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Résumé de thèse 

De nombreuses espèces de papillons aposématiques possèdent des défenses chimiques 

associées à des patrons de coloration vifs constituant un signal d’alerte visuel pour les 

prédateurs. En population naturelle, il est fréquemment observé des convergences évolutives 

de ces motifs colorés entre espèces phylogénétiquement distantes. Ainsi, des « cercles 

mimétiques » formés de plusieurs espèces à l’apparence similaire émergent localement. Ces 

interactions de mimétisme Müllerien sont positives pour les papillons. En effet, plus le nombre 

d’individus et/ou d’espèces partageant le même motif est grand, plus ce signal d’alerte est 

efficacement appris par les prédateurs qui subissent les effets des défenses chimiques. Bien 

que l’évolution de l’aposématisme ne soit pas totalement élucidée, l’évolution des défenses 

chimiques au sein des lignées de lépidoptères a probablement joué un rôle important dans 

l’émergence de la convergence évolutive pour le signal d’alerte coloré entre espèces 

mimétiques.  

Dans le cadre de cette thèse je m’intéresse à des papillons mimétiques, principalement de la 

tribu des Heliconiini mais aussi de la tribu des Ithomiini (Nymphalidae). Ces deux clades ont 

divergé il y a 82 millions d’années. Si des espèces de ces deux tribus ont convergé vers un 

même patron de coloration, elles présentent en revanche des défenses chimiques très 

différentes dont les voies d’acquisition sont contrastées, ce qui peut causer d’importantes 

variations intra et interspécifiques qui à leur tour ont des conséquences sur le comportement 

des prédateurs et la dynamique du mimétisme. Les Heliconiini séquestrent des glucosides 

cyanogènes au stade larvaire à partir des feuilles de passiflores (Passifloraceae) mais 

synthétisent aussi de façon endogène ces métabolites secondaires tout au long de leur vie. En 

revanche, chez les Ithomiini, les défenses chimiques proviennent d’alcaloïdes pyrrolizidiniques 

acquis principalement au stade adulte à partir de fleurs ou végétaux en décomposition de la 

famille des Asteraceae, des Boraginaceae et des Apocynaceae. Les origines végétales variées 

et la possibilité d'une voie endogène des défenses chimiques ainsi que la différence dans les 

stades développementaux où elles sont acquises (chenille ou adulte) suggèrent une évolution 

différente des défenses chimiques dans ces deux tribus. 

Au cours de cette thèse j’ai pu montrer que la considération du mimétisme Müllerien est 

cruciale pour l’implémentation de modèle théorique visant à comprendre les boucles de 



rétroaction entre mimétisme, aposématisme et spécialisation sur les plantes hôtes. L’analyse 

des variations qualitatives et quantitatives des glucosides cyanogènes d’Heliconiini sauvages 

a mis l’accent sur l’influence des relations phylogénétiques mais aussi de facteurs 

écologiques : interaction mimétique, spécialisation à la plante hôte et micro-habitat, sur 

l’évolution des défenses chimiques. Elever des Heliconiini en conditions contrôlées précisa les 

variations des défenses chimiques au cours du développement et le contrôle génétique sur 

les glucosides cyanogènes synthétisés. Les papillons de ces deux tribus peuvent séquestrer un 

très grand panel de molécules candidates aux vues de la diversité des molécules produites par 

les plantes. Pourtant, la diversité des molécules de défenses connues des Heliconiini est assez 

restreinte contrairement à celle des Ithomiini. En exploitant des techniques de chimie 

analytique j’ai pu explorer la diversité des glucosides cyanogènes des Heliconiini et des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques des Ithomiini pour tenter de découvrir de nouvelles molécules de 

défenses. La combinaison d’approches méthodologiques : de modélisation, de 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem, de signal 

phylogénétique, d’élevage de papillon, d’imagerie par spectrométrie de masse et de réseau 

moléculaire a permis d’explorer des questions évolutives en alliant biologie, chimie des 

substances naturelles et phylogénie.   



Thesis summary  

Many species of aposematic butterflies express chemical defences associated with bright 

colour pattern perceived as a visual warning signal by predator. Within natural population, 

evolutionary convergent for a given colour pattern is frequently observed between 

phylogenetical distant species. Locally, this leads to the emergence of “mimicry rings” 

composed by several species sharing a given colour pattern. Müllerian mimetic interactions 

are positive for butterflies. Indeed, the more individuals and/or species share a given colour 

pattern, the better the warning signal is learnt by predator which undergo chemical defence 

effects. Although aposematism evolution is not fully understood, chemical defence evolution 

probably played an important role in the emergence of evolutionary convergence toward a 

coloured warning signal among mimetic species. 

As part of this thesis, I was interested in mimetic butterflies mostly from the Heliconiini tribe 

but also from the Ithomiini tribe (Nymphalidae). These two clades have diverged 82 million 

years ago. Although some species from these tribes have converged toward a given colour 

pattern, they express dramatically different defensive compounds acquired by contrasted 

ways. Important chemical defence variations can have consequences on predator’s behaviour 

and then on the whole mimicry dynamic. During larval stage, Heliconiini butterflies sequester 

cyanogenic glucosides from passion-vines (Passifloraceae) but also synthesize these 

metabolites though their lifetime. By contrast, Ithomiini uptake pyrrolizidine alkaloids mostly 

during adulthood from flowers and spoiled plants from Asteraceae, Apocynaceae and 

Boraginaceae families. The multitude plant sources and the possibility of an endogen synthesis 

of chemical defences, as well as their acquisition during different developmental stage 

(caterpillar versus adult) suggest a different evolution of chemical defences within these two 

tribes. 

During this thesis, I showed that considering Müllerian mimicry is a crucial factor to design 

theoretical models aiming to unravel interplays between mimicry, aposematism and host 

plant specialization. Within wild Heliconiini, analysing qualitative and quantitative variation of 

cyanogenic glucosides highlighted the strong influence of phylogenetic relationship but also 

ecological factors: mimicry, host plant specialization and local habitat, on chemical defence 

evolution. Rearing Heliconiini in controlled conditions helped characterising chemical defence 



variation over developmental stages and the genetic control over cyanogenic glucoside 

synthesis. Theoretically, butterflies from these two tribes can sequester a plethora of 

molecules in regards of the wide diversity of secondary metabolites produced by plants. 

Within Heliconiini, the panel of known defensive metabolite is pretty narrow by contract to 

the Ithomiini one. Taking advantage of analytical chemistry methods, I explored the diversity 

of cyanogenic glucosides from the Heliconiini tribe, and pyrrolizidine alkaloids from the 

Ithomiini tribe, and I tried to reveal new defensive molecules. The combination of different 

methodological approaches: modelling, liquid chromatography coupled with tandem mass 

spectrometry, phylogenetic signal, rearing butterflies, imaging mass spectrometry and 

molecular network allowed me to explore evolutionary thematic by associating biology, 

natural product chemistry and phylogeny.   
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INTRODUCTION GENERALE 

Adaptation des papillons à des plantes hôtes chimiquement défendues 

Les relations plantes – herbivores déchainent les passions des naturalistes et scientifiques 

depuis des siècles. En 1964, Ehrlich et Raven inspirés des travaux de Brues sur les interactions 

papillons – plantes hôtes, formulent l’hypothèse de coévolution entre espèces (Brues, 1924; 

Ehrlich & Raven, 1964). Cette théorie stipule que les défenses des plantes exercent une 

pression de sélection sur leurs herbivores et que cela peut éventuellement conduire à la 

sélection d’individus porteurs de mutation leur permettant de surpasser les défenses des 

plantes. L’adaptation des herbivores aux défenses des plantes exerce en retour une forte 

pression de sélection sur ces dernières. L’influence réciproque des espèces en interaction 

peuvent entraîner des changements évolutifs successifs d’un ou plusieurs traits et peuvent 

ainsi mener à la formation de nouvelles espèces. L’enchaînement de cycles d’émergence 

d’attaques et contre-attaques est souvent qualifié de « course aux armement » ou 

« d’hypothèse de la Reine Rouge » (Van Valen, 1973).  

Les plantes et herbivores interagissent notamment via des médiateurs chimiques (Zagrobelny 

et al., 2008). Ce sont des molécules de petite taille en général, qui peuvent induire une 

réponse comportementale et/ou physiologique chez l’autre partenaire de l’interaction 

(Hossaert-McKey et al., 2012). Les plantes produisent une multitude de métabolites perçus 

par les herbivores dans des processus d’attraction, de répulsion, de défense et d’attaque 

(Detzel & Wink, 1993; Li & Ishikawa, 2006; Chantawee & Soonwera, 2018). En retour, les 

herbivores ont acquis des mécanismes leur permettant de contourner et manipuler les 

défenses chimiques des plantes, via des voies métaboliques de détoxication, excrétion ou 

séquestration des composés chimiques en jeu (Nishida & Fukami, 1990; Pentzold et al., 2014).  

Parmi les espèces animales décrites (953 434 espèces décrites pour une estimation totale de 

7,77 millions), au moins une sur quatre est un insecte herbivore (Janz et al., 2006; Mora et al., 

2011). Les interactions plantes – insectes sont au cœur des investigations scientifiques comme 

support d’études des phénomènes de l’évolution et de l’écologie. Les lépidoptères 

(Lepidoptera), communément appelés papillons, forment l’un des clades d’insectes 

phytophages les plus riches en terme de nombre d’espèces (Kristensen, 1999). Les données 
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considérables sur les interactions papillons – plantes hôtes en font un modèle privilégié pour 

analyser en particulier les mécanismes évolutifs de coévolutions dans un contexte de défenses 

chimiques. Les tandems les plus intensément étudiés regroupent : les familles des piérides 

(Pieridae) et brassicacées (Brassicaceae, anciennement Cruciferaceae), le genre des 

monarques (Danaus, Nymphalidae : Danainae) et des asclépiades (Asclepias, Asclepiadaceae) 

ainsi que la tribu des Heliconiini (Nymphalidae : Heliconiinae) et la famille des passifloracées 

(Passifloraceae) (Fig. 1) (Brower et al., 1972; Benson et al., 1975; Braby et al., 2012). 

 

Figure 1 : Illustration de quelques systèmes modèles pour l’étude des mécanismes de 

coévolution entre plantes hôtes et papillons chimiquement défendus. Colonne de gauche la 

piéride du chou Pieris brassicae au stade larvaire et adulte ainsi qu’une de ses plantes hôtes : 

le chou commun Brassica oleracea. Crédits photos : Didier Descouens, Ombeline Sculfort pour 

l’adulte et sa plante hôte. Colonne du milieu, le monarque Danaus plexppus et la plante hôte 

Asclepias syriaca. Crédits photos : Fondation David Suzuki, Ombeline Sculfort et Derek Ramsey. 

La présente thèse s’ancre dans le système Heliconiini – Passifloraceae représenté colonne de 

droite avec le papillon Heliconius numata et la passiflore Passiflora edulis. Crédits photos : 

Ombeline Sculfort pour les papillons et Bruno Navez pour la passiflore. 

Pieris brassicae               Danaus plexppus             Heliconius numata 

Brassica oleracea              Asclepias syriaca              Passiflora edulis 
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Heliconiini et Passifloraceae : partenaires d’interactions évolutives 

Grâce aux prospections naturalistes et scientifiques, une quantité importante d’observations 

et de données existent sur les interactions entre les Heliconiini et leurs plantes hôtes de la 

famille des Passifloraceae (Benson, 1978; Brown, 1981; Gilbert, 1982). Ils sont autant connus 

pour patrons de coloration chatoyants et contrastés que pour leur association très étroite 

avec les Passifloraceae ayant pourtant évolué plusieurs traits physiques et physiologiques 

avantageux contre la plupart des herbivores. 

Heliconiini (Nymphalidae : Heliconiinae), une diversité fascinante 

Les Heliconiini constituent la famille des Heliconiinae avec trois autres tribus : Acraeini 

(régions tropicales d’Amérique et Afrique), Argynniini (régions tempérées, alpines et 

arctiques), Vagrantini (distribués en Asie) (Penz & Peggie, 2003). Les Heliconiini sont des 

papillons américains dont la répartition s’étend des Etats-Unis à l’Argentine en passant par les 

Galapagos, les Bermudes, les Caraïbes, les Antilles et Hawaii (où ils ont été introduit comme 

prédateurs naturels pour lutter contre les passiflores invasives) (Brown, 1981; Waage et al., 

1981; Rosser et al., 2012). La diversité des espèces atteint son paroxysme dans le bassin 

amazonien supérieur ou les aires de répartitions des espèces andéennes et de basse-

Amazonie se chevauchent (Fig. 2) (Rosser et al., 2012). Les relations d’apparentements entre 

les espèces des Heliconiini ont récemment été mises à jour grâce aux techniques de la 

phylogénie moléculaire, en se basant sur 22 marqueurs mitochondriaux et nucléaires et en 

prenant en compte 92% des espèces de la tribu (Fig. 3) (Kozak et al., 2015). Cette tribu de 

papillons compte 77 espèces et 8 genres : Agraulis, Dione, Dryadula, Dryas, Eueides, 

Heliconius, Philaethria et Podotricha (Kozak et al., 2015).   
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Figure 2 : Aire de distribution et richesse spécifique des Heliconiini. Illustration d’après Rosser 

et al. (2012). Le code couleur représente le nombre d’espèces présente au sein d’une localité 

(minimum : bleu foncé = 1 espèce, maximum : rouge = 40 espèces).  

Richesse spécifique 

40 

1 
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Figure 3 : Phylogénie des Heliconiini basée sur 71 des 77 espèces, soit 92% des espèces de la 

tribu, et 20 marqueurs nucléaires et 2 marqueurs mitochondriaux. En ordonnée l’échelle des 

temps géologiques, Pli : Pliocène, Qu : Quaternaire. D’après Kozak et al.(2015). 
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Heliconius est le genre le plus riche et diversifié des Heliconiini avec 46 espèces, représentant 

60% de la tribu. Leur première description est signée par le collectionneur britannique James 

Petiver, qui publia en 1705 une illustration de Papilio mexicanus et Papilio surinamensis qui 

seront plus tard renommés Heliconius erato petiverana (en hommage à Petiver) et Heliconius 

numata (Fig. 4) (Petiver, 1705). La même année Maria Sibylla Merian, une artiste et 

entomologiste amateure néerlandaise, publia ses observations naturalistes faites au Surinam. 

Elle peigna la première représentation des différents stades développementaux d’un 

Heliconiini, ceux d’Agraulis vanillae associés à une orchidée la vanille (Vanilla planifolia), et sa 

fille peigna Heliconius ricini sur une plante de ricin commun (Ricinus communis) (Fig. 5) 

(Merian, 1705). Il semble que le choix des plantes fut purement esthétique mais elles furent 

associées à tort par Carl von Linné aux plantes hôtes des papillons, ce qui inspira le nom 

d’espèce de ces Heliconiini. Au XVIIIème siècle, les premières taxonomies sont réalisées par Carl 

von Linné (1758) et Kluk (1780), et le nom Heliconius qui signifie « habitants du Mont Helicon » 

fut établi. Cette montagne grecque était considérée divine car habitée par les muses ; les neuf 

filles de Zeus et de Mnémosyne. Ainsi, de nombreuses espèces portent aujourd’hui des noms 

inspirés de la mythologie grecque, tel H. erato, H. melpomene, H. charithonia… 

 

Figure 4 : Premiers dessins publiés en 1705 par James Petiver d’Heliconius erato (à gauche) et 

d’Heliconius numata (à droite).  
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Figure 5 : Peinture de Maria Sibylla Merian figurant une chenille, une pupe et deux adultes 

d’Agraulis vanillae sur une vanille (à gauche). Représentation d’Heliconius ricini adulte et d’une 

plante de ricin commun. 

 

Les Heliconiini sont un sujet d’étude récurent depuis le XIXème siècle dans de nombreux 

domaines tels que la génétique et génomique, l’évolution, la radiation adaptative, la 

spéciation, le comportement, la neurobiologie, l’aposématisme et les interactions mimétiques 

(Charlesworth & Charlesworth, 2011; Joron et al., 2011; Finkbeiner et al., 2012; Le Poul et al., 

2014; Merrill et al., 2015; Montgomery et al., 2016). Le célèbre naturaliste Henry Walter Bates 

se servit déjà du genre Heliconius pour illustrer les mécanismes de spéciation et la théorie 

naissante de la sélection naturelle (Bates, 1863). Les Heliconiini étant un modèle d’étude 

biologique, il est attendu que les résultats obtenus au sein de cette tribu soient extrapolables 

à d’autres organismes. Cependant il faut garder à l’esprit que ces papillons ne représentent 

que 0.02% des lépidoptères et qu’ils ont une écologie très particulière (Brown, 1981; Jiggins, 

2016).  
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Le genre Heliconius est divisé en deux clades : le « pupal-mating » clade et le « non-pupal-

mating » clade (Kozak et al., 2015; Thurman et al., 2018). La plupart du temps, les mâles du 

« pupal-mating » clade réalisent un comportement de reproduction caractéristique où ils 

repèrent une chrysalide et s’accouplent avec la femelle alors même qu’elle émerge. Ainsi, les 

femelles de ce clade ne choisissent souvent pas leur partenaire. En revanche, les femelles du 

« non-pupal-mating » clade, peuvent rejeter ou accepter un mâle en se basant sur la qualité 

de sa parade sexuelle (Deinert et al., 1994). 

En plus de consommer du nectar, les imagos du genre Heliconius consomment du pollen qu’ils 

récoltent avec leur trompe particulière, un trait unique parmi les lépidoptères (Fig. 6) (Gilbert, 

1972). Les adultes mangent le pollen d’espèces très variées, par exemple des cucurbitacées 

des genres Gurania et Psiguira (Cucurbitaceae) (Estrada & Jiggins, 2002). Les variations entre 

les espèces de fleurs visitées, dépendent des différences de micro-habitats entre les espèces 

de papillons parfois très proches. Par exemple, Heliconius melpomene et H. cydno partagent 

une même localité mais vivent dans des micro-habitats différents qui expliquent les 

différences de collection de pollen entre ces deux espèces au Panama (Estrada & Jiggins, 

2002). H. melpomene préfère les milieux ouverts tandis qu’H. cydno favorise les milieux plutôt 

fermés. Les Heliconius participent à la pollinisation des plantes, comme le révèlent certaines 

observations d’H. ethilla ou H. wallacei les ailes couvertes de pollen après avoir visité les 

passiflores P. kernesina ou P. coccinea (Benson et al., 1975). Les enzymes salivaires du papillon 

digèrent le pollen et libèrent les nutriments et acides aminés (Harpel et al., 2015). Ces valeurs 

nutritives sont investies dans i) la production de métabolites secondaires tel que les glucosides 

cyanogènes (Nahrstedt & Davis, 1985; mais voir aussi Cardoso & Gilbert, 2013), ii) la 

composition du spermatophore que le mâle transmet à la femelle lors de l’accouplement 

(Cardoso & Gilbert, 2006; de Castro, Demirtas, et al., 2019), iii) la production d’œufs (Gilbert, 

1972; Dunlap-Pianka et al., 1977) ainsi qu’au sein des œufs (O’Brien et al., 2003) et iv) 

expliquerait également l’importante longévité de ces papillons, jusqu’à 6 mois dans la nature 

et 9 mois en captivité (Gilbert, 1972). Bien que les adultes s’alimentent sur diverses essences 

florales, les chenilles consomment presque exclusivement des plantes du genre Passiflora et 

du genre frère Dilkea (Brown, 1981; Janzen, 1983). C’est en raison de leur très étroite 

interaction avec leurs plante hôtes, que les Heliconiini sont communément appelés 

« papillons des passiflores » (Benson et al., 1975; Smiley, 1978).  
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Figure 6 : A) Heliconius melpomene aglaope portant sur sa trombe sa récolte de pollen de 

Psiguria sp. (Cucurbitaceae). A noter que les Heliconiini ont de très grands yeux et la première 

paires de pattes atrophiées comme chez tous les Nymphalidae (Jiggins, 2016). B) Vue globale 

de la trompe d’H. melpomene et de ses sensilles trichomes (flèche), barre d’échelle = 500µm, 

et C) élargissement de la partie distale de la trompe et des sensilles styloconiques, barre 

d’échelle = 100µm. B et C, images en microscopie électronique à balayage de Krenn & Penz 

(1998). 

