Une
colonne de « lentilles électroniques » met en forme le faisceau et lui fait balayer la surface
de I’échantillon. Celui-ci est porté par une platine orientable. Des détecteurs captent et
analysent les rayons émis par ’échantillon.

Des collisions des électrons primaires (incidents) avec les atomes de lair provoque-
raient la diffusion de ces électrons et leur ralentissement, donc un élargissement spatial
et énergétique du faisceau de sonde, qui rendrait difficile 'analyse des rayonnements
émis par ’échantillon. C’est pourquoi on fait dans la chambre objet un vide poussé, de
I'ordre de 1072 Pa. D’autres pompes peuvent maintenir le niveau de vide nécessaire aux
différents niveaux de la colonne.

Différentes interactions peuvent se produire entre un électron primaire et un atome
de I’échantillon, donnant lieu a I’émission d’électrons secondaires, électrons rétrodiffusés,
électrons AUGER ou rayons X. Selon la nature de 1’échantillon, I'information recherchée
et la technique accessible, on privilégie la détection des uns ou des autres, dans notre
cas les électrons secondaires.

Un choc entre un électron primaire et un atome de I’échantillon peut provoquer
I’éjection d’un électron peu lié, appelé « électron secondaire ». Un électron primaire
peut générer plusieurs électrons secondaires. Ces électrons ont une énergie relativement
faible, de I'ordre de 50 eV. Par conséquent une faible différence de potentiel suffit a les
dévier. La détection est donc aisée et on obtient souvent un bon rapport signal/bruit
et une bonne résolution. En pratique, on place devant le détecteur d’électrons une grille
que l'on porte a un potentiel de I'ordre de 300 V. Ainsi seuls les électrons secondaires
sont orientés vers le détecteur.

Puisque les électrons secondaires ont une faible énergie, ceux qui sont détectés pro-
viennent d’une profondeur dans I’échantillon de moins de 10 nm. Donc toute variation
de la surface de I’échantillon entralne une variation du nombre d’électrons secondaires.
La mesure de cette variation donne acces a la topographie de I’échantillon. La région
de I’échantillon qui émet des électrons secondaires est celle bombardée par le faisceau
primaire. La résolution est donc de l'ordre de grandeur du diametre de ce faisceau;
dans notre cas sa valeur minimale est 5 nm. Quand l'incidence augmente, la surface
excitée augmente et le nombre d’électrons secondaires émis augmente. Donc une pente
en surface de I’échantillon apparailt plus lumineuse qu’une région orthogonale a ’axe
du microscope. On parle de « contraste topographique ». Cet effet est accentué par le
fait que le détecteur est loin de la normale a ’échantillon. Sa position presque rasante
provoque des effets d’ombrage.
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L’échantillon idéal pour la microscopie électronique a balayage est :

— plat, de taille environ 1 cm : on découpe un morceau dans une cellule de I’aile;

— propre : selon l'origine et la conservation du papillon, c’est le plus souvent le cas;

— déshydraté : les insectes le sont le plus souvent lors de la capture, 'abdomen des

papillons est retiré;

— conducteur. . .
Dans notre cas, le morceau d’aile est isolant, donc il risque de « charger » c’est-a-dire
que les électrons s’accumulent au niveau des écailles et provoquent une surbrillance sur
I'image. Pour éviter ce phénomene on peut utiliser un faisceau primaire de basse énergie,
ici cela ne suffit pas et il faut métalliser I’échantillon. Le morceau d’aile est fixé a la platine
porte-échantillon avec du papier adhésif et de la colle conducteurs. Puis il est couvert
par pulvérisation cathodique d’une fine couche d’or et de palladium. L’épaisseur de la
couche nuit a la résolution. Sur des écailles de papillon on dépose le plus souvent 3 &
5 nm d’or. Le modele de microscope électronique a balayage utilisé ici est un Zeiss 440
Stereoscan. La source délivre un faisceau dont ’énergie peut varier de 5 keV a 30 keV,
habituellement 15 keV.

Images

Sur la figure 1.14, image (a), on a une vue d’ensemble des écailles de M. rhetenor. Les
écailles de fond sont bien ordonnées. La résolution est meilleure qu’en microscopie optique
et on peut voir quelques stries, écailles endommagées et poussieres, mais c’est surtout
ici la profondeur de champ qui rend l'observation plus confortable qu’en microscopie
optique.

Sur I'image (b), 'apex d’une écaille de fond est coupé avant 1'observation et on peut
voir la section de l’écaille. Une écaille est formée de deux feuillets chitineux. La face
inférieure, faisant face a la membrane alaire, est généralement lisse. La face supérieure, du
coté du monde extérieur est plus épaisse et montre chez les papillons une grande diversité
de structures. Entre les deux, des trabécules maintiennent la structure. Si on considere
I’écaille comme une soie sensorielle, il n’est pas surprenant que sa face supérieure soit
perforée de pores permettant le passage de substances du monde extérieur vers le monde
intérieur de l'insecte. Ici, chaque strie de la face supérieure de 1’écaille est un empilement
d’une dizaine de lamelles de chitine. La profondeur des stries, plus d’un micron, est
bien plus grande que la distance inter-stries, ce qui fait de notre structure un réseau de
diffraction « profond ». Cette structure est typique des Morphos ; par exemple les écailles
structurales de M. menelaus et M. sulkowskyi ont rigoureusement la méme architecture,
elles different légerement par les dimensions et le nombre de lamelles empilées dans
chaque strie. Sur cette image la face inférieure de ’écaille n’est pas plate et les stries ne
sont pas bien droites et paralleles; ceci est sans doute di a la technique d’observation
(section de I’écaille, charge. ..). D’apres les autres observations on peut dire qu’en général
elle le sont.

Sur I'image (c), la face supérieure d’une écaille particulierement endommagée permet
de voir le profil des stries. La face inférieure de I’écaille est arrachée. Dans chaque strie,
les lamelles sont tres longues et droites, légerement inclinées par rapport au plan moyen
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F1G. 1.14 — écailles de M. rhetenor au MEB
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de la face supérieure de I’écaille. Des microtrabécules les maintiennent. Chez d’autres
Morphos, les lamelles peuvent étre plus courtes et beaucoup plus inclinées par rapport au
plan moyen de la face supérieure de 1’écaille. Une fois encore la régularité et la profondeur
du réseau sont frappantes.
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1.6 Microscopie électronique en transmission

Principe

Dans un microscope électronique en transmission (MET), I’échantillon est placé dans
la « colonne ». Il est traversé par le faisceau d’électrons délivré par le canon et mis en
forme par les lentilles électroniques. Des lentilles magnétiques imagent 1’échantillon sur
un écran fluorescent. Les interactions du faisceau d’électrons avec ’échantillon, selon
son épaisseur, sa densité et sa nature chimique, déterminent le contraste de l'image.
L’échantillon doit étre tres mince pour que le faisceau soit transmis. Il doit résister a
I'impact du faisceau et au vide de la colonne, et étre conducteur pour ne pas « charger ».
Sa préparation est donc cruciale.

Préparation des échantillons

Les techniques de péparation sont tres variées. Par exemple dans certains matériaux
on peut découper la lame & observer avec un faisceau d’ions focalisé. Ici nous présentons la
préparation d’échantillons biologiques. Chaque étape de la préparation doit étre adaptée
a I’échantillon étudié. Par exemple on utilise une résine de méme dureté qu