Passifloraceae et Passiflora 

La famille des Passifloraceae –passifloracées– a émergé il y a 65.5 millions d’années et est 

composée d’environ 750 espèces classées en 17 genres (Fig. 7) (Krosnick et al., 2013; Sader et 

al., 2019). Le genre Passiflora –communément appelé « passiflore »– est le plus important en 

terme de nombre d’espèces et le plus connu, grâce à ces nombreuses variétés de fleurs 

ornementales et la production de fruits comestibles ; les grenadilles et maracuja. Le genre 

Passiflora comprend environ 550 espèces réparties en 5 sous-genres : Astrophea (60 espèces), 

Decaloba (226 espèces), Passiflora (250 espèces), Tetrapathea (3 espèces), et le sous-genre 

polyphylétique Deidamioides (11 espèces). Les passiflores ont émergé il y a environ 42.9 

millions d’années et sont majoritairement distribuées dans les forêts tropicales du Mexique à 

l’Argentine, bien que 26 espèces soient répertoriées dans les régions sub-tropicales asiatiques 

et océaniques (Hansen et al., 2006; Sader et al., 2019). Ardemment étudiés par les 

ethnobotanistes et biochimistes, certains métabolites secondaires sont exploités en médecine 

traditionnelle et dans l’industrie pharmaceutique en raison de leurs propriétés aphrodisiaque, 

A            B 
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sédative, anxiolytique, coagulante, anti-inflammatoire, antioxydante, antibactérienne (Ingale 

& Hivrale, 2010). 

 

 

 

Figure 7 : Phylogénie simplifiée des Passifloraceae d’après Krosnick et al. (2013). Entre 

parenthèses est indiqué le nombre d’espèces au sein de chaque clade. Passiflora est à la fois 

un nom de genre et sous-genre mais le terme générique « passiflore » se réfère au genre. Une 

photo illustre une espèce par sous-genre. Espèces et crédits photos de haut en bas, P. arbelaezii 

(Miguel Molinari), P. arborea (John Ocampo), P. ovalis (Fernando Campos Neto), P. 

menispermifolia (Ombeline Sculfort), P. tetranda (Jeremy Rolfe) et P. auriculata (John Smiley).  
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Adaptation des Heliconiini aux défenses des passiflores   

Les interactions Heliconius – plantes sont donc opportunistes lorsque les papillons adultes 

participent à la pollinisation lors de leur collecte de pollen. En revanche au stade larvaire ces 

papillons font des ravages et impactent négativement la survie de la passiflore qu’ils 

attaquent, les chenilles très voraces étant les principales consommatrices des passiflores 

(Benson et al., 1975). Les passiflores –et les plantes de façon général– sont des organismes 

sessiles ne pouvant pas physiquement fuir les attaques. Certains traits de défenses ont évolué 

chez les passiflores sous la pression des herbivores et en particulier des chenilles Heliconiini, 

tel que des trichomes acérés perforant les jeunes chenilles (Gilbert, 1971). 

Identifier une plante hôte et dépasser les barrières physiques pré-oviposition 

Uns fois accouplée, les femelles Heliconiini arpentent la forêt à la recherche des plantes les 

plus convenables pour y pondre leurs œufs. La première étape étant de repérer les feuilles de 

la meilleure espèce de plante hôte parmi la végétation foisonnante et diversifiée. Les feuilles 

de passiflore ont des morphologies très variées ; limbe simple ou composée, poilue ou non, 

plus ou moins lobée ou dentée, de forme elliptique, falciforme, hastée, lancéolée, oblongue, 

ovale, palmée… (Fig. 8) (Wosch et al., 2015). Les feuilles des passiflores peuvent aussi être 

extrêmement similaires à celles d’espèces éloignées des genres Philodendron et Rubus qui 

partagent le même habitat (Gilbert, 1982). Ainsi, les espèces de passiflores tirent parfois leur 

nom en fonction des genres avec lesquels elles partagent des ressemblances morphologiques, 

tel que Passiflora laurifolia (pour le genre Laurus), P. morifolia (Morus) ou P. vitifolia (Vitis) 

(Killip, 1938). Sur le terrain il est possible d’observer que les passiflores d’une même localité 

ont tendance à avoir des morphologies très différentes, et que des variations inter-

individuelles et intra-individuelles existent puisque la forme des feuilles peut varier selon le 

stade développemental (Gilbert, 1982). Les femelles choisissent préférentiellement des 

passiflores non endommagées avec leurs bourgeons et jeunes tissus intact (Mugrabi-Oliveira 

& Moreira, 1996a). Chez les passiflores en bonne santé, des variations et nuances de couleurs, 

souvent blanche ou vert pâle, contrôlées génétiquement peuvent s’exprimer (Fig. 8) (Braglia 

et al., 2014). Ces variations de couleurs donne l’apparence d’une infection ou d’une attaque 

par des herbivores (Reeves, 2011; Lev-Yadun, 2018). Chez certaines plantes comme Caladium 

steudneriifolium (Araceae), il a été montré que ce phénotype bigarré entraine une diminution 
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de l’oviposition des papillons de nuit associés à cette plante (Soltau et al., 2009). Les bigarrures 

de certaines variétés de P. trifasciata ne rebutent pas les femelles H. erato à pondre 

(observation personnelle). Bien que de nombreuses espèces de passiflores puissent exhiber 

un phénotype bigarré, aucune étude n’a testé si cela influence ou diminue le comportement 

de ponte des femelles Heliconiini. Il a été également proposé que les points de colorations 

noirs des fleurs de certaines passiflores, puissent évoquer des fourmis, principales prédatrices 

des chenilles Heliconiini (Fig. 8) (Lev-Yadun, 2009). Bien que les papillons ne pondent pas sur 

les fleurs et que les chenilles ne les consomment pas, la présence supposée de fourmis 

décourage les femelles à pondre (Labeyrie et al., 2001).  

Les œufs et jeunes chenilles sont vulnérables et la plupart des chenilles d’Heliconiini sont 

agressives et cannibales (Benson et al., 1975). Les femelles choisissent une plante hôte 

dépourvue de toute concurrence, améliorant la survie de sa progéniture. Plus de 30 espèces 

de passiflores présentent des feuilles, pétioles, stipules ou tendrilles modifiés en structures 

ovoïdes jaunes ressemblant à des œufs des Heliconiini (Fig. 8) (Brown, 1981; Gilbert, 1982). 

Ces structures ressemblant aux œufs de congénères, sont efficaces dans la diminution de 

l’oviposition. Une ablation artificielle de ces faux œufs rend les P. cyanea 60% plus attractives 

et vulnérables vis-à-vis des femelles H. cydno (Williams & Gilbert, 1981). Les espèces, comme 

H. numata ou H. erato, pondant des œufs solitaires sont susceptibles de se désintéresser des 

plantes avec de telles structures. En revanche, les espèces dont les chenilles sont grégaires et 

dont les femelles pondent en groupe comme H. charithonia ou H. doris pourraient être 

attirées par les plantes exprimant ces éléments jaunes (Benson et al., 1975). 

L’efficacité des femelles Heliconiini à sélectionner une plante hôte fait probablement partie 

des pressions de sélection qui pourrait expliquer l’émergence de tant de diversité 

morphologique chez les passiflores (Gilbert, 1975, 1982, 1991). Les Heliconiini adultes ont une 

très bonne vision, de grands yeux avec plus de familles de pigments que les autres papillons 

et peuvent voir un large spectre lumineux ; des ultraviolets au rouge (440 – 640 nm) (Briscoe 

& Chittka, 2001; Briscoe et al., 2010; Yuan et al., 2010). Bien que la capacité de voir dans un 

spectre lumineux étendu semble avoir été sélectionnée en réponse à la communication 

interspécifique, il ne peut être exclu que cela puisse entrer en jeu lors de l’identification des 

plantes hôtes (Briscoe et al., 2010; Bybee et al., 2012). Ces papillons peuvent non seulement 
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apprendre et mémoriser les morphologies des feuilles de leurs plantes hôtes, mais également 

se souvenir de leur localisation et les revisiter (Ehrlich & Gilbert, 1973; Mallet et al., 1987; 

Dell’Aglio et al., 2016). 

Les femelles Heliconiini survolent donc la végétation pour trouver la meilleure plante hôte 

mais les indices visuels seuls ne suffisent pas à déclencher l’oviposition (Brown, 1981; Gilbert, 

1982; Dell’Aglio et al., 2016). Une fois une plante candidate trouvée, les femelles inspectent 

les feuilles avec leurs antennes, trompe, et leur première paire de pattes avant (chez les 

Nymphalidae la première paire de pattes est atrophiée et n’a pas de fonction locomotrice) où 

sont exprimés des chémorécepteurs pour identifier et évaluer la qualité de la plante (Benson 

et al., 1975; Silva et al., 2018). Chez les insectes les chémorécepteurs sont l’ensemble des 

récepteurs olfactifs (détection des molécules odorantes), des récepteurs ionotropiques 

(détection des molécules odorantes et gustatives) et des récepteurs gustatifs (détection des 

molécules  gustatives et du dioxyde de carbone CO2) (Slifer, 1970; Rimal & Lee, 2018). A ce 

jour, 73 gènes candidats de récepteurs gustatifs, dont 21 spécifiques au genre Heliconius ont 

été révélé grâce au séquençage du génome d’H. melpomene, mettant ainsi en lumière la 

prépondérance de ce sens (The Heliconius Genome Consortium et al., 2012; Briscoe et al., 

2013). De plus, les femelles expriment une plus grande diversité et abondance de ces 

récepteurs sur leurs pattes avant par rapport aux mâles (Briscoe et al., 2013). 

Adaptations post-oviposition des Heliconiini aux défenses physiques des passiflores 

Les feuilles de certaines espèces de passiflores sont couvertes de petites excroissances 

épidermiques appelées trichomes. Les trichomes sont de tailles variables et peuvent être 

unicellulaires ou pluricellulaires, glandulaire ou non (Payne, 1978). Les trichomes glandulaires 

ont des glandes pouvant synthétiser, stocker voire sécréter des métabolites secondaires 

(Tissier, 2012). Ce type de trichomes est peu fréquent chez les passiflores et n’a à ce jour été 

décrit que chez 4 espèces : P. clathrata, P. foetida, P. lepidota et P. villosa (Dhawan et al., 

2004). La nature des sécrétions de ces trichomes glandulaires reste encore à explorer. P. 

foetida a des trichomes glandulaires au niveau de ses bractées très ramifiées qui englobent et 

protègent les fleurs puis fruits. Cette passiflore est la seule connue pour produire des résines 

(Durkee et al., 1984). 

 



 

14 

 

 

 

Figure 8 : Défenses morphologiques des passiflores à dépasser par les Heliconiini. A) Diversité 

des formes des feuilles, de gauche à droite et de haut en bas P. auriculata, P. menispermifolia, 

P. tryphostemmatoides, P. coriaceae, P. vitifolia, P. biflora, P. ambigua (Jiggins, 2016). B) 

Phénotype bigarré et variation de couleur sur les feuilles de P. trifasciata (et H. melpomene 

amaryllis) et C) autre variété de P. trifasciata (Ombeline Sculfort). D) Anthères de Passiflora sp. 

tachetés de noir, pouvant évoquer des fourmis pour les papillons (Lev-Yadun, 2016). E) 

Structures jaunes et ovoïdes ressemblant aux œufs des Heliconiini (Maurizio Vecchia), F) 

comparaison entre un œuf jaune d’Heliconius (à gauche) placé artificiellement à côté des 

nectaires extra floraux (à droite) de la même couleur à la base d’une feuille de passiflore 

(Lawrence Gilbert). G) Photos en microscopie électronique des trichomes de P. lobata, 

enveloppés de soie produite par Heliconius charithonia, et H) bout de trichome grignoté par H. 

charithonia (Cardoso, 2008). 
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Les trichomes glandulaires de P. foetida excrètent des substances collantes composées en 

partie de résines, sucres et enzymes protéolytiques qui neutralisent et digèrent les insectes 

(Radhamani et al., 1995; Rosa & Dornelas, 2012). Les trichomes non glandulaires sont apparus 

plusieurs fois chez les passiflores, au sein des sous-genres Astrophea, Decaloba et Passiflora 

(MacDougal, 1994; Wosch et al., 2015). Les espèces de passiflores ayant des trichomes à la 

fois extrêmement acérés et crochus sont peu nombreuses : P. adenopoda, P. lobata et P. 

warmingii (Gilbert, 1971; MacDougal, 1994). En laboratoires, toutes les jeunes larves 

d’Heliconius erato et H. melpomene transférées sur P. adenopoda ne survivent pas aux 

trichomes pointus. Les larves meurent transpercées ou de faim car elles ne peuvent pas se 

déplacer sur ces feuilles (Gilbert, 1971). Pourtant, les chenilles de Dione moneta et d’H. 

charithonia s’alimentent sur ce type de passiflore (Benson et al., 1975). Les chenilles d’H. 

charithonia recouvrent les trichomes de P. adenopoda de soie et mangent également leur 

extrémité pointue (Fig. 8) (Cardoso, 2008). 

Les œufs et jeunes chenilles d’Heliconiini sont soumis à une forte prédation notamment des 

fourmis. Les Heliconius ont tendance à coloniser les passiflores lorsque les fourmis sont 

absentes (Labeyrie et al., 2001). La très grande majorité des passiflores expriment des 

nectaires extra floraux ; des glandes sécrétant un nectar très sucré qui attire les insectes et 

principalement les fourmis, mais aussi des parasitoïdes d’Heliconiini (Bentley, 1977; Turner, 

1981; Smiley, 1986). La présence des fourmis augmente drastiquement la mortalité des larves, 

surtout lors des deux premiers stades lorsque les larves sont encore très petites (Smiley, 

1985). Cette forte pression de sélection a fait émerger des comportements particuliers aussi 

bien chez les adultes que les chenilles. Les femelles inspectent avec attention les plantes pour 

évaluer la menace des fourmis. Certaines pondent sur les feuilles sénescentes ou à l’extrémité 

des vrilles où les fourmis patrouillent peu, ou pondent même sur les plantes adjacentes 

d’autres espèces pour protéger leurs œufs (Benson et al., 1975; Young & Young, 1975). La 

plupart des chenilles s’alimentent en étant sous les feuilles, ce qui les rend moins visibles pour 

les oiseaux ou les parasitoïdes (Jiggins, 2016). Les chenilles de Dryas iulia et Philaethria dido 

découpent une bandelette de feuille et s’isolent au bout afin de se reposer loin des fourmis 

patrouilleuses (Benson et al., 1975; Mega & de Araújo, 2008). La fréquence de ce 

comportement diminue à partir du troisième stade larvaire chez D. iulia lorsque les chenilles 

sont plus grosses et donc moins vulnérables (Mega & de Araújo, 2008). Les chenilles de la 
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majorité des espèces d’Heliconiini (H. erato, H. numata, H. hecale…) sont solitaires, agressives 

avec de longs piquants en guise de défenses physiques, d’autres espèces (Dione juno, H. sara, 

H. doris…) aux piquants plus courts sont grégaires et se protègent les unes les autres (Benson 

et al., 1975; Turner, 1981).  

Selon les espèces, les chenilles d’Heliconiini peuvent réaliser leur développement sur un panel 

plus ou moins étendu d’espèces de passiflores. Une espèce peut avoir plusieurs plantes hôtes 

acceptables pour l’oviposition mais avec des variations de survie et/ou développement des 

larves (Benson, 1978). Certaines espèces généralistes ont des dizaines de plantes hôtes 

acceptables, tel Agraulis vanillae : 50 espèces, Heliconius numata : 30 espèces. Au contraire, 

les espèces spécialistes ont un nombre très restreint de plantes hôtes, les chenilles H. 

telesiphe se nourrissent exclusivement de P. telesiphe et H. hewistonii de P. pittieri (Knapp & 

Mallet, 1998; Robinson et al., 2010). L’adaptation des papillons à une plante hôte ne résulte 

pas seulement des profils chimiques des plantes. Il existe une très forte compétition 

interspécifique mais également intraspécifiques pour l’accès aux sites de ponte sur les 

passiflores. En effet les femelles Heliconiini intègrent diverses variables dans le choix d’un site 

de ponte tel que la chimie de la passiflore mais aussi la présence ou l’absence de congénères. 

La compétition augmente si les plantes hôtes se font rares ou si des œufs ou larves d’autres 

Heliconiini sont déjà présents (Mugrabi-Oliveira & Moreira, 1996b). Au contraire, la 

compétition entre Heliconius diminue lorsque l’abondance des passiflores augmente (Benson, 

1978; Gilbert, 1980). En termes de plantes hôtes, les Heliconiini occupent une niche unique. 

La spécialisation pour les espèces de passiflore mais aussi la répartition des ressources ; sur 

un même pied de passiflore certaines espèces d’Heliconiini utilisent les feuilles matures alors 

que d’autres consomment les jeunes pousses (Millan et al., 2013), ce qui réduit la compétition 

entre espèces et individus.  
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Défenses chimiques des passiflores ; production des médiateurs d’une guerre 

silencieuse 

Les passiflores synthétisent pléthore de métabolites secondaires : des molécules de petit 

poids moléculaire en générale et qui n’assurent pas les fonctions vitales de la plante. Parmi 

les familles chimiques synthétisées il y a notamment : des alcaloïdes β–carbolines (Cavin & 

Bradley, 1988), des flavonoïdes (Echeverri et al., 1991), des saponines (Reginatto et al., 2004), 

des composés phénoliques (Bennett & Wallsgrove, 1994) et des glucosides cyanogènes qui 

seront décrits plus en détail (Olafsdottir, Andersen, et al., 1989; Andersen et al., 1998). Bien 

que ces molécules aient des propriétés anti-herbivores, les chenilles Heliconiini consomment 

bien souvent les passiflores indépendamment de leur teneur en défense chimique, indice 

qu’elles peuvent gérer ces métabolites et/ou leurs dérivés (Smiley & Wisdom, 1985).  

Les saponines ne sont pas très répandues chez les passiflores et sont décrites dans quelques 

espèces ; P. alata, P. edulis et P. quadrangulari (Yoshikawa et al., 2000; Reginatto et al., 2001, 

2004). La plus abondante, semble être la quadranguloside d’abord isolée chez P. 

quadrangularis, puis P. alata. Cette molécule pourrait être efficace contre la prédation des 

Heliconiini puisque une étude montre que Dione juno ne survit pas à la consommation de P. 

alata et qu’H. erato et H. charithonia refusent de s’alimenter sur P. quadrangularis (Smiley, 

1982; Boiça Júnior et al., 2008). Ces résultats sont à nuancer puisque P. alata et P. 

quadrangularis synthétisent d’autres molécules de défenses et sont au contraire répertoriées 

comme une plante hôte de D. juno et H. charithonia respectivement (Jiggins, 2016).  

Il est probable que la plupart des flavonoïdes n’aient pas d’effet sur les Heliconiini. Jusqu’à 

présent seule l’ermanine, extrait et purifié des sécrétions résineuses de P. foetida, puis 

appliqué sur P. quadrangularis et P. molissima est responsable d’une baisse de la prédation 

par Dione juno (Echeverri et al., 1991).  

Les tanins, acide caféique et acide chlorogénique sont des composés phénoliques métabolisés 

à partir d’acides aminés aromatiques et ayant des propriétés anti-herbivores (Barbehenn et 

al., 2003). Ils sont décrit chez plusieurs espèces de passiflores (Smiley & Wisdom, 1985; 

Saravanan et al., 2014). Les tanins –polyphénols hydroxylés– forment des liaisons hydrogènes 

avec les enzymes digestives ce qui réduit l’absorption des nutriments, mais contrairement aux 

premières théories formulées, ceci s’observe à forte concentration et chez des mammifères 
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et non chez les insectes (Karowe, 1989; McSweeney et al., 2001). Le pH basique du tube 

digestif des insectes inhibe la formation de complexe tanin-protéines et le pH a tendance à 

être plus élevé chez les insectes consommateurs de plantes riches en tanins (Berenbaum, 

1980; Barbehenn & Constabel, 2011). Les effets délétères des tanins sont plutôt dus à leur 

oxydation et la formation d’espèces réactives de l’oxygène responsables d’un stress oxydatif 

(Halliwell & Gutteridge, 2015) 

Chez les passiflores, les alcaloïdes β–carbolines dérivant de l’acide aminé tryptophane sont les 

plus communs. Une étude sur 91 espèces de passiflores a révélé que plus de la moitié 

expriment ces alcaloïdes β–carbolines (Abourashed et al., 2003). L’harmalol, harmaline, 

harman et l’harmine ont des propriétés anti-herbivores contre certaines chenilles de papillons 

(Cavin & Rodriguez, 1988; Rizwan-ul-Haq et al., 2009). Elevées sur P. biflora ou P. 

quadrangularis, les chenilles Heliconiini ingèrent les alcaloïdes β–carbolines qui sont soit 

rapidement excrétés dans les fèces, soit séquestrés jusqu’au stade adulte, et potentiellement 

transmis aux descendants puisque ces molécules sont également détectées dans les œufs 

(Cavin & Bradley, 1988). Les papillons des tribus sœurs Heliconiini et Acraeini peuvent 

séquestrer l’harmine et l’harmane (Cavin & Bradley, 1988). Il n’y a pas d’autre étude sur 

l’interaction alcaloïdes β–carbolines – Heliconiini et des recherches plus poussées sont 

nécessaires afin de mieux la comprendre. Les alcaloïdes β–carbolines ne sont pas les seuls 

phyto-composants séquestrés au stade larvaires par les Heliconiini qui stockent également 

des glucosides cyanogènes à partir des passiflores (Engler et al., 2000; de Castro, Zagrobelny, 

et al., 2019). 
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Spécialisation des Heliconiini aux glucosides cyanogènes des passiflores 

 

La recherche scientifique sur les interactions Heliconiini – passiflores a un rôle prépondérant 

dans la compréhension de la coévolution entre les insectes et leurs plante hôtes mais aussi 

dans le rôle des métabolites secondaires impliqués dans la défense chimiques de ces plantes 

hôtes. Au cours de l’évolution est apparue la capacité de séquestration des glucosides 

cyanogènes (boîte 1) cyclopenténoïques de passiflores par les larves d’Heliconiini. Jusqu’à 

Ce sont des cyanhydrines glucosilés ou α-

hydroxynitriles-O-β-glycoside (Conn, 1980; Yamane 

et al., 2010). Deux chaînes radicalaires variables (R1 

et R2), un glucose et un groupe cyanure sont 

disposés autour d’un carbone asymétrique central 

(ci-contre). Ils sont classés en trois classes suivant 

l’acide aminé dont ils sont dérivés, (Morant et al., 

2008) : 

Aromatique : dérive des acides aminés aromatiques 

L-phénylalanine ou L-tyrosine. A partir d’extrait 

d’amande amère, l’amygdaline fut le premier 

glucoside cyanogène décrit en 1830 (Robiquet & 

Boutron-Charlard, 1830). 

Aliphatique : métabolisé à partir de la L-valine, L-

leucine ou L-isoleucine. La linamarine et 

lotaustraline sont parmi les plus connus. 

Cyclopenténoïque : synthétisés à partir de la L-2-

cyclopentenyl-glycine, un acide aminé non 

protéique. 

Boîte 1 : Qu’est-ce qu’un glucoside cyanogène ? 

R1 
R2 
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présent, cinq de ces métabolites ont été reportés chez les Heliconiini ; les stéréoisomères 

tétraphylline B et épivolkenine, la tétraphylline A, le gynocardine et dihydrogynocardine (Fig. 

9) (Engler et al., 2000; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Les chenilles contournent ainsi les 

défenses chimiques des passiflores, et stockent les glucosides cyanogènes jusqu’à l’état 

adulte.  

Figure 9 : En encadré sont représentés les glucosides cyanogènes aliphatiques synthétisés par 

les Heliconiini et certaines passiflores. Les cinq glucosides cyanogènes cyclopenténoïques sont 

synthétisés par les passiflores et séquestrés par les Heliconiini. 

En plus de la séquestration, les Heliconiini synthétisent de novo les glucosides cyanogènes 

aliphatiques linamarine et lotaustraline, respectivement à partir des acides aminés L-valine et 

L-leucine (Nahrstedt & Davis, 1985). Les rares espèces de passiflores qui produisent la 

linamarine et la lotaustraline, le font en très petites quantités, et ne sont pas reconnues 

comme plantes hôtes majeures des Heliconiini, ce qui laissait à penser que les papillons ne 

peuvent qu’exclusivement synthétiser ces glucosides cyanogènes aliphatiques (Jaroszewski et 

al., 2002; Zagrobelny et al., 2008). Pourtant au moins cinq espèces de passiflores produisent 

ces molécules ; P. adenopoda, P. amoena, P. morifolia, P. pendens et P. subpeltata (Spencer 

et al., 1986; Olafsdottir, Andersen, et al., 1989; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Hormis P. 

amoena et P. pendens, ces espèces de passiflores sont répertoriées comme plantes hôtes d’au 

Linamarine   Lotaustraline           Gynocardine       Dihydrogynocardine 

Tétraphylline A       Tétraphylline B      Epivolkenine 
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moins huit espèces Heliconiini des genres Dione, Dryadula, Dryas, Eueides et Heliconius 

(Jiggins, 2016). Une étude récente à démontrée que des adultes peuvent également assimiler 

la linamarine et la lotaustraline à partir de solution déposées sur les feuilles (de Castro, 

Demirtas, et al., 2019). Il est donc important de considérer que des glucosides cyanogènes 

aliphatiques de passiflores peuvent potentiellement être séquestrés par les chenilles. 

Cette biosynthèse endogène est démontrée à la fois chez les chenilles et les adultes des genres 

Agraulis, Dryas et Heliconius, par incorporation d’acides aminés précurseurs radiomarqués 

(Nahrstedt & Davis, 1985; Davis & Nahrstedt, 1987). Les adultes Heliconius trouvent dans le 

pollen des fleurs une source d’acides aminés qui peuvent être investis dans la synthèse de la 

linamarine et lotaustraline. En laboratoire, que les individus bénéficient d’une alimentation 

supplémentée en acide aminé ou non, ils synthétisent toujours ces glucosides cyanogènes 

(Nahrstedt & Davis, 1985). En comparant la teneur en glucosides cyanogènes chez des adultes 

du genre Heliconius ayant accès ou non à du pollen ; une étude tend à montrer que l’apport 

de pollen stimule la synthèse (Nahrstedt & Davis, 1985) alors qu’une autre suggère que non 

(Cardoso & Gilbert, 2013). La concentration totale en glucosides cyanogènes paraît assez 

constante chez les Heliconiini à l’exception des Heliconius elle augmente au cours du temps 

(Nahrstedt & Davis, 1985; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Les espèces d’Heliconius 

consommatrices de pollen sont plus riches en glucosides cyanogènes par rapport aux espèces 

des autres genres d’Heliconiini (Nahrstedt & Davis, 1985; Cardoso & Gilbert, 2013). Cette 

différence s’observe même en considérant des individus Heliconius fraichement émergés 

donc n’ayant pas encore eu accès à du pollen (Cardoso & Gilbert, 2013). Cardoso et Gilbert 

(2013) suggèrent que i) chez les espèces non Heliconius, les chenilles investissent leur énergie 

dans l’acquisition de défenses chimiques et de réserves énergétiques qui seront utilisées par 

les adultes pour la reproduction, ii) les chenilles Heliconius peuvent séquestrer et 

majoritairement investir leurs acides aminés dans la synthèse de défenses chimiques, 

s’affranchissant ainsi du coût énergétique de la reproduction qui ne repose sur les adultes (ce 

coût étant allégé par la consommation de pollen Dunlap-Pianka et al., 1977). Cependant, une 

étude précédente montre que chez H. charithonia il existe une corrélation positive entre la 

taille des femelles au stade adulte et leur taux d’oviposition (nombre d’œufs pondus par jour) 

(Dunlap-Pianka, 1979). Comme la taille adulte dépend de la qualité et quantité de 

l’alimentation des chenilles, le succès reproducteur des individus est en partie corrélé au stade 
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larvaire. Chez les femelles H. charithonia privées de pollen, le nombre d’œufs pondus décroit 

rapidement et les femelles ne pondent plus du tout au bout d’un mois, alors que celles ayant 

accès au pollen pondent autant d’œufs par jour tout au long de leur vie (Dunlap-Pianka et al., 

1977). Lors de l’accouplement, le mâle transmet à la femelle des glucosides cyanogènes, des 

protéines et des nutriments en plus de sa semence (Cardoso & Gilbert, 2006). Les femelles 

allouent des glucosides cyanogènes dans leurs œufs, ainsi les Heliconiini possèdent des 

défenses chimiques tout au long de leur cycle de vie (Nahrstedt & Davis, 1983). Les œufs sont 

parfois le stade le plus défendus comme montré chez A. vanillae et H. charithonia (Nahrstedt 

& Davis, 1983, 1985), mais pas chez H. melpomene (de Castro, Demirtas, et al., 2019). 

Néanmoins, les études mesurant la concentration des glucosides cyanogènes dans les œufs 

ont été réalisées avec différentes espèces de papillons, de plantes hôtes et de méthodologies. 

Il n’y a pas d’étude permettant d’estimer la proportion de glucosides cyanogènes investie par 

les femelles dans leurs œufs, ni d’étude comparant cet investissement entre espèces ou entre 

individus.  

La concentration totale de glucosides cyanogène apparaît comme un trait très plastique au 

sein d’un individu, dont le rapport entre glucosides cyanogènes synthétisés et séquestrés 

semblent négativement corrélé et dépendre du niveau de spécialisation des espèces 

d’Heliconiini (Engler & Gilbert, 2007). Il est supposé que les espèces spécialistes (qui ont très 

peu d’espèce de plante hôte acceptable) ont de fortes concentrations totales de glucosides 

cyanogènes (Arias, Meichanetzoglou, et al., 2016) car leurs métabolismes adaptés à leur 

plante hôte leur permettent d’efficacement en séquestrer les glucosides cyanogènes, comme 

démontré chez H. sara (Engler et al., 2000; Jiggins, 2016). En revanche, il est supposé que les 

espèces plus généralistes (pouvant s’alimenter sur un grand nombre d’espèce de plante hôte) 

dépendent moins des plantes hôtes et plus de leur capacité de synthèses pour obtenir leurs 

glucosides cyanogènes. Cette catégorisation ne semble pas si nette, en effet chez H. erato une 

espèce plutôt généraliste, il existe une corrélation positive entre la teneur en glucosides 

cyanogènes de l’espèce de passiflore consommée et de celle des papillons (Hay-Roe & Nation, 

2007). En revanche, le taux de développement et la survie des larves est indépendant de la 

teneur en glucosides cyanogènes de la plante (Smiley & Wisdom, 1985). Une hypothèse 

avancée est que la capacité de synthèse des glucosides cyanogènes par les papillons 

(Heliconiini et Zygaenidae) soit apparue avant celle de leur séquestration. Les espèces de 
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papillons possédant déjà la machinerie enzymatique pour gérer les glucosides cyanogènes et 

leurs métabolites auraient eu un avantage sélectif pour coloniser de nouvelles espèces de 

plantes hôtes cyanogènes (Zagrobelny et al., 2004, 2008). Le degré de spécialisation, la 

production de glucosides cyanogènes par la plante hôte, ainsi que les capacités de 

séquestration et synthèse endogène de chaque individu sont susceptibles d’engendrer 

d’énormes variations en termes de défense chimique entre les espèces d’Heliconiini mais 

également au sein des espèces. 

Convergence évolutive entre herbivores et plantes dans l’acquisition des glucosides 

cyanogènes en tant que défense chimique 

Les glucosides cyanogènes produits par les plantes constituent des défenses chimiques 

efficaces contre les organismes incapables d’empêcher la cyanogénèse ou d’en gérer les 

produits. Les glucosides cyanogènes ne sont pas restreint aux plantes, cependant parmi les 

animaux ils n’ont été répertoriés que chez les arthropodes (Arthropoda), en particulier les 

myriapodes (Myriapoda), les arachnides (Chelicerata), et chez les insectes coléoptères 

(Coleoptera) et papillons (Lepidoptera) (Fig. 10) (Bond, 1961; Davis & Nahrstedt, 1982; 

Brückner et al., 2017). Les arthropodes peuvent séquestrer les métabolites secondaires de 

leur plante nourricière y compris les glucosides cyanogènes. Alors que la majorité, arachnides, 

myriapodes et coléoptères ne présentent que des glucosides cyanogènes aromatiques, les 

papillons possèdent eux des glucosides cyanogènes aliphatiques et cyclopentenoïques 

(Zagrobelny et al., 2004; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Certaines punaises (Hemiptera) 

peuvent séquestrer des cyanolipides à partir des plantes de la famille des Sapindaceae, mais 

aucun glucoside cyanogène n’a été reporté à ce jour chez ces insectes (Aldrich et al., 1990). 

Alors que certains myriapodes et papillons peuvent produire des glucosides cyanogènes 

endogènes, la capacité d’à la fois séquestrer et produire ces molécules semble restreinte aux 

papillons (Zagrobelny, de Castro, et al., 2018). Les zygènes (Zygaenidae) et Heliconiini sont des 

exemples majeurs de papillons combinant des colorations vives et aposématiques avec des 

défenses chimiques (Davis & Nahrstedt, 1982; Zagrobelny, Bak, Thorn Ekstrøm, et al., 2007; 

Fürstenberg-Hägg et al., 2014). Même s’il manque des données pour de nombreux taxons 

animaux et végétaux, la distribution éparse des  glucosides cyanogènes suggère que leur 

capacité de biosynthèse a évolué plusieurs fois indépendamment (Jensen et al., 2011; 

Zagrobelny, de Castro, et al., 2018). 
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Certaines espèces de mollusques ou d’insectes, comme le papillon Sodptera littoralis ou le 

criquet Schistocerca gregaria, évitent de s’alimenter sur des plantes cyanogènes (Cooper-

Driver & Swain, 1976; Schwarz et al., 1996). D’autres espèces sont indifférentes aux glucosides 

cyanogènes qui n’influent ni sur leur alimentation ni sur leur comportement reproducteur. 

C’est le cas du charançon Sitona lepidus (Coleoptera) qui s’alimente aussi bien sur les 

phénotypes cyanogéniques et non cyanogéniques du trèfle Trifolium repens dont il se nourrit 

exclusivement des racines à l’état larvaire (Mowat & Clawson, 1996). Si pour certaines espèces 

d’insectes les glucosides cyanogènes sont des molécules répulsives, pour d’autres ce sont des 

phagostimulants. En laboratoire, de faibles doses de cyanure stimulent l’alimentation des 

chenilles de Spodoptera eridania (Brattsten et al., 1983). Le bon déroulement de la croissance 

et du développement des larves de la zygène de le filipendule dépendent fortement de la 

présence de glucosides cyanogènes dans leurs plantes hôtes du genre Lotus, et en particulier 

Lotus corniculatus (Fabaceae) (Zagrobelny, Bak, Thorn Ekstrøm, et al., 2007). Ces expériences 

révèlent l’étroite interaction et dépendance de certaines espèces hautement spécialisées à 

leur plante hôte. 
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Figure 10 : Phylogénie très simplifiée des animaux cyanogènes, qui sont restreints aux 

arthropodes. Le code couleurs des taxons correspond indiquent la présence de glucosides 

cyanogènes aromatiques (vert), aliphatiques (rouge) et cyclopenténoïques (bleu). Les 

Heliconiini sont les seuls à présenter des composés cyclopenténoïques et aliphatiques. 

Les glucosides cyanogènes sont des phyto-composés cosmopolites et anciens 

Plus de 75 glucosides cyanogènes différents ont été catalogués au sein de 130 familles de 

plantes dans plus de 2650 espèces parmi les filicophytes, les gymnospermes et les 

angiospermes (Araceae, Asteraceae, Compositae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, 

Leguminosae, Linaceae, Passifloraceae, Poaceae, Rosaceae…) (Robinson, 1930; Nahrstedt et 

al., 1990; Bolarinwa et al., 2016). Cette large distribution parmi les plantes trachéophytes 

suggère que la capacité de produire de tel composé a été sélectionné il y a au moins 300 

millions d’années (Zagrobelny et al., 2004; Bak et al., 2006). Les passiflores peuvent produire 

une trentaine de glucosides cyanogènes différents des trois classes structurales : aliphatique, 
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aromatique et cyclopenténoïque (Spencer & Seigler, 1987; Jaroszewski et al., 2002; de Castro, 

Zagrobelny, et al., 2019). Une hypothèse est que les pressions de prédation exercées par les 

herbivores ont favorisé la diversification des glucosides cyanogènes chez les passiflores 

(Spencer, 1988). Dans la littérature, il apparaît que les glucosides cyanogènes aliphatiques 

comme la linamarine et la lotaustraline sont les plus répandus (Zagrobelny, de Castro, et al., 

2018). Cette vision peut être biaisée car beaucoup d’études se concentrent sur ces deux 

composés qui sont très bien caractérisés, dont l’extraction et quantification sont relativement 

faciles. Linamarine et lotaustraline sont souvent concomitantes car une même enzyme permet 

d’achever la biosynthèse des deux (Hahlbrock & Conn, 1971; Nahrstedt & Davis, 1983). Au 

contraire, les glucosides cyanogènes cyclopentenoïques sont restreints à peu quelques 

familles de plantes proches incluant Achariceae, Malesherbiaceae, Passifloraceae, Salicaceae, 

Turneraceae et Violaceae, capables de métaboliser le précurseur L-2-cyclopentenyl-glycine 

(Bjarnholt & Møller, 2008; Zagrobelny, de Castro, et al., 2018). 

Les glucosides cyanogènes sont des métabolites secondaires multifonctions 

Depuis environ deux siècles les recherches scientifiques ont considérablement amélioré les 

connaissances sur les métabolites secondaires. Autant chez les plantes que chez les animaux, 

les glucosides cyanogènes sont impliqués dans différentes voies métaboliques et ne sont plus 

considérés comme des molécules exclusivement défensives. Les produits de l’hydrolyse du 

mandelonitrile et prunasine (des glucosides cyanogènes aromatiques) entrent en jeu dans la 

communication intraspécifique des diplopodes (Myriapoda) (Shear, 2015). Chez les Heliconiini 

et les Zygaenidae, le mâle transfert à la femelle des glucosides cyanogènes par le biais de son 

spermatophore en guise de « cadeau nuptial » lors de l’accouplement (Zagrobelny et al., 

2014). Des recherches très approfondies sur le papillon zygène de la filipendule, Zygena 

filipendulae (Zygaenidae), ont montré que le cyanure d’hydrogène, l’acétone et le 2-butanone, 

qui sont les composés volatiles respectivement issus de la dégradation de la linamarine et 

lotaustraline, interviennent dans la composition des bouquets phéromonaux des mâles et des 

femelles (Zagrobelny et al., 2015). Les glucosides cyanogènes sont aussi un critère de sélection 

dans le choix d’un partenaire sexuel, les femelles Z. filipendulae préférant les mâles avec de 

fortes teneurs (Zagrobelny, Bak, Olsen, et al., 2007). La production de métabolites secondaires 

est énergétiquement couteuse. Ainsi, la quantité d’émission de ces composés volatiles est 

potentiellement un signal honnête de la teneur en glucosides cyanogènes des individus. Au-
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delà de la défense chimique, les glucosides cyanogènes servent également de molécule de 

stockage et de transport d’azote et sucre aussi bien chez les plantes que les zygènes (Selmar 

et al., 1988; Sánchez-Pérez et al., 2008; Zagrobelny & Møller, 2011). Par exemple lors du 

développement des graines de l’arbre à caoutchouc Hevea brasiliensis, la linamarine et 

lotaustraline sont catabolisées en composés non cyanogènes sans libération de cyanure 

d’hydrogène hautement toxique (HCN) (Lieberei et al., 1985). Le mandelonitrile un glucoside 

cyanogène aromatique est métabolisé en acide salicylique chez le pécher Prunus persica (Diaz-

Vivancos et al., 2017). Les voies de synthèse des métabolites primaires et secondaires –dont 

des glucosides cyanogènes– s’entremêlent et sont partagées. Il a été montré que cette 

innovation évolutive permet de réduire les coûts énergétiques de production de métabolites 

(Neilson et al., 2013). 

Le niveau de production des glucosides cyanogènes est instable et varie au cours du temps, 

selon l’ontogénèse et la phénologie comme cela a été démontré chez les passiflores (Hay-Roe 

& Nation, 2007; Gleadow & Møller, 2014). Le métabolisme des glucosides cyanogènes est en 

fait un trait plastique influencé par les conditions biotiques et abiotiques auxquels fait face 

chaque plante. Chez le trèfle blanc Trifolium repens, la teneur en linamarine est plus forte le 

matin qu’en fin de journée, et la quantité de prunasine du toyon de Californie Heteromeles 

arhutifolia est plus importante au printemps qu’en automne (Dement & Mooney, 1974; Conn, 

1978). Chez les rosacées et les espèces des mangroves du genre Pangium (Achariaceae), la 

quantité totale de glucoside cyanogène diminue progressivement dans les feuilles matures et 

sont éliminés lors de la sénescence des feuilles (Robinson, 1930). Si les cassaves Manihot sp., 

font face à de fortes sécheresses, la concentration de linamarine et lotaustraline augmentent 

dans les tubercules (McKey et al., 2010). Souvent, la présence de glucosides cyanogènes est 

renforcée dans les graines et les jeunes tissus fragiles comme les méristèmes (Frehner et al., 

1990; Forslund et al., 2004; Hay-Roe & Nation, 2007). Les tissus sensibles reproducteurs et de 

croissance sont exposés et vulnérables aux attaques des herbivores, une allocation des 

glucosides cyanogènes dans de tels tissus sensibles pourrait être une conséquence de la 

sélection naturelle filtrant les individus les mieux défendus. 
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Convergence évolutive entre les plantes et les insectes des voies métaboliques des 

glucosides cyanogènes  

Biosynthèse des glucosides cyanogènes 

Les voies de biosynthèse des glucosides cyanogènes aliphatiques ont d’abord été bien étudiée 

chez les plantes tel que le millet à balai (Sorghum bicolor, Poaceae) (Kahn et al., 1997; Bak et 

al., 1998; Thorsøe et al., 2005). Les intermédiaires en jeu sont les mêmes chez les plantes et 

les papillons (Fig. 11A) (Bak et al., 2006; Zagrobelny et al., 2008). Chez les Heliconiini et les 

zygènes ces voies métaboliques sont supposées orthologues (Chauhan et al., 2013). Les 

premières étapes, de l’acide aminé à la formation d’une cyanohydrine (ou α-hydroxynitrile) 

sont catalysées par des enzymes de la famille des P450 (Bak et al., 2006). Les gènes identifiés 

dans cette conversion sont les cytochromes CYP4505A2 et CYP332A3 chez les zygènes et 

CYP79 et CYP71 chez les plantes (Bak et al., 1998; Jensen et al., 2011). La cyanohydrine formée 

est stabilisée par l’ajout d’un sucre, ce qui forme le glucoside cyanogène final. Cette réaction 

est catalysée par une enzyme de la classe des UDP-glucuronosyltransferase (UDP-Glucose 

dépendant) ; l’UGT85B chez les plantes et UGT33A1 chez les zygènes. Grâce au séquençage et 

à l’analyse du génome d’Heliconius melpomene, des gènes candidats impliqués dans cette voie 

de biosynthèse ont été identifiés (The Heliconius Genome Consortium et al., 2012; Chauhan 

et al., 2013). Trois cytochromes très proches, de 85 à 88% de similarité de séquence codante, 

sont susceptibles de catalyser les premières étapes de conversion de l’acide aminé en 

aldoxime : les CYP4505A4, CYP4505A5 et CYP4505A6. Les réactions de passage de l’aldoxime 

à la cyanohydrine sont catalysées par le CYP332A1. En revanche aucun gène candidat UDP-G 

n’a pu être identifié (Zagrobelny, Jensen, et al., 2018). 
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Figure 11 : Métabolisme des glucosides cyanogènes. A) Anabolisme des glucosides 

cyanogènes. Le nom des molécules est écrit en bleu à gauche. Le nom des enzymes impliquées 

est noté à droite. En rouge : nom de la famille d’enzyme, en vert : nom de l’enzyme de plante 

du genre Lotus, en violet : nom de l’enzyme de la zygène de la filipendule, en orange : nom de 

l’enzyme chez Heliconius melpomene. B) La cyanogénèse, catabolisme des glucosides 

cyanogènes. Le nom des enzymes est noté en rouge à droite. C) Produits de dégradation des 

glucosides cyanogènes linamarine et lotaustraline. D1) Mécanismes de détoxication du 

cyanure d’hydrogène chez les plantes et insectes et D2) chez plantes, insectes et autres 

animaux. D’après Zagrobelny et al. (2004), Jensen et al. (2011), Chauhan et al. (2013). 

La cyanogénèse : catabolisme des glucosides cyanogènes et libération de produits toxiques 

Les glucosides cyanogènes sont chimiquement stables et inertes sans toxicité particulière 

(Bolarinwa et al., 2016). Comme d’autres classes chimiques : les glucosides benzoxazinoïdes, 

avenacosides et glucosinolates, ce sont des phytoanticipines, des métabolites secondaires 

bioactivés sous l’action d’enzyme β-glucosidase (Morant et al., 2008). Le catabolisme des 

glucosides cyanogènes appelé cyanogénèse a été décrit pour la première fois en 1803 et ne 

requiert que deux enzymes (Conn, 1978). Une première enzyme β-glucosidase convertie le 

glucoside cyanogène en cyanohydrine via une hydrolyse du glucose en rompant la liaison 

osidique. En milieu acide, la cyanohydrine est ensuite clivée par une seconde enzyme α-
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hydroxynitrilase ou spontanément à des pH > 6, en cyanure d’hydrogène HCN (acide 

prussique) et cétone ou aldéhyde (ce qui dépend de l’acide aminé précurseur) (Fig. 11B) 

(Robinson, 1930; Poulton, 1990; Pentzold et al., 2015). Chez la zygène du trèfle Z. trifolii, l’α-

hydroxynitrile lyase a été isolée à partir de son hémolymphe (Müller & Nahrstedt, 1990). 

Plusieurs β-glucosidases caractérisées chez les plantes et les insectes ont un pH optimum aux 

alentours de 5-6 (Zagrobelny et al., 2004; Morant et al., 2008; Ketudat Cairns & Esen, 2010). 

La seule β-glucosidase à avoir été caractérisée chez les insectes est codée par le gène ZfBGD2 

chez la zygène de la filipendule Zygena filipendulae (Zygaenidae), un papillon de nuit vivant le 

jour (Pentzold et al., 2017). Les β-glucosidases insectes n’ont pas livré leurs secrets mais il est 

établi qu’elles sont très spécifiques des β-glucosides (Nahrstedt, 1979). Les Heliconius 

produisent des β-glucosidases qui inhibent, du moins temporairement, les β-glucosidases des 

passiflores évitant ainsi le déclenchement de la cyanogénèse et le relargage de métabolites 

toxiques (Spencer, 1988). Deux voies d’inhibition ont été étudiées, i) lorsque les larves de 

papillons détruisent les tissues des passiflores, les β-glucosidases Heliconius se fixent au 

complexe de la plante glucoside cyanogène/β-glucosidases. Ce complexe d’un substrat et de 

deux enzymes est inactif et précipite. ii) Les β-glucosidases Heliconius hydrolysent et 

neutralisent les β-glucosidases de la plante hôte. Ces deux réactions ont été observées in vitro 

et semble également se produire in vivo (Spencer, 1988). Chez la passiflore P. edulis et le 

papayer Carica papaya, deux plantes cyanogènes, les β-glucosidases sont inhibées par la 

présence de tanins (Goldstein & Spencer, 1985). Si les β-glucosidases des Heliconius peuvent 

inhiber celles des passiflores, il n’y a pas encore d’étude sur le potentiel rôle des tanins dans 

la neutralisation des β-glucosidases des Heliconius. La spécificité et le pouvoir d’inhibition des 

enzymes d’Heliconiini et passiflores suggèrent un processus adaptatif chez les Heliconiini.  

L’accumulation des défenses chimiques et l’expression des enzymes de dégradation β-

glucosidases sont régulées au cours du développement (Forslund et al., 2004; Morant et al., 

2008). Le cyanure d’hydrogène, bloque la respiration cellulaire en se fixant sur les 

cytochromes oxydases terminaux de la chaîne de respiration mitochondriale. Ces liaisons 

mettent fin à la synthèse d’adénosine triphosphate (ATP) donc la production d’énergie 

cellulaire, et empêche l’utilisation du dioxyde d’oxygène, entraînant la mort de la cellule et de 

l’organisme entier à trop fortes doses (Conn, 1978; Nelson, 2006; Contam et al., 2019). Chez 

les plantes les substances cyanogènes sont majoritairement des glucosides cyanogènes mais 
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chez la famille des Sapindaceae (Angiosperma) ce sont des lipides cyanogènes (Conn, 1980). 

La cyanogénèse s’observe aussi chez l’acarien Oribatula tibialis (Arachnida), mais le 

précurseur de l’HCN n’est pas un glucoside cyanogène mais de l’hexanoate mandelonitrile, un 

ester aromatique cyanogène (Brückner et al., 2017). Chez les champignons (Clitocybe, 

Marasmius, Pholiota…) et bactéries cyanogènes (Pseudomonas, cyanobactéries, 

protéobactéries), le cyanure d’hydrogène est synthétisé à partir de l’acide aminé glycine, sans 

formation d’un métabolite intermédiaire tel qu’un glucoside ou un lipide cyanogène (Knowles, 

1976; Bunch & Knowles, 1982; Askeland & Morrison, 1983). Certaines bactéries du microbiote 

intestinal (des mammifères par exemple) peuvent dégrader la linamarine et l’amygdaline et 

ainsi produire du cyanure d’hydrogène (Newton et al., 1981). 

Compartimentation des protagonistes de la bombe cyanure 

La cyanogénèse ne peut se déclencher que lorsque l’enzyme β-glucosidase et son substrat le 

glucoside cyanogène sont en contact (Conn, 1978). L’enzyme et son substrat sont 

physiquement séparés dans des tissus ou des compartiments cellulaires différents, ce qui 

prévient une dégradation anticipée des glucosides cyanogènes et une auto-intoxication 

(Swain et al., 1992; Poulton & Li, 1994). Il est assez classique que les défenses chimiques soient 

glucosilées car cela les rend inactives et renforce leur stabilité et solubilité si elles sont 

stockées dans la vacuole par exemple (Morant et al., 2008; Jones et al., 2013). En effet, chez 

les plantes à fleurs (Angiosperma), les réserves de phytoanticipines comme les glucosides 

cyanogènes sont accumulées dans la vacuole (Saunders et al., 1977; Oba et al., 1981; Gruhnert 

et al., 1994). Chez les eudicolylédones, dont font parties les Passifloraceae, les β-glucosidases 

sont glucosilées et réparties dans l’apoplasme ou le cytoplasme (Kakes, 1985; Frehner & Conn, 

1987; Poulton & Li, 1994). Chez les plantes monocotylédones les β-glucosidases sont stockées 

non glucosilées dans les chloroplastes (Thayer & Conn, 1981; Nisius, 1988). Ainsi, c’est une 

altération physique, comme une attaque d’herbivores qui va rompre les tissus et mettre en 

contact l’enzyme et le substrat ce qui déclenche la cyanogénèse (Conn, 1978; Poulton & Li, 

1994; McKey et al., 2010). Ainsi, la libération des produits de dégradation des glucosides 

cyanogènes sont perçus comme étant les véritables molécules défensives au lieu des 

glucosides cyanogènes intacts (Nahrstedt, 1989; London-Shafir et al., 2003). Ce système 

bipartite et compartimenté permet de fournir une réponse défensive immédiate et efficace 

contre les herbivores (Morant et al. 2008). 



 

34 

 

Détoxication des produits de la cyanogénèse 

Les insectes peuvent éliminer par les fèces les glucosides cyanogènes intacts ou métaboliser 

les produits de la cyanogénèse (Fig. 11D) (Pentzold et al., 2015). Chez les papillons et l’acarien 

ravageur de cultures Tetranychus urticae, le cyanure d’hydrogène est principalement pris en 

charge par une β-cyanoalanine synthase (Fig. 11D1), alors que chez d’autres animaux le 

cyanure est détoxifié par une rhodanase (thiosulfate : cyanure sulfurtransférases) (Fig. 11D2) 

(Bordo, 2002; Wybouw et al., 2014). La β‐cyanoalanine synthase catalyse la conversion d’une 

cystéine et de cyanure d’hydrogène HCN en β‐cyanoalanine et H2S (Witthohn & Naumann, 

1987a). Chez les plantes et les insectes la β‐cyanoalanine synthase est en partie située dans 

les mitochondries, organelle sensible au cyanure d’hydrogène qui altère sa chaîne respiratoire 

(Meyers & Ahmad, 1991). Les Heliconiini et Zygaenidae semblent exclusivement utiliser la voie 

de la β-cyanoalanine synthase pour détoxifier le cyanure d’hydrogène car aucune rhodanase 

candidate n’a été identifié à ce jour (Witthohn & Naumann, 1987a). Chez les Heliconiini, la 

répartition de la β-cyanoalanine synthase n’est pas connus mais chez les larves de zygènes elle 

est active au niveau du des corps gras, des tissus digestifs et de l’inter-tégument (Nahrstedt, 

1979). Les β‐cyanoalanines ainsi formées s’accumulent dans l’hémolymphe à hauteur de 75%, 

le reste dans le tégument (Nahrstedt, 1979; Witthohn & Naumann, 1987a). De même la β-

cyanoalanine synthase n’est active que durant les stades larvaires chez Heliconius melpomene. 

Pour ces papillons, les larves font face aux glucosides cyanogènes de leurs plantes hôtes 

qu’elles ingèrent puis détoxifient (Witthohn & Naumann, 1987a). H. sara séquestre en grande 

quantité de l’épivolkenine, un glucoside cyanogène cyclopenténoïque à partir des passiflores. 

Par un mécanisme enzymatique unique, le groupe nitrile (-CN) de l’épivolkenine est substitué 

par un groupe thiol (-SH) (Engler et al., 2000). La molécule résultante non cyanogène est 

nommée sarauriculatine, du nom de la plante hôte d’H. sara, P. auriculata. 
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Les défenses chimiques soumises à la pression de sélection exercée par 

les prédateurs 

Une sélection par les prédateurs agissant dès le stade chenille ? 

Un certain nombre de métabolites défensifs et notamment des glucosides cyanogènes sont 

séquestrées à partir des passiflores, suggérant que les défenses chimiques des chenilles 

seraient potentiellement une conséquence de leur adaptation aux défenses des plantes. 

Cependant, ces glucosides cyanogènes pourraient également jouer un rôle anti-prédateur dès 

le stade chenille, si bien que ceux-ci pourraient exercer une pression de sélection sur les 

variations de glucosides cyanogènes au stade chenille. Au cours des derniers stades larvaires, 

les chenilles d’Heliconiini développent des défenses physiques tels que des piquants et 

accumulent des composés répulsifs pour les prédateurs tels que les oiseaux, les fourmis et les 

hyménoptères parasitoïdes. Leurs couleurs contrastées (Fig. 12) sont supposées avoir évolué 

en réponse aux pressions de prédation, et constituer un signal visuel de non comestibilité pour 

les prédateurs potentielles (Wallace, 1867). Les larves d’H. charithonia, H. melpomene et 

Dryas iulia émettent des pyrazines (2-Methoxy-3-alkylpyrazines), des molécules volatiles qui 

alertent les prédateurs d’un potentiel danger (Guilford et al., 1987; Moore et al., 1990). Chez 

les oiseaux, l’aversion pour les proies est plus forte si la pyrazine est associée à un signal coloré 

contrasté (Rowe & Guilford, 1996; Lindström, Rowe, et al., 2001; Siddall & Marples, 2011), 

comme celui des chenilles ou des adultes des Heliconiini. 
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Figure 12 : Variabilité morphologique interspécifique des chenilles Heliconiini. De gauche à 

droite et de haut en bas : Heliconius cydno, H. charithonia, H. hecale, H. erato, Eueides 

aliphera, Philaethria dido, H. doris, Agraulis vanillae, Dryas iulia. D’après Jiggins (2016).  

1 cm 



 

37 

 

Les larves de zygènes (Zygaenidae) émettent du cyanure d’hydrogène volatile (HCN) issue de 

la cyanogénèse qui contribue à leur défense contre leurs prédateurs (Witthohn & Naumann, 

1987b; Zagrobelny, Bak, Olsen, et al., 2007). Aux vues des similarités des voies métaboliques 

des glucosides cyanogènes entre Heliconiini et Zygaenidae, nous pouvons émettre 

l’hypothèse qu’un tel phénomène peut se produire également chez les larves Heliconiini. Bien 

que la potentielle émission de HCN n’ait jamais été étudiée chez les Heliconiini, cette 

hypothèse mérite d’être considérée et approfondie. Lorsqu’un prédateur rompt les piquants 

des larves d’Heliconiini, cela libère des gouttes d’hémolymphe (observation personnelle). La 

composition exacte est inconnue mais des analyses démontrent la présence de linamarine et 

lotaustraline dans l’hémolymphe d’H. melpomene (Nahrstedt & Davis, 1983; de Castro, 

Demirtas, et al., 2019). De même, les larves de la zygène du trèfle Z. trifolii sécrètent de la 

linamarine et lotaustraline dans des gouttelettes répulsives pour les oiseaux (Sturnus vulgaris) 

et les lézards (Anolis carolinensis) (Franzl & Naumann, 1985). Ces gouttelettes sont également 

chargées en eau, protéines, β-cyano-L-alanine et sucres qui rendent les sécrétions tellement 

visqueuses et collantes qu’elles peuvent engluer les mandibules des fourmis et pattes 

d’araignées (Franzl & Naumann, 1985; Pentzold et al., 2016). Les défenses chimiques sont 

également importantes au stade chrysalide, où les papillons immobiles sont plus vulnérables. 

Les chenilles du monarque Danaus pexippus (Danainae) nourries sur l’asclépiade Asclepias 

curassavica (Apocynaceae) riche en cardénolides sont moins attaquées par la guêpe 

parasitoïde Pteromalus puparum (Pteromalidae) au stade chrysalide, par rapport aux 

chrysalides dont les chenilles ayant consommé A. incarnata, moins riche en cardénolides 

(Stenoien et al., 2019). Le rôle de la prédation aux stades chenille et chrysalide sur l’évolution 

des défenses chimiques chez les Heliconiini reste encore largement inconnu, mais pourrait 

potentiellement expliquer les variations de niveaux de glucosides cyanogènes entre espèces 

dont les chenilles vivent de manière solitaires ou grégaires (Arias, Meichanetzoglou, et al., 

2016). 

Un rôle anti-prédateur majeur au stade adulte 

Les oiseaux, prédateurs prépondérants des Heliconiini adultes (Chai, 1986a; Langham, 2004; 

Finkbeiner et al., 2012), ainsi que les lézards délaissent immédiatement les Heliconiini après 

les avoir capturés et souvent indemnes (Boyden, 1976; Chai, 1986a; Pinheiro & Campos, 

2019). Ce rejet rapide par les prédateurs suggère la présence de molécules de défenses ayant 
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un pouvoir répulsif important. Chez les Heliconiini adultes, des glucosides cyanogènes sont 

détectés dans l’hémolymphe mais aussi dans les ailes (Hay-Roe & Nation, 2007). Le rejet des 

Heliconiini par les oiseaux pourrait ainsi être une conséquence des produits de dégradation 

des glucosides cyanogènes qui les rendent impropres à la consommation. Suite à une attaque 

déclenchant la cyanogénèse, la linamarine est clivée en cyanure d’hydrogène et acétone. Le 

cyanure de sodium (utilisé pour mimer le cyanure d’hydrogène HCN), repousse les poussins 

du poulet domestique (Gallus gallus domesticus), un modèle prédateur courant pour les 

expériences de comportement (Cardoso, 2019). En revanche, si l’acétone ne repousse pas les 

poussins il augmente le temps d’ingestion. Même si les glucosides cyanogènes sont inertes et 

intactes (Bolarinwa et al., 2016), ils sont perçu comme ayant un goût amer par les oiseaux (et 

aussi par les primates dont les humains) à cause de leur interaction avec les récepteurs 

gustatifs de la famille Tas2r détectant l’amertume (Dong et al., 2009; Imai et al., 2012; Wang 

& Zhao, 2015). Cependant, il n’y a pas de preuve directe que les Heliconiini sont rejetés sur la 

base de leur goût amer puisque la linamarine intacte ne suscite aucun rejet de la part des  

poussins (Cardoso, 2019).  

Il n’est pas exclu que des effets synergétiques entre les glucosides cyanogènes ou avec 

d’autres molécules déclenchent une aversion plus prononcée chez les prédateurs. En effet les 

β-carbolines alcaloïdes sont aussi réputés amers (Nishida, 2002) et l’odeur caractéristique de 

certaines espèces d’Heliconiini pourrait intervenir dans la répulsion des prédateurs (Crane, 

1955) même s’il n’existe pas encore de preuve formelle. En effet, les bouquets phéromonaux 

d’H. melpomene, H. atthis, H. timareta, H. cydno contiennent plusieurs pyrazines (Moore et 

al., 1990; Schulz et al., 2008; Darragh et al., 2019), des molécules très odorantes et souvent 

associées à un signal d’alerte par les prédateurs (Guilford et al., 1987). Chez les papillons en 

général, les métabolites secondaires de défenses peuvent aussi être impliqués dans les voies 

métaboliques phéromonales. La tribu des Ithomiini, des papillons mimétiques des Heliconiini 

au stade adulte, est un excellent exemple d’espèces séquestrant des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques qui sont à la fois des composés défensifs et précurseurs de phéromones 

sexuelles (Schulz, 1992; Trigo, Brown, Witte, et al., 1996). Cependant chez les Heliconiini, il n’y 

a pas de lien établi entre les phéromones et la teneur en glucosides cyanogènes. 

  



 

39 

 

Peu d’oiseaux sont connus pour s’attaquer aux Heliconiini et les observations d’événements 

de prédations sont rares (Pinheiro & Cintra, 2017). Les oiseaux prédateurs d’Heliconiini font 

partis de la famille des jacamars (Galbulidae) et particulièrement du genre Galbula, ainsi que 

de la famille des Tyrannidae dont les genres Myiodynastes et Hirundinea (Pinheiro, 2003; 

Pinheiro & Cintra, 2017). De par leur vol assez lent et nonchalant caractéristique les Heliconiini 

sont réputés faciles à capturer et les oiseaux naïfs les relâchent aussitôt, alors que les oiseaux 

expérimentés sont réticents à les attaquer (Chai, 1986a; Pinheiro & Campos, 2019). Les 

Heliconiini combinent des couleurs vives très contrastées sur les deux faces de leurs ailes et 

des défenses chimiques non perceptibles visuellement par les prédateurs. Certains individus 

sont tout de même consommés par les oiseaux, ce qui peut être expliqué par leur niveau de 

satiété et la variabilité des défenses chimiques des papillons qui en font des proies plus ou 

moins acceptables (Chai, 1986a). Les prédateurs affamés sans source de nourriture alternative 

sont moins discriminants. Ainsi, le criquet puant Zonocerus variegatus (Pyrgomorphidae) 

rejette d’ordinaire le manioc Manihot esculente (Euphorbiaceae) qui lui est toxique et fatal. 

En cas de pénurie d’autres sources de nourriture, le criquet s’alimente sur le manioc en ce qui 

entraîne une perte progressivement de leur poids s’ils ne consomment plus que cette plante 

(Bernays et al., 1977). S’alimenter sur des plantes chimiquement défendues a un coût très fort 

pour les insectes ne disposant pas de la machinerie enzymatique nécessaire pour gérer les 

métabolites secondaires de défenses de la plante. Comprendre l’évolution des défenses 

chimiques chez les Heliconiini requiert donc de documenter non seulement les variations des 

concentrations en défenses chimiques entre individus ou entre espèces, mais également les 

variations dans la nature des composés chimiques qui peuvent avoir des effets différents en 

termes de (1) goût, avec des effets répulsifs immédiats, et de (2) toxicité, avec des effets 

néfastes sur les prédateurs à plus long terme.  
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Evolution de la coloration chez les espèces mimétiques possédant des 

défenses chimiques 

L’évolution des défenses chimiques chez les Heliconiini, comme chez d’autres espèces non-

comestibles semble étroitement liée à l’évolution de colorations vives, bien repérables 

visuellement par les prédateurs. Ces papillons sont ainsi qualifiés d’aposématiques, car ils 

présentent à la fois des molécules de défenses et des patrons de colorations vifs et contrastés 

perçu comme un signal d’avertissement par les prédateurs potentiels (Joron, 2009). Les 

prédateurs sont en mesure d’associer le patron de coloration des individus avec leur mauvais 

goût (Poulton, 1890; Alcock, 1970a; Goodale & Sneddon, 1977). En se basant sur leurs 

expériences gustatives désagréables, les oiseaux apprennent à éviter les individus arborant le 

même patron de coloration. Les patrons de couleurs vives, facilement mémorisables, sont 

ainsi fréquemment observés chez les espèces présentant des défenses chimiques. Parfois 

l’intensité du patron de coloration d’un individu constitue un « signal honnête » et reflète le 

niveau de défenses chimiques, comme c’est le cas chez les coccinelles Harmonia axyridis 

(Bezzerides et al., 2007; María Arenas et al., 2015) ou les grenouilles Dendrobates pumilio 

(Maan & Cummings, 2012). La théorie du signal honnête n’est pas toujours vérifiée, en 

particulier chez les papillons de la tribu des Ithomiini (Danainae : Nymphalidae). Bien que tous 

soient aposématiques et mimétiques, certaines espèces moins détectables par les prédateurs 

car ayant les ailes transparentes (Arias et al., 2019) sont autant voire plus chimiquement 

défendues que les espèces aux ailes colorées et opaques (McClure et al., 2019). 

Cercle mimétique : regroupement d’espèces d’Heliconiini ayant localement le même 

patron de coloration 

Les prédateurs apprennent à associer un patron de coloration aux défenses chimiques et 

peuvent ensuite généraliser leur aversion à d’autres patrons similaires. Cette généralisation 

du patron de coloration des papillon à éviter est d’autant plus renforcée que l’expérience 

initiale est désagréable (Ham et al., 2006). Le type de molécules de défense et leurs 

concentrations sont donc potentiellement des éléments clefs de l’apprentissage du patron de 

coloration et de sa généralisation par les prédateurs. Plusieurs études en milieu naturel 

indiquent que les oiseaux exercent une forte pression de sélection sur les papillons (Benson, 

1972; Chai, 1986a; Mallet & Barton, 1989; Pinheiro & Campos, 2019) et par conséquent sur 
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l’évolution de la coloration et des défenses chimiques en filtrant les individus les mieux 

défendus et ceux dont le patron de coloration est déjà connu. L’apprentissage des prédateurs 

génère une sélection nombre-dépendante qui favorise les papillons arborant le patron de 

coloration le plus abondant au sein de la communauté locale de papillons chimiquement 

défendus (Chouteau et al., 2016). Localement, cette sélection favorise la convergence entre 

les différentes espèces de papillons chimiquement défendues vers un même patron de 

coloration des ailes, formant ainsi un cercle mimétique (Fig. 13). On parle alors de mimétisme 

Müllerien (Müller, 1879a) comme d’une interaction interspécifique positive, la coexistence 

entre espèces co-mimes diminuant le risque individuel de prédation. Plus un cercle mimétique 

est abondant, plus le risque de prédation est dilué entre tous les papillons des différentes 

espèces co-mimes (Müller, 1879a; Joron & Mallet, 1998a). Un cercle mimétique a une aire de 

distribution plus ou moins étendue, et les aires de plusieurs cercles mimétiques peuvent 

éventuellement se chevaucher (Mallet & Gilbert, 1995). Les communautés de prédateurs 

varient entre différentes localités mais aussi entre les micro-habitats d’une même localité 

(sous-bois – canopée par exemple, Fig. 14) (Elias et al., 2009; Willmott et al., 2017). Ainsi, 

différents cercles mimétiques peuvent coexister au sein d’une localité. 

Figure 13 : Le cercle mimétique « Dennis ray ». Ces espèces co-mimes d’Heliconiini vivent au 

Pérou et en Equateur mais ne sont pas présentes toutes en même temps au sein d’une localité. 



 

42 

 

De gauche à droite et de haut en bas : H. burneyi huebneri, H. aoede auca, H. xanthocles 

zamora, H. timareta timareta, H. doris doris, H. demeter ucayalensis, H. melpomene malleti, 

H. egeria homogena, H. erato emma, H. elevatus pseudocupidineus, Eueides heliconioides 

eanes, E. tales calathus et Chetone phyleis, (Arctiidae : pericopinae) un péricopine mimétique. 

D’après Jiggins (2016). 

Figure 14 : Les communautés de prédateurs peuvent varier au sein même d’une localité, le long 

d’un gradient altitudinal par exemple. Sous la pression de sélection des différentes espèces de 

prédateurs (symbolisées ici par un seul oiseau), les patrons de coloration des papillons ne 

convergent pas forcément, ce qui entraîne la formation de différents cercles mimétiques par 

micro-habitat. Schéma d’après Elias & Joron (2015). 

Diversification phénotypique au sein des espèces mimétiques 

Les patrons de coloration varient fréquemment au sein des nombreuses espèces d’Heliconiini, 

définissant ainsi des races géographiques ou sous-espèce (Braby et al., 2012). Par exemple 

l’espèce H. melpomene est décrite comme possédant 29 sous-espèces réparties dans 

différentes localités en Amérique Centrale et du Sud (Jiggins, 2016). Les individus d’une même 

espèce peuvent ainsi appartenir à des cercles mimétiques différents, selon leur patron de 

coloration et distribution géographique. Bien que phylogénétiquement distants au sein du 

genre, les patrons de coloration des sous-espèces d’H. erato et H. melpomene sont très 

similaires au sein d’une même région géographiques et varient conjointement entre localités 

(Fig. 15). La convergence entre espèces vers un patron de coloration commun dépend ainsi de 

leurs histoires biogéographiques respectives, mais aussi de leurs niveaux de défenses 

Canopée 

 

Sous-bois 
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chimiques et de leur abondance relative. En effet, la sélection fréquence dépendante positive 

exercée par les prédateurs tend à favoriser le patron le plus abondant et cette sélection est 

modulée par le niveau de défenses chimiques ; un signal associé à une défense forte peut ainsi 

être plus rapidement appris, qu’un signal associé à des défenses plus faibles. Ainsi l’évolution 

des patrons de coloration mimétiques est fortement influencée par les variations de défenses 

chimiques. Inversement la sélection exercée par les prédateurs sur les défenses chimiques des 

papillons mimétiques dépend fortement de l’abondance locale des co-mimes et de l’effet de 

leurs défenses respectives sur les prédateurs. 

Figure 15 : Convergence évolutive entre les sous-espèces mimétiques d’H. erato (gauche) et H. 

melpomene (droite). Chaque espèce présente différents patrons de coloration selon les 

localités, formant ainsi des « sous-espèces ». Les régions où vivent des sous-espèces différentes 

mais ayant la même couleur sont représentées de la même couleur sur la carte (en fonction 

des catégories grossières établies tout à droite). Les lignes en pointillées délimitent les 

principaux biotopes. Schéma d’après Hines et al. (2011). 

Variations des défenses chimiques entre et au sein des cercles mimétiques  

Il existe des différences importantes dans les concentrations en glucosides cyanogènes des 

Heliconiini appartenant à différent cercles mimétiques suggérant des pressions de sélection 

ou une origine évolutive différente (Arias, Meichanetzoglou, et al., 2016). Néanmoins, les 

espèces co-mimes d’un même cercle mimétique n’ont pas le même niveau de défenses 

moyen, par exemple dans le cercle mimétique à motif « bleu », les individus de l’espèce H. 

sara contiennent généralement plus de glucosides cyanogènes que leur co-mimes de l’espèce 

H. doris (Arias, Meichanetzoglou, et al., 2016). Les variations de défenses entre espèces de 
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papillons, mais aussi au sein d’un cercle mimétique sont susceptibles d’influer la perception 

et l’apprentissage des prédateurs. Il existe peu de littérature sur le comportement des 

prédateurs en lien direct avec les défenses chimiques des Heliconiini. Chouteau et al. (2019) 

ont étudié le nombre d’essais nécessaires à des poussins (Gallus gallus domesticus) pour 

apprendre à éviter la nourriture mixée avec une espèce donnée d’Heliconiini. Ces données 

comportementales montrent que les oiseaux apprennent à rejeter les Heliconiini très vite et 

qu’il n’existe a priori pas de corrélation entre la vitesse d’apprentissage et la concentration 

totale en glucosides cyanogènes mesurées par Arias et al. (2016). Les différentes espèces de 

papillons testées par Chouteau et al. (2019), montrent que le seuil de concentration totale en 

glucosides cyanogènes provoquant le rejet des prédateurs est faible. Si les prédateurs naturels 

des Heliconiini se comportent comme les poussins, la pression de prédation ne promouvrait 

pas forcément l’évolution d’une augmentation des défenses chimiques. Les fortes 

concentrations en glucosides cyanogènes observées chez de nombreuses espèces 

d’Heliconius, pourraient ainsi être plus fortement lié à leur histoire évolutive et à leur 

adaptation à différentes plantes hôtes. Afin de tester formellement les forces évolutives 

impliquées dans les variations de composés chimiques chez les Heliconiini, une approche 

comparative basée sur la phylogénie est donc nécessaire (Chapitre II). 

Des interactions mimétiques entre espèces présentant différents types de défenses 

Les individus d’espèces différentes arborent un patron de colorations au sein d’un cercle 

mimétique mais pas forcément les mêmes composés chimiques de défenses, pouvant 

déclencher des réponses des prédateurs différentes. Ainsi les vice-rois (Limenitis archippus : 

Nymphalidae) séquestrent des glucosides phénoliques et leurs dérivés (Prudic et al., 2007) 

alors que leurs co-mimes les papillons reines (Danaus gilippus : Nymphalidae) engrangent des 

glycosides cardiotoniques à partir de leur plante hôte (Ritland, 1991). Le péricopine Chetone 

phyleis (Artiidae : pericopinae) (Fig. 13) mimétique d’Heliconiini du cercle « Dennis ray » est 

chimiquement défendu grâce à des alcaloïdes pyrrolizidiniques (Hartmann, 1999). Les 

Ithomiini (Danainae : Nymphalidae), séquestrent également des alcaloïdes pyrrolizidiniques 

(Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996) et sont des co-mimes d’Heliconius. Cette tribu est une 

importante radiation d’espèces de papillons, et regroupe 396 espèces (Chazot, Willmott, et 

al., 2019). Les Ithomiini dominent les communautés de papillons en termes de nombre 

d’espèce et leur modèle de coloration sont perçus comme des modèles de convergence 
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évolutive pour les autres espèces dont les Heliconiini. Un exemple majeur du mimétisme 

Müllerien et de convergence évolutive pour la coloration, sont les interactions entre le genre 

Melinea (Ithomiini) et l’espèce H. numata (Fig. 16) (Brown & Benson, 1974; Beccaloni, 1997). 

Ces paires de mimes remarquables attestent que des espèces de familles éloignées peuvent 

converger vers une coloration commune bien qu’exprimant des défenses chimiques de nature 

différente. Les cercles mimétiques impliquant des espèces protégées par différentes classes 

de métabolites secondaires, seraient mieux défendues car la diversité de leurs goûts et leurs 

effets déclenchés chez les prédateurs, stimule l’apprentissage (Skelhorn & Rowe, 2005). 

Au sein d’un cercle mimétique, les individus non défendus sont qualifiés de mimes Batésien 

et tandis que ceux qui sont faiblement défendus par rapport aux autres sont appelé mimes 

quasi-Batésien (Brower et al., 1967; Bates, 1981; Ritland, 1994). L’impact de ces individus 

faiblement défendus sur l’apprentissage des prédateurs est assez discuté et peut influencer 

l’évolution des patrons de coloration. Si l’abondance des mimes Batésien est trop importante, 

ils sont qualifiés de « parasites » car ils peuvent affaiblir la protection associée au patron de 

coloration partagé avec des individus mieux défendus (Speed, 1993; Speed et al., 2000; 

Rowland et al., 2010). D’autres études théoriques suggèrent un effet inverse, proposant que 

la présence de mimes quasi-Batésien peut toujours être une interaction mutualiste dans la 

mesure ou l’ensemble des individus du cercle mimétique continue à partager les coûts de 

mortalité durant l’apprentissage des prédateurs (Lindström et al., 2006; Ihalainen et al., 2007; 

Rowland et al., 2007). Dans la nature, il n’y a pas de catégorie stricte entre Batésien, quasi-

Batésien ou Müllerien mais un continuum de variations des niveaux de démences chimiques. 

Les individus d’une même espèce, ont une certaine variabilité de défenses chimiques. La 

teneur en défense chimique du papillon vice-roi (Limenitis archippus), varie ainsi selon 

l’abondance de l’espèce co-mime, la reine (Danaus gilippus) (Prudic et al., 2019). Plus 

l’abondance des papillons reine est faible, plus les défenses chimiques des papillons vice-roi 

augmentent, suggérant que l’évolution vers l’aposématisme dans cette espèce pourrait partir 

d’un état ancestral de mime Batésien (Prudic et al., 2019). L’abondance d’un cercle mimétique 

pourrait ainsi jouer sur l’évolution des défenses chimiques. En effet, pour un patron de 

coloration très abondant, les pressions de sélection pour l’acquisition de défenses chimiques 

pourraient être relâchées. Au contraire ces pressions seraient fortes au sein des cercles 

mimétiques peu abondant avec des patrons de coloration plus rares, où le risque de prédation 
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par individu augmente. Arias et al. (2016) ont mesuré des concentrations totales de glucosides 

cyanogènes plus fortes chez H. sara et H. doris du cercle mimétique « bleu » peu abondant, 

par rapport à H. erato et H. melpomene du cercle mimétique « postman » très abondant, mais 

cette observation n’était pas statistiquement significative. L’évolution des défenses chimiques 

dépend donc fortement du type de signal et de sa mémorisation par les prédateurs, comme 

suggéré par la théorie des signaux honnêtes, mais aussi des interactions mimétiques avec 

d’autres espèces plus ou moins défendues. 

 

Figure 16 : Mimétisme Müllerien entre le genre Melinea (Ithomiini, colonne de gauche) et 

l’espèce localement polymorphique H. numata (colonne de droite). D’après Jiggins (2016). 

L’objectif général de ce travail de thèse est donc d’étudier l’évolution des défenses chimiques 

dans un clade de papillons mimétiques bien étudié afin d’identifier les forces évolutives 

impliquées. 

Melinea sp          Heliconius numata ssp 

M. satevis cydon                      H. n. arcuella  

M. marsaeus mothone                                  H. n. bicoloratus  

M. menophilus cocana                  H. n. euphrasius  

M. menophilus menophilus                                    H. n. tarapotensis  
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PROBLEMATIQUE 

Chapitre I : Comment le mimétisme influence-t-il l’évolution des signaux aposématiques 

et de leurs défenses chimiques associées ? 

L’évolution de l’aposématisme est assez débattue et étudiée aussi bien empiriquement que 

théoriquement. En particulier le lien entre la force du signal coloré et des défenses chimiques 

est controversé. L’origine métabolique commune ou indépendante de la pigmentation et des 

molécules de défense semble un facteur important dans la compréhension de l’évolution de 

l’aposématisme. L’intensité des patrons de coloration peut évoluer indépendamment de la 

quantité des défenses chimiques ou y être corrélée positivement et ainsi constituer un « signal 

honnête » reflétant le niveau de défense chimiques des individus. Je m’intéresse ici à 

l’influence du mimétisme dans l’évolution de l’aposématisme, en considérant que l’origine 

des défenses chimiques pourrait être liée à la spécialisation aux plantes hôtes, comme cela 

pourrait être le cas chez les Heliconiini. Cette spécialisation sur un spectre réduit de plantes 

hôtes pourrait avoir un très fort effet sur l’abondance des populations et donc des signaux 

mimétiques (Fig. 17). Afin de comprendre les boucles de rétroaction entre mimétisme, 

aposématisme et spécialisation sur les plantes hôtes, j’ai construit un modèle théorique, 

permettant d’explorer deux questions principales :  

 En considérant ou non des interactions mimétiques, comment évolue le patron de 

coloration d’une population de papillon ? 

 Comment le degré de spécialisation à la plante hôte influence-t-il l’évolution des 

défenses chimiques d’une population de papillon mimétique ? 

Chapitre II : Evolution des défenses chimiques basée sur l’analyse d’Heliconiini sauvages 

Chez les Heliconiini, les individus d’une même espèce peuvent appartenir à des cercles 

mimétiques différents (Fig. 17), permettant de départager l’effet d’une origine 

phylogénétique commune d’une part, de la sélection naturelle liée au mimétisme d’autre part, 

sur l’évolution des composés chimiques. J’ai testé plusieurs hypothèses de sélection pouvant 

être impliquées dans l’évolution des défenses chimiques, comme le degré de spécialisation et 

l’appartenant à différents cercles mimétiques. Les données existantes sur les glucosides 

cyanogènes des Heliconiini sont basées sur des animaux d’élevage ou se limite à la 
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concentration totale de glucosides cyanogènes. Des analyses chimiques sur des papillons 

sauvages permettent de capturer la variation des défenses chimiques réelles au sein des 

cercles mimétiques et d’explorer des effets géographiques locaux liés à la présence d’espèces 

co-mimes différentes ou de variations dans la disponibilité en plante hôte.  

 En déterminant les concentrations en différents glucosides cyanogènes d’un grand 

échantillon de papillons sauvage par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS), j’ai documenté les variations intra et 

interspécifiques des profils chimiques au sein des communautés mimétiques 

naturelles. 

  Grâce à la phylogénie bien étudiée des Heliconiini (Kozak et al., 2015), j’ai ensuite pu 

questionner l’influence des relations phylogénétiques et de facteurs écologiques 

(interaction mimétique, spécialisation à la plante hôte et micro-habitat) sur l’évolution 

des défenses chimiques.  

Chapitre III : Variations environnementales et génétiques impliquées dans les profils 

chimiques observés chez les Heliconiini 

Les chenilles d’Heliconiini exercent une pression de prédation sur les passiflores, détournent 

et séquestrent les défenses chimiques de la plante (Fig. 17). En fonction des capacités de 

séquestration des individus, l’interaction avec la plante hôte est un paramètre fondamental 

contrôlant la diversité des glucosides cyanogènes des papillons Heliconiini au stade chenille. 

Le profil chimique pourrait ainsi être fortement lié au type de plante hôte consommée par la 

chenille, et pourrait même changer au cours de la vie de l’individu, due à l’accumulation des 

glucosides cyanogènes séquestrés ou à une synthèse promue par la sélection naturelle.  

 En réalisant des élevages de papillons de cinq espèces d’Heliconiini, j’ai étudié les 

changements de profils chimiques au cours des différents stades du cycle de vie. 

 En me focalisant sur l’espèce H. numata qui semble capable de réaliser à la fois de la 

séquestration à partir de la plante hôte et de la synthèse de glucosides cyanogènes, 

j’ai testé l’influence de l’espèce de plante hôte consommée par les chenilles sur le 

profil chimique des papillons. Ainsi, j’ai élevé des individus issus des mêmes lignées 

maternelles sur différentes espèces de passiflores et distinguer les effets maternels 

des effets liés à la plante hôte.  
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Chapitre IV : Apport de la chimie des produits naturelles dans la découverte de la 

diversité et de la localisation des glucosides cyanogènes des Heliconiini 

Les Heliconiini synthétisent de façon endogène et séquestrent des glucosides cyanogènes à 

partir des passiflores consommées au stade larvaire (Fig. 17). Peu de glucosides cyanogènes 

ont été répertoriés chez ces papillons alors que les passiflores en produisent une petite 

trentaine. Ainsi, la diversité de ces composés est potentiellement sous-estimée chez les 

Heliconiini. La localisation des glucosides cyanogènes en fonction de leur origine métabolique, 

synthétisée ou séquestrée, pourrait permettre de préciser leur voie d’acquisition. Dans ce 

chapitre exploratoire sont résumées les techniques d’analyse chimique appliquées pour la 

première fois sur les profils chimiques des Heliconiini et leurs apports respectifs. 

 A l’aide d’une approche de réseau moléculaire, j’ai cherché à estimer la diversité des 

glucosides cyanogènes chez les Heliconiini et à découvrir de nouveaux composés de 

cette même famille. 

 En utilisant la technique d’imagerie en spectrométrie de masse appliquée aux 

Heliconiini, j’ai tenté de déterminer la localisation des différents glucosides 

cyanogènes au sein du corps des papillons. 

  



 

50 

 

Chapitre V : Quelles sont les défenses chimiques des papillons mimétiques des 

Heliconiini ? Diversité des alcaloïdes pyrrolizidiniques des Ithomiini 

Au sein d’un cercles mimétiques des individus d’espèces différentes arborent un même patron 

de colorations mais pas forcément les mêmes composés chimiques de défenses, pouvant 

déclencher des réponses des prédateurs différentes. La diversité des molécules de défenses 

associées à un patron de coloration donné renforce l’apprentissage des prédateurs (Halpin et 

al., 2008; Rojas et al., 2019). Les Ithomiini sont les papillons aposématiques et mimétiques 

d’Heliconiini. Contrairement aux Heliconiini, ces papillons présentes des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques très diversifiés et acquis différemment au cours du développement. 

L’objectif des recherches menées dans ce chapitre est de mieux comprendre comment ces 

défenses chimiques sont distribuées au sein des Ithomiini (Fig. 17). 

 Quels alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés peuvent être séquestrés par les Ithomiini ?  

 Quelles sont les variations qualitatives des alcaloïdes pyrrolizidiniques entre les 

espèces d’Ithomiini ? 

 Est-il possible de mettre en évidence de nouvelles molécules séquestrées par les 

Ithomiini ? 
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Figure 17, ci-contre : Schéma récapitulatif des interactions entre les pressions de sélection 

s’exerçant sur les défenses chimiques des Heliconiini, ici les glucosides cyanogènes (CGs). Les 

prédateurs diffèrent suivant les localités (micro-habitats 1 et 2) et leurs apprentissages 

conditionnent le patron de coloration localement sélectionné. Un prédateur naïf associe le 

patron de coloration d’un papillon aux effets de ses défenses chimiques. Le prédateur évite 

ensuite d’attaquer d’autres papillons arborant le même patron de coloration. En revanche le 

prédateur attaque les papillons ayant un patron de coloration inconnu. Les cercles mimétiques 

sont plus ou moins abondants et les profils chimiques variables intra et interspécifiquement. 

Au sein d’un cercle mimétique, des espèces de différentes tribus, Heliconiini et Ithomiini 

peuvent partager un même patron de coloration. La compétition entre Heliconiini et 

l’adaptation aux plantes hôtes influencent le profil chimique des glucosides cyanogènes 

séquestrés.  
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Abstract 

The evolution of a surprising diversity of conspicuous colourations observed in chemically-

defended prey species is a puzzling question. Unpalatable compound acquisition and predator 

avoidance behaviour have been shown to affect the evolutionary processes underlying such 

warning signal diversity. Predators learn to associate warning colour pattern with 

unpalatability, and this results in a decrease in predation risk for individuals displaying a locally 

abundant warning pattern. This positive number-dependent selection generated by predator 

causes evolutionary convergence across defended prey species toward a common warning 

colour pattern (Müllerian mimicry). Müllerian mimicry has a strong effect on the local diversity 

of warning patterns in tight connection with the local abundance of mimetic species. 

Moreover, because chemical defences often stem from diet, the levels of defences frequently 

depend on resource specialisation, therefore impacting species abundance and the evolution 

of aposematic colour patterns.  

To investigate the evolution of the aposematism, we built a single-species model where 

conspicuousness and unpalatability can evolve, assuming that the warning signals are mimetic 

within the local species community or not. We assumed that (1) predation risk depends on 

both the number of individuals sharing a given warning signal within the studied species and 

the local abundance of co-mimetic species and (2) the level of unpalatability depends on 

resource specialisation, such that specialists suffer from higher competition for resource than 

generalists.  

We introduced mutations changing conspicuousness, therefore affecting both detectability 

and memorability of the pattern, and compare the evolutionary fate of mutants either 

recognized as similar or as different from the ancestral signal. We specifically highlighted that 

mildly conspicuous colour patterns can persist in defended species, in particular when 

favoured by Müllerian mimicry, explaining for instance the evolution of partially transparent 

colour patterns in some chemically-defended butterflies. We then explore the evolution of 

unpalatability in conspicuous population and show that the evolution of decreased levels of 

unpalatability can be promoted when unpalatability stems from host-plant specialisation 

limiting abundance. Altogether, our theoretical approach highlights complex interplays 

between resource specialisation, mimicry and predator behaviour on the evolution of 

aposematic signals and associated defences. 



 

56 

 

INTRODUCTION  

The evolution of warning colour patterns in chemically-defended species (i. e. aposematism) 

has received considerable attention (Ruxton, 2019). Aposematism evolution relies on the 

interplay of three main factors namely; levels of defence, warning colour patterns, and 

abundance. A major evolutionary force is the pressure exerted by predators. Predators can 

learn to associate a warning colour pattern with unpalatability (Alcock, 1970a, 1970b; Goodale 

& Sneddon, 1977). By remembering their negative experience, predators subsequently avoid 

any individual displaying the learnt warning colour pattern. Predator’s’ learning generates 

number-dependent selection favouring the most abundant warning pattern (Chouteau et al., 

2016). Although higher conspicuous entails higher detectability, it has been shown that when 

detected, conspicuous colour patterns are less attacked than cryptic colour patterns (often 

displayed by profitable prey) because of innate aversion of predators (Sillén-Tullberg, 1985; 

Lindström, Alatalo, et al., 2001). Conspicuous colour patterns might also trigger more rapid 

avoidance-learning due to higher memorability (Roper & Redston, 1987; Ham et al., 2006; 

Siddall & Marples, 2008). 

The origins of unpalatability in defended prey are still largely unknown in many defended 

species, but in aposematic butterflies, one of the best-known examples of aposematism, 

unpalatable compounds are frequently synthesized and/or sequestered from their diet 

(Edgar, 1983; Engler & Gilbert, 2007; Zagrobelny et al., 2014; de Castro et al., 2017). 

Sequestering unpalatable compounds leads to variations in the level of defences both within 

species relying on the same diet, and among species relying on drastically different resources 

(Engler & Gilbert, 2007; Hay-Roe & Nation, 2007). Specialisation on a given source containing 

toxins might enhance unpalatable compound sequestering capacity. For instance, specialist 

butterfly species Heliconius sara and H. sapho that sequester toxins from their host-plant 

Passiflora auriculata  and P. pittieri, respectively, were shown to contain drastically smaller 

amounts of toxins when reared on other Passiflora host-plants, highlighting their increased 

sequestration capacities linked to host-plant specialisation (Engler & Gilbert, 2007). 

Nevertheless, compared to generalist species, specialist species have a reduced resource 

range of host-plant, which may limit their abundance. By influencing jointly unpalatability and 

abundance, specialisation on unpalatable resources may play a complex role in the evolution 

of warning colour patterns.  
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Unpalatability level can impact the evolution of warning colour patterns and vice versa. In 

particular, theoretical models showed that such coevolution should lead to negative or 

positive correlations between levels of defence and warning colour pattern conspicuousness. 

Some models predict a positive correlation between conspicuousness and unpalatability 

(Speed & Ruxton, 2005a; Broom et al., 2006, 2008) because warning colour patterns can act 

as ‘’honest” signals of unpalatability, whereby only well-defended individuals display 

conspicuous colour pattern associated with elevated attack risk or other fitness costs. Other 

models predict instead a negative correlation, when defences induce immediate predator 

deterrence even in the absence of costly conspicuousness (Leimar et al., 1986; Speed & 

Ruxton, 2005a). Depending on the availability of unpalatable compound resources and level 

of competition, positive and negative correlations between signal conspicuousness and 

unpalatability can also be expected (Speed & Ruxton, 2007; Blount et al., 2009), so that the 

directions of such correlation within and across species might differ (Speed, Ruxton, et al., 

2010). In empirical studies, positive correlations between conspicuousness and chemical 

defences have been detected across populations of the Asian ladybird Harmonia axyridis 

(Bezzerides et al., 2007; María Arenas et al., 2015), the poison frog Dendrobates pumilio 

(Maan & Cummings, 2012) and the paper wasp Polistes dominula (Vidal-Cordero et al., 2012) 

as well as across species of Dendrobatidae frogs (Summers & Clough, 2001; Santos & 

Cannatella, 2011), ladybirds (María Arenas et al., 2015) and Opisthobranchia (marine 

gastropods) (Cortesi & Cheney, 2010). However empirical investigations across species have 

also revealed negative correlation between conspicuousness and unpalatability, across poison 

frog Epipedobates species (Darst & Cummings, 2006), Nudibranch (marine gastropods) species 

(Winters et al., 2018) and burnet moth (Briolat et al., 2019).  

In many cases, warning patterns are shared across defended species living in sympatry (Mallet 

& Gilbert, 1995): because of the positive number-dependent selection acting on colour 

patterns, evolutionary convergence of warning colour pattern among species within the same 

locality is favoured, a phenomenon described as Müllerian mimicry (Müller, 1879b; Guilford, 

1988; Sherratt, 2008; Joron, 2009). Mimetic interactions with other defended species can 

influence the evolution of warning patterns and unpalatability. The evolution of mimetic 

colouration is predicted to be largely promoted in mildly or undefended species living in 

sympatry with strongly defended ‘model’ species (i.e. Batesian mimicry, Bates 1862). The 
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evolution of unpalatability in cryptic species is generally expected to precede the evolution of 

mimetic colouration (Turner, 1984) but recent results suggest that defence levels could evolve 

in mimetic species. Defence levels in Limenitis archippus ‘viceroy’ butterfly indeed tend to 

increase when the co-mimetic species Danaus gilippus is less abundant (Prudic et al., 2019). 

In this case, the observed variations of unpalatability are independent from variations in host-

plant unpalatable compounds, suggesting direct selection on unpalatability, linked to the 

decreased abundance of the defended co-mimetic species. Conspicuousness may also evolve 

in response to variations in unpalatability displayed by co-mimics: Franks et al.’s (2009) model 

shows that the evolution of aposematic signals can be promoted in a defended species, if the 

abundance of a palatable, parasitic mimetic species (i. e. Batesian mimics) is high. Different 

mimetic patterns may vary in their conspicuousness, as for instance in the neotropical 

butterfly tribe Ithomiini, whereby some species exhibit brightly coloured wing patterns while 

others harbour transparent wings patterns (Beccaloni, 1997; Arias et al., 2019). The evolution 

of new colour patterns with a different level of conspicuousness is not straightforward, as 

individuals with new colour patterns may suffer from reduced fitness. Fitness reduction can 

be incurred by potential metabolic cost of pigmentation (Hill, 1996; McGraw et al., 2005) and 

possible increased attack rates stemming from higher detectability for more conspicuous 

patterns or from higher resemblance to profitable prey for more cryptic patterns (Arias. et. 

2019). In addition, the initially low abundance of new patterns limits number-dependent 

advantages linked to predation avoidance learning (Greenwood et al., 1989; Lindstrom et al., 

2001). However, when the local community contains multiple mimetic species, including 

species with different colour patterns as often observed in aposematic butterfly communities 

(e. g., Willmott et al. 2017), the emergence of new patterns within a species can be facilitated 

if it resembles a warning pattern already displayed by other defended species. In the seminal 

paper of Charlesworth and Charlesworth (1975), the evolution of conspicuous colouration in 

undefended species is only enabled by resemblance to a defended species. Therefore, 

mimetic interactions between species need to be taken into account together with the level 

of unpalatability when investigating the evolution of conspicuousness in defended species. 

Here, we used a theoretical approach to investigate the evolution of conspicuousness and 

unpalatability as heritable traits, in a population of a defended species involved in Müllerian 

mimicry. In particular, we investigated whether the presence of a diverse community of 
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mimetic prey species can facilitate the evolution of new colour pattern, even in the absence 

of direct deterrence provided by either more conspicuous colour pattern (i. e. innate aversion 

against conspicuousness) or unpalatability. Our model involved one species composed by 

wild-type and mutant individuals. We considered that mutant warning colour patterns that 

differ in conspicuousness from the wild-type colour pattern can either (i) be recognized as the 

same signal as the ancestral pattern or (ii) be considered as a new warning signal, 

distinguished by predators from the ancestral pattern. In the latter case, ancestral and 

emergent patterns could then match local mimicry rings (community of individuals living in 

sympatry and sharing the same warning pattern) of various abundances, and therefore benefit 

from enhanced protection. We assumed that conspicuousness enhances detectability by 

predators and signal memorability, thus influences predator’s learning process in associating 

a given warning colour pattern with unpalatability. Finally, because unpalatability is linked to 

resource specialisation in some prey species (e. g., butterflies), we assumed that an increase 

in unpalatability stems from specialisation towards a limited type of resources, thereby 

restricting population size. This hypothesis contrasts with classical assumption assuming a 

physiological cost of unpalatability that might limit investment in costly pigments. We also 

assumed no direct effect of enhanced unpalatability on predator deterrence, so that the effect 

of unpalatability only impacts individual protection because of predator learning. Our results 

show how mimetic interactions and resource specialisation may contribute to the evolution 

of the high diversity of aposematic colourations and associated unpalatabilities. 
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MATERIAL AND METHODS  

General model 

Using ordinary differential equations, we model a single population of chemically-defended 

species, initially composed of a number of wild-type individuals Nwt. Wild-type individuals 

have a fixed unpalatability uwt and display a warning colour pattern with a level of 

conspicuousness cwt and a basal predation rate pwt, which depends on the abundance of co-

mimetic species (Tab. 1). We introduce a small number of mutant individuals Nm harbouring 

either the same or a different warning colour pattern as the wild-types. Mutant individuals 

may have different conspicuousness cm, basal predation rate pm or unpalatability um as 

compared to wild-type (Tab. 1). We then track the evolution of the number of wild-types and 

mutants through time.  

 

Table 1: Summary of parameters used in the model, with their biological meaning and explored 

range values.  

 

Parameter Range explored Description 

Nwt(t), Nm(t) - 
Number of individuals sharing wild-type or mutant 

warning colour pattern at time t 

uwt, um [0;1] 
Unpalatability associated with wild-type or mutant 

warning colour pattern 

cwt, cm [0;1] 
Conspicuousness of wild-type or mutant warning 

colour pattern 

pwt, pm [0;1] 

Basal predation rate exerted on wild-type or 

mutant warning colour pattern, depending on the 

abundance of their respective mimetic 

communities. 

α [0;1] Effect of unpalatability on resource specialisation 

β [0;1] Effect of conspicuousness on detectability 

K 1000 Global carrying capacity 

r 2 Growth rate 
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The evolution of these numbers of wild-types and mutants through time follows the general 

equations [1] and [2], respectively: 

 
𝑑𝑁𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
=

𝑑𝑅𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
+

𝑑𝑃𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
      [1], 

and  
𝑑𝑁𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
=

𝑑𝑅𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
+

𝑑𝑃𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
     [2], 

including a reproduction term given by 
𝑑𝑅𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
;
𝑑𝑅𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
 and a predation term given by 

𝑑𝑃𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
;
𝑑𝑃𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
  described below.  

 

Reproduction and resource specialisation 

Wild-types and mutants belong to the same species. As such, they have equal growth rate (r), 

compete for same resources and have the same carrying capacity (K) (Tab. 1).  

We consider no physiological cost associated with unpalatability u, but we assume that 

increased unpalatability (uwt and um for wild-type and mutant respectively) stems from higher 

resource specialisation, so that unpalatability affects the range of available resources and thus 

modulates the carrying capacity (see equation [3] and [4]). We implement a parameter α to 

specifically investigate the effect of resource dependence on unpalatability acquisition in the 

species: when α = 0, level of unpalatability is independent from resource and unpalatability 

has no effect on carrying capacity; the higher α, the stronger the dependence between 

unpalatability and resource specialisation and therefore the impact on carrying capacity. 

Changes in numbers of wild-type and mutant individuals due to reproduction (Rwt and Rm 

respectively) are thus described as follows: 

𝑑𝑅𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑟 ∗ 𝑁𝑤𝑡(𝑡) [1 −

𝑁𝑤𝑡(𝑡)+𝑁𝑚(𝑡)

𝐾(
1

1+𝑢𝑤𝑡∗𝛼
)
]  [3], 

𝑑𝑅𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
= 𝑟 ∗ 𝑁𝑚(𝑡) [1 −

𝑁𝑤𝑡(𝑡)+𝑁𝑚(𝑡)

𝐾(
1

1+𝑢𝑚∗𝛼
)
]   [4]. 

 

Predation and mimicry 

We assume that the predation risk decreases as the number of individuals sharing the same 

warning colour pattern in the population increases, as classically assumed in models of 

Müllerian mimicry (Joron & Iwasa, 2005). In case of mimicry with other species, the basal level 

of predation applied to the wild-type and the mutant (pwt and pm respectively) depend on the 
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abundances of their respective co-mimetic species. Predation risk faced by wild-type and 

mutant individuals then depends on their warning colour pattern conspicuousness c, the 

signal abundance and their unpalatability u.  

Conspicuousness has two opposite effects on predator’s behaviour, detectability and 

memorability. Detectability is described as the direct effect of conspicuousness on predation 

rate, assuming more conspicuous warning colour patterns are more likely to be detected and 

attacked. Cryptic individuals (c = 0) have the lowest level of detectability by predators (but 

even those individuals are detectable to some extent). Memorability is then described as an 

indirect effect on the number-dependent advantage associated with mimetic signals: we 

assume that more conspicuous signals might be easier for predators to remember and 

therefore enhance protection brought by mimicry, as in previous models of (Sherratt, 2002; 

Broom et al., 2006). We introduce a parameter β that modulates the effects of 

conspicuousness on detectability compared to memorability. Specifically, for a given 

memorability effect, low values of β incur a low detectability, while high values incur a high 

detectability. By investigating the effect of parameter β, we investigate the relative effect of 

conspicuousness on the balance between detectability and memorability. 

First, we investigate the evolution of conspicuousness assuming that variations in 

conspicuousness are generalized by predators, so that wild-type and mutant individuals share 

the same warning signal (’single signal hypothesis’ hereafter), (equations [5] and [6]). We thus 

assume that warning colour patterns exhibited by wild-type or mutant individuals belong to 

the same mimicry ring (and therefore face the same basal predation rate, pwt = pm) and benefit 

from the same number-dependent advantage, but that they can differ in their 

conspicuousness level. Under the single signal hypothesis, changes in numbers of wild-type 

and mutant individuals due to predation (Pwt and Pm respectively) are thus described as 

follows: 

𝑑𝑃𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
=

−𝑝𝑤𝑡(1+𝛽∗𝑐𝑤𝑡)𝑁𝑤𝑡(𝑡)

1+(𝑢𝑤𝑡∗𝑐𝑤𝑡∗𝑁𝑤𝑡(𝑡)+𝑢𝑚∗𝑐𝑚∗𝑁𝑚(𝑡))
 [5], 

𝑑𝑃𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
=

−𝑝𝑚(1+𝛽∗𝑐𝑚)𝑁𝑚(𝑡)

1+(𝑢𝑤𝑡∗𝑐𝑤𝑡∗𝑁𝑤𝑡(𝑡)+𝑢𝑚∗𝑐𝑚∗𝑁𝑚(𝑡))
  [6]. 
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Alternatively, variations in conspicuousness can result in warning signal recognized as 

different by predators and thus do not share the cost of predator’s learning process (‘two-

signal hypothesis’ hereafter) (equations [7] and [8]). Other mimetic species in the community 

are not explicitly modelled, but we assume that differences of abundances between mimicry 

rings result in different basal predation rates pwt and pm. Under the two-signals hypothesis, 

changes in numbers of wild-type and mutant individuals due to predation (Pwt and Pm 

respectively) are thus described as follows: 

𝑑𝑃𝑤𝑡(𝑡)

𝑑𝑡
=

−𝑝𝑤𝑡(1+𝛽∗𝑐𝑤𝑡)𝑁𝑤𝑡(𝑡)

1+(𝑢𝑤𝑡∗𝑐𝑤𝑡∗𝑁𝑤𝑡(𝑡))
    [7], 

𝑑𝑃𝑚(𝑡)

𝑑𝑡
=

−𝑝𝑚(1+𝛽∗𝑐𝑚)𝑁𝑚(𝑡)

1+(𝑢𝑚∗𝑐𝑚∗𝑁𝑚(𝑡))
    [8]. 

 

Testing the evolution of conspicuousness and unpalatability using simulations 

We investigate the evolution of conspicuousness and unpalatability by running numerical 

simulations in Python (“Python Release Python 3.6.5,” 2018). We do not investigate co-

evolution pattern between conspicuousness and unpalatability, as always one out the two is 

fixed and the other varies. We first model a population of wild-type individuals and let them 

reach equilibrium, (i. e., a stable population size). Then, we introduce mutant individuals in 

proportion of 0.01% of the wild-type. We assess whether the mutant colour pattern invades 

the population or not, after 100,000 time steps. We specifically focus on four main questions, 

investigating the evolution of conspicuousness and unpalatability, implementing the same 

default values for global carrying capacity K = 1000 and growth rate r = 2 and exploring a range 

of values for the other parameters, depending on the addressed question (Tab. 1). Notably, 

for all four questions investigated, we systematically test the effect of our hypotheses 

regarding the link between unpalatability and resource specialisation (α) and the 

detectability/memorability balance (β) on the evolutionary outcomes. 
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1- Evolution of conspicuousness within the same warning signal (single-signal) 

Assuming the same fixed level of unpalatability in wild-type and mutant (uwt = um), we study 

the evolution of the level of conspicuousness of a given warning colour pattern, i.e. under the 

single signal hypothesis, and assuming the same basal predation rate (pwt = pm = 0.5). Wild-

type and mutant individuals thus have the same warning signal but differ in their 

conspicuousness (cwt ≠ cm). 

 

2- Evolution of conspicuousness among different mimetic warning signals (two-signal) 

Assuming again a fixed level of unpalatability (uwt = um), we explore scenarios where variations 

in conspicuousness evolution results in a distinct warning signal in mutants (i. e. two-signal 

hypothesis). We consider a mutant whose warning colour pattern is recognized as different 

from that exhibited by the wild-type, where initially rare mutant colour patterns do not 

benefit from protection gained by resemblance with numerous wild-type individuals. 

We consider that wild-type and mutant belong to two distinct mimicry rings, that can have 

either similar (i.e. pwt = pm = 0.5), or uneven abundances, with more abundant mimicry ring 

resembling wild-type individuals (pwt = 0.5 and pm = 0.75) or mutant individuals (pwt = 0.5 and 

pm = 0.25).  

 

3- Evolution of unpalatability within the same warning signal 

Then we investigate the evolution of unpalatability assuming that wild-type and mutant 

individuals shared the same warning colour pattern (single signal hypothesis), therefore 

following predation equation [5] and [6] and assuming pwt = pm and cwt = cm. 

In these simulations, we thus assume that wild-type and mutant individuals can differ in their 

level of unpalatability (uwt ≠ um).  

 

4- Evolution of unpalatability among different mimetic warning signal 

Finally, we explore the evolution of unpalatability (uwt ≠ um) assuming that wild-type and 

mutant individuals display different warning colour patterns (two signals hypothesis), but with 

similar basal predation rate and level of conspicuousness pwt = pm and cwt = cm. 
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RESULTS 

1- Decrease in conspicuousness is favoured in populations displaying a single warning 

signal  

We explore the evolution of conspicuousness in a population of individuals sharing the same 

warning colour pattern (single signal hypothesis). Overall, less conspicuous colour patterns 

are advantaged in unpalatable populations (Fig. 18A). Predators recognize wild-type and 

mutant patterns as the same warning signal, so that mutants and wild-types both benefit from 

the same number-dependent protection, brought by the strength in number. However, less 

conspicuous individuals also benefit from reduced detection by predators and therefore 

benefit from a low predation rate. Because the signal is generalized by predators whatever 

the level of conspicuousness, conspicuousness of warning signal tends to decrease. By 

modulating the effect of conspicuousness on detectability/memorability (β), we confirmed 

that the selective advantage of decreased conspicuousness is due to reduced detection by 

predators, limiting predation (Sup. 1). 

For high levels of unpalatability, we observed that less conspicuous mutants are not fixed after 

100,000 generations when wild-type individuals are highly conspicuous (Fig. 18B). By 

increasing the number of generations in our simulations, less conspicuous warning colour 

patterns still invade the population (Sup. 2), confirming that the selection coefficient 

associated with less conspicuous mutants is still positive. In that case, predation pressure on 

wild-type individuals is very low because number-dependent advantage is increased by high 

unpalatability; consequently, selection favouring less conspicuous colour patterns is weak 

such that more time is needed to reach fixation. 

When unpalatability has no cost, our model suggests that decrease in conspicuousness might 

be favoured within a single warning colour pattern because more cryptic individuals benefit 

from both reduced detectability and protection brought by mimicry. (Puurtinen & Kaitala, 

2006), our study highlights that the effect of conspicuousness on detectability should be 

precisely characterized to understand the evolution conspicuousness within warning signal. 
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Figure 18: Evolution of conspicuousness within the same mimicry ring; wild-type and mutant 

have the same warning colour pattern but with a different conspicuousness.  

Frequency of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different 

levels of conspicuousness cwt of wild-type individuals (x-axis) and cm of mutant individuals (y-

axis). Colour scale indicates frequency of mutant individuals, with white representing 0% 

(100% wild-type individuals) and black being 100% (0% wild-type individuals). Red dashed line 

shows diagonal, where cwt = cm. Here the value of resource specialisation, α, do not influence 

the invasion pattern. Warning colour pattern are detectable, β = 1, thus suffer greater 

predation. Predation functions followed equations [5] and [6], assuming basal predation rates 

pwt = pm = 0.5. Unpalatable values are fixed within each simulation, A) uwt = um = 0.3, B) uwt = um 

= 1.  
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2- Mimicry promotes the persistence of mildly conspicuous warning colour pattern 

We then investigate invasion probability of mutants harbouring a different colour pattern 

from that of the wild-type (two-signal hypothesis). In defended population, mutants 

displaying a new warning signal rarely invade (Fig. 19), even when less conspicuous than the 

wild-type signal, because wild-type individuals benefit from a stronger number-dependent 

selection. Nevertheless, more conspicuous signals can invade when wild-type individuals 

display a very cryptic signal (Fig. 19). Such invasion of a new signal with higher 

conspicuousness is favoured when the basal predation rate of mutants (pm) decreases, i. e. 

when the new signal mimics warning patterns displayed by an abundant local community of 

defended species (Fig. 19). New signals with increased conspicuousness can be favoured by 

greater memorability; by diminishing the effect of conspicuousness on detectability while 

maintaining the same level of memorability (low β), we observe an increase in the invasion 

range of the more conspicuous mutant (Sup. 3). When the effect of conspicuousness on 

detectability decreases, its positive effect on memorability further facilitates the invasion of 

an – initially rare – new conspicuous signal.  

Our model therefore suggests that a more conspicuous signal matching a local mimetic 

community can be advantaged in a population of cryptic prey, but mostly fails to invade 

populations where wild-type individuals already display a mildly to strongly conspicuous 

signal. This might explain the persistence of signals with mild conspicuousness in Ithomiini 

butterflies, whereby many species harbour partly transparent mimetic colour patterns 

(Beccaloni, 1997; Willmott et al., 2017) despite their high levels of chemical defences  (Brown, 

1984; Trigo, Brown, Witte, et al., 1996; Trigo, 2010). Transparency in Ithomiini results in a 

decrease in detectability by avian predators (Arias et al., 2019). But these mildly conspicuous 

colour patterns might still be advantaged by their level of conspicuousness (providing both 

low detectability but sufficient memorability) and the abundance of their mimicry ring. 
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Figure 19:  Evolution of conspicuousness among different mimicry rings; wild-type and mutant 

have a different warning colour pattern under various predation risks.  

Frequency of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different 

levels of conspicuousness cwt of wild-type individuals (x-axis) and cm of mutant individuals (y-

axis). The x-axis scale is cropped for visual comfort. Colour scale indicates frequency of mutant 

individuals, with white representing 0% (100% wild-type individuals) and black being 100% (0% 

wild-type individuals). Red dashed line shows diagonal where cwt = cm. Parameter modulating 

resource specialisation α = 1 but variations in α, gives similar results on invasion pattern. Here, 

warning colour pattern is detectable, β = 1. Unpalatability value is fixed within each simulation, 

here uwt = um = 1 (high unpalatability). Predation functions followed equations [7] and [8]. 

Various basal predation rates modelling mutant morph belonging to A) a rare mimicry ring 

(pwt = 0.5, pm = 0.75), B) a mimicry ring of same abundance as the wild-type morph (pwt = pm = 

0.5), and C) an abundant mimicry ring (pwt = 0.5, pm = 0.25).  
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3- Less unpalatable mutants are advantaged in population displaying a single warning 

signal 

We explored the evolution of unpalatability within a population where all individuals display 

the same warning colour signal (single-signal hypothesis). When unpalatability stems from 

increased resource specialisation (α ≠ 0), mutants with lower unpalatability invade the 

population (Fig. 20A, C) because they share the same warning colour pattern with more 

unpalatable wild-type, while bearing a lower cost due to resource specialisation. As a 

consequence, when unpalatability becomes independent from resource specialisation (α = 0), 

mutant with lower unpalatability no longer invade (Fig. 20B, D). Less unpalatable mutants are 

favoured as soon as unpalatability is linked to resource specialisation, regardless of 

conspicuousness level (Sup. 4). For instance, in aposematic butterflies, the origin of 

unpalatability, sequestered and/or synthesized from host-plants, therefore impacts the 

evolution of the level of chemical defences, stressing the need to consider not only variations 

in chemical defences within mimicry rings but also the ecological pathway enabling these 

variations. 
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Figure 20: Evolution of unpalatability within the same mimicry ring.  

Only resource specialisation controls invasion pattern and population size. Frequency of 

mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different levels of 

unpalatability uwt of wild-type individuals (x-axis) and um of mutant individuals (y-axis). Red 

and white dashed lines show diagonal where uwt = um. A-B) Mutant proportion at equilibrium. 

Colour scale indicates proportion of mutant individuals fixed, with white representing 0% 

(100% wild-type individuals) and black representing 100% (0% wild-type individuals). C-D) 

Population size at equilibrium. Colour scale indicates number of individuals (Nwt+Nm), with dark 

blue representing 0 (extinct population but never reached) and red representing 1000 

(saturation of the carrying capacity K = 1000, but never observed).  

Here the effect of conspicuousness on detectable, β, has no effect. Conspicuousness value is 

fixed within each simulation, here cwt = cm = 1, and same results are observed for every tested 

value. Predation functions following equations [5] and [6], assuming basal predation rates pwt 

= pm = 0.5.  

A-C) Individuals rely partly on resources to acquire unpalatable metabolites. Here α = 1 but 

same invasion pattern is observed as long as α ≠ 0. Individual can sequester and synthesize 

their unpalatable compounds. B-D) There is no link between unpalatability and resources, α = 

0. Individual can only synthesize their unpalatable compounds. 
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4- Müllerian mimicry limits the emergence of new signal associated with reduced 

defence 

Finally, we investigate the evolution of unpalatability when mutants and wild-types display 

distinct warning signals (two-signal hypothesis) but similar level of conspicuousness. Here we 

assume that level of unpalatability is positively linked to resource specialisation (α ≠ 0), so that 

more unpalatable individuals suffer from increased competition for resource. Mutants with 

increased unpalatability can invade only in wild-type populations that are fully palatable (Fig. 

21A). Otherwise, only mutants with drastically lower level of unpalatability compared to wild-

type individuals can invade (Fig. 21A). In that case, individuals displaying a new colour pattern 

suffer from increased predation risk as compared to wild-type individuals, which benefit from 

number-dependent advantage. Nevertheless, because high unpalatability results in a 

reduction in abundance (Fig. 21C), mildly unpalatable mutant individuals can quickly reach a 

higher abundance and replace highly unpalatable wild-type individuals (Fig. 21A). When 

relaxing the hypothesis linking unpalatability to resource specialisation (i. e. assuming α = 0), 

mutants with decreased unpalatability no longer invade (Fig. 21B), confirming the role of 

resource specialisation in the evolution of new warning signal associated with decreased 

unpalatability. This trend is observed whatever the values of conspicuousness (Sup. 5). 

Because resource specialisation is likely to reduce abundance, it has a strong impact on the 

evolution of aposematic signal, enabling for instance signal associated with lower 

unpalatability to settle in mimetic population with high unpalatability. This might explain why 

generalist species, such as the mimetic butterfly Heliconius erato, can be found in large 

abundances despite displaying a low level of unpalatable compounds (Arias et al. 2016). This 

low unpalatability level contrasts with the high unpalatability levels observed in closely related 

specialist species like H. sara (Arias et al., 2016), displaying a different signal and often living 

in sympatry. 
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Figure 21: Evolution of unpalatability between individuals displaying a different warning 

signal. Only resource specialisation controls invasion pattern and population size. Frequency 

of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different levels of 

unpalatability uwt of wild-type individuals (x-axis) and um of mutant individuals (y-axis). Red 

and white dashed lines show diagonal where uwt = um.  

A-B) Mutant proportion at equilibrium. Colour scale indicates proportion of mutant individuals 

fixed, with white representing 0% (100% wild-type individuals) and black representing 100% 

(0% wild-type individuals). Red arrows point out mutant invasion when the wild-type is 

palatable (uwt = 0), and these areas are zoomed for better visualisation.  

C-D) Population size at equilibrium. Colour scale indicates number of individuals (Nwt+Nm), with 

dark blue representing 0 (extinct population but never reached) and red representing 1000 

(saturation of the carrying capacity K = 1000, but never observed).  

Detectability (β = 0 or β = 1) do not influence invasion pattern. Conspicuousness value is fixed 

within each simulation, here cwt = cm = 1, and similar results are observed for every tested value. 

Predation functions following equations [7] and [8]. We tested various predation risks 

modelling mutant morph belonging to a rare mimicry ring (pwt = 0.5, pm = 0.75), a mimicry ring 

of same abundance as the wild-type morph (pwt = pm = 0.5), and an abundant mimicry ring (pwt 

= 0.5, pm = 0.25). Here we present results for pwt = pm=0.5, as other conditions are similar. Red 

arrows point out mutant invasion when the wild-type is palatable (uwt = 0).  

A-C) Individuals rely partly on resource to acquire unpalatable metabolites, α = 1. Individual 

can sequester and synthesize their unpalatable compounds.  

B-D) There is no link between unpalatability and resource, α = 0. Individual can only synthesize 

their unpalatable compounds. 
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DISCUSSION 

The evolution of conspicuousness depends on mimetic interactions 

Overall, our model highlights that the evolution of increased conspicuousness is unlikely when 

assuming no direct effect of unpalatability or colour pattern conspicuousness on predator 

deterrence. In this case, we showed that more conspicuous warning colour patterns cannot 

evolve unless considering Müllerian mimicry. Within species harbouring a single colour 

pattern, protection brought by number-dependent selection facilitates the emergence of less 

conspicuous warning colouration.  

By contrast, our theoretical approach highlights that the emergence of more conspicuous 

warning colour patterns can be favoured by mimetic interactions with local community. In a 

diverse mimetic environment where the mutant pattern belongs to another mimicry ring in 

the community, we showed that more conspicuous warning colour patterns can be favoured 

over cryptic patterns, but not over a mildly conspicuous warning pattern. This suggests that 

mildly conspicuous signals can still provide efficient protection against predation. This might 

explain the diversity of levels of conspicuousness of warning colour pattern in closely-related 

species, such as transparent and opaque patterns in Ithomiini butterflies (Elias et al., 2008; 

Chazot et al., 2014). Considering mimetic community opens a new angle to explain the 

evolution of the wide diversity of colour patterns: even if number-dependent selection 

favours the most abundant signals within population, its effect can be modulated by variation 

in the conspicuousness of the different signals.  

On top of mimicry, some cognitive biases in predators might favour the invasion of more 

conspicuous warning colour patterns in unpalatable species: innate memorability, direct 

deterrence, diet conservatism or neophobia have indeed been shown to promote the 

emergence of new warning patterns (Marples & Kelly, 1999; Marples et al., 2005; Aubier & 

Sherratt, 2015). Moreover, in our model, conspicuousness variations within a given warning 

colour pattern do not affect the predator’s generalization behaviour. However, when 

difference of conspicuousness becomes very high, predators may be less likely to generalize, 

leading to mutant individuals losing protection from the strength in number. 

Environmental variations and stochasticity could also favour the settlement of new warning 

colour patterns in defended species. For instance, some colour pattern might benefit from 

crypsis in a given habitat by matching the local background but habitat change might then 
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enhances the evolution of conspicuousness (Merilaita & Tullberg, 2005; Speed & Ruxton, 

2005b; Tullberg et al., 2005; Speed, Brockhurst, et al., 2010). Stochastic events, including 

colonization of new environments, have been predicted to facilitate the emergence of new 

colour patterns (Joron & Mallet, 1998a; Mallet, 2010), and may allow more conspicuous 

patterns to arise. Such emergence of conspicuous colour pattern can also be enhanced by 

gregariousness, which generate an initial number-dependent advantage (Leimar et al., 1986). 

The balance between detectability and memorability can modify the emergence of new 

mimicry pattern  

Evolution of warning colour patterns relies on the evolution of conspicuousness: defended 

prey benefit from aposematism only if predators are able to associate the colour pattern with 

chemical defences. More specifically, our model highlights that memorability of warning signal 

has an important influence on predator’s behaviour, as it reduces predation probability 

(Gittleman & Harvey, 1980; Ham et al., 2006). Warning patterns might thus have a different 

evolutionary fate depending on signal memorability. In the mimicry literature, models 

exploring the emergence and persistence of multiple mimetic signals (Sherratt et al 2006, 

Mallet 2010) usually consider that all mimetic signals have the same predation risk, and that 

the attack rate then depends on local number-dependent selection. Here we highlight that 

the evolution of mimetic signals in defended species results from complex interactions 

between signal abundance and unpalatability but also on the detectability/memorability 

balance of the different mimetic colour patterns. 

The evolution of unpalatability is underpinned by resource specialisation.  

We showed that selection favours individuals with lower unpalatability level, because of the 

link between unpalatability and resource specialisation assumed in our model. Within a single 

warning colour pattern, less unpalatable mutants strictly invade the population because they 

benefit from the same number-dependent selection as wild-types. By considering a diverse 

mimetic community, mutants with a colour pattern belonging to a different mimicry ring lose 

this advantage, which inhibits the invasion of less unpalatable mutants. In our model, as in 

some prey species such as butterflies, unpalatable metabolites are either synthesized and/or 

sequestered from specialised resources (e. g., butterfly larval hostplants), and unpalatability 

is considered as an heritable trait linked to capacities to survive and acquire unpalatable 
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compounds from defended resources. This assumption has important impact on the evolution 

of unpalatability within and among mimetic signals. The origin of unpalatability variations in 

conspicuous prey, their dependence to local resources and the link between resource 

specialisation and prey carrying capacity thus needs to be empirically investigated to improve 

our understanding of the evolution of mimetic warning patterns. Furthermore, co-mimetic 

species sometimes share the same resources (Willmott & Mallet, 2004; Elias et al., 2008; 

Alexandrou et al., 2011), such that resource competition might be more important within 

mimicry ring. If level of unpalatability is linked to resource specialisation, the co-evolution 

between conspicuous mimetic signal and unpalatability would therefore be shaped by both 

mutualistic and competitive interactions between co-mimetic species.  
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 SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Supporting information 1: Effect of detectability of the evolution of conspicuousness within the 

same warning signal.  

Frequency of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different 

levels of conspicuousness cwt of wild-type individuals (x-axis) and cm of mutant individuals (y-

axis). Colour scale indicates proportion of mutant individuals fixed at equilibrium, with white 

representing 0% (100% wild-type individuals) and black representing 100% (0% wild-type 

individuals). Red dashed line shows diagonal where cwt = cm. The parameter α linking 

unpalatability to resource specialisation has no effect on the evolutionary outcome. Predation 

functions followed equations [5] and [6], assuming basal predation rates pwt = pm= 0.5 and uwt 

= um = 0.3 as an example, but all other unpalatability values give the same results. Invasion 

pattern for A) non-detectable β = 0 and B) detectable β = 1 warning colour pattern.  
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Supporting information 2: Evolution of conspicuousness within the same mimicry ring 

depending on generation time.  

Frequency of mutant and wild-type individuals, assuming different levels of conspicuousness 

cwt of wild-type individuals (x-axis) and cm of mutant individuals (y-axis). Colour scale indicates 

proportion of mutant individuals, with white representing 0% (100% wild-type individuals) and 

black representing 100% (0% wild-type individuals). Red dashed line shows diagonal where cwt 

= cm. Here α value (degree of resource specialisation) does not impact invasion pattern, and β 

= 1 so conspicuous warning colour pattern is detectable. Simulations were run over A) 50,000 

B) 100,000 and C) 1,000,000 generations with predation functions followed equations [5] and 

[6], assuming basal predation rates pwt = pm = 0.5 and uwt = um = 1 (high unpalatability). Less 

conspicuous morph is always advantaged. Selection coefficient is weaker for the mutant 

selection when the wild-type is highly conspicuous (see A top right corner). Thus, it takes more 

time for the mutant morph to be fixed in the population (see C top right corner).  
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Supporting information 3: Effect of detectability on the evolution of conspicuousness 

depending on the mimicry abundance in unpalatable populations. 

Frequency of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different 

levels of conspicuousness cwt of wild-type individuals (x-axis) and cm of mutant individuals (y-

axis). The x-axis scale is cropped for visual comfort. Colour scale indicates frequency of mutant 

individuals, with white representing 0% (100% wild-type individuals) and black being 100% (0% 

wild-type individuals). Red dashed line shows diagonal where cwt = cm. Here, parameter 

modulating resource specialisation α = 1 but variations in α, gives similar results on invasion 

pattern. Unpalatability value is fixed within each simulation, here uwt = um = 1 (high 

unpalatability). Predation functions followed equations [7] and [8]. Various basal predation 

rates modelling mutant morph belonging to A-D) a rare mimicry ring (pwt = 0.5, pm = 0.75), B-

E) a mimicry ring of same abundance as the wild-type morph (pwt = pm = 0.5), and C-F) an 

abundant mimicry ring (pwt = 0.5, pm = 0.25). On first row, warning colour pattern has the 

minimum of detectability, β = 0, and the maximum on the second row β = 1.  
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Supporting information 4: Evolution of unpalatability within the same warning colour pattern 

in populations. 

Frequency of mutant and wild-type individuals after 100,000 generations, assuming different 

levels of unpalatability uwt of wild-type individuals (x-axis) and um of mutant individuals (y-

axis). Red dashed line shows diagonal where uwt = um. Here α = 1 but same invasion pattern is 

observed as long as α ≠ 0. Warning colour pattern is detectable, β = 1, but variations of β do 

not change invasion patterns. Predation functions following equations [5] and [6], assuming 

basal predation rates pwt = pm = 0.5. Conspicuousness value is fixed within each simulation, A-

D) cryptic population cwt = cm = 0, B-E) midely conspicuous population cwt = cm = 0.5 C-F) highly 

conspicuous population cwt = cm = 1. 

First row A-B-C) there is no link between unpalatability and resource, α = 0, individual can only 

synthesize their unpalatable compounds, and second row D-E-F) individuals rely partly on 

resource to acquire unpalatable metabolites. 
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Supporting information 5: Evolution of unpalatability among population displaying different 

warning colour. 

Wild-type and mutant have different levels of unpalatability uwt of wild-type individuals (x-axis) 

and um of mutant individuals (y-axis). Red dashed line shows diagonal where uwt = um. Red 

arrows point out mutant invasion when the wild-type is palatable (uwt = 0). Conspicuousness 

value is fixed within each simulation, A-D) cryptic population cwt = cm = 0, B-E) midely 

conspicuous population cwt = cm = 0.5 C-F) high conspicuous population cwt = cm = 1. Simulations 

were run over 100,000 generations, with predation functions following equations [7] and [8]. 

We present results when wild-type and mutant belong to two different mimicry rings of the 

same abundance, with basal predation rates pwt = pm = 0.5. First row A-B-C) there is no link 

between unpalatability and resource, α = 0, individual can only synthesize their unpalatable 

compounds, and second row D-E-F) individuals rely partly on resource to acquire unpalatable 

metabolites, α = 1. Here warning colour patterns are detectable, β = 1, but variations of β do 

not change invasion patterns. 
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Abstract 

Evolutionary convergence of colour pattern in mimetic species is tightly linked with the 

evolution of chemical defences. Yet, the evolutionary forces involved in natural variations of 

chemical defences in aposematic species are still understudied. Herein, we focus on the 

evolution chemical defences in the butterfly tribe Heliconiini. These neo-tropical butterflies 

contain large concentrations of cyanogenic glucosides, cyanide-releasing compounds that act 

as predator deterrent. These compounds are either de novo synthesized or sequestered from 

their Passiflora host-plant, so that their concentrations may depend on host-plant 

specialization and host-plant availability. 

We sampled 375 wild Heliconiini butterflies across Central and South America, covering 43% 

species of this clade, and quantify individual variations in the different cyanogenic glucosides 

using LC-MS/MS. We detected new compounds and important variations in chemical defences 

both within and among species. Based on the most recent and well-resolved phylogeny of 

Heliconiini, we show that ecological factors such as mimetic interactions and host-plant 

specialization have a significant effect on chemical profiles, but these effects are largely 

explained by phylogenetic relationships. Our results therefore suggest that shared ancestries 

largely contribute to chemical defence variation, pointing out at the interaction between 

historical and ecological factors in the evolution of Müllerian mimicry. 
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INTRODUCTION  

The evolution of complex phenotypes combining different traits subject to natural selection 

raises the question of the mechanisms underlying adaptation involving multiple traits. In 

aposematic species for instance, the defensive traits such as unpalatable compounds, and the 

warning coloration may evolve asynchronously and can be submitted to contrasted selective 

pressures. While the evolution of colour patterns and the selective mechanisms involved have 

received considerable attention (Sherratt, 2008; Le Poul et al., 2014), the evolutionary origin 

of chemical defence variations is still understudied. The effect of chemical defences on 

predator avoidance is critical for prey survival (Ihalainen et al., 2007) and therefore central in 

the evolution of warning colorations (Speed & Ruxton, 2007; Blount et al., 2009). By sampling 

aposematic prey, predators learn to associate deterrent effect with a given warning colour 

pattern and subsequently avoid any resembling prey item (Alcock, 1970a, 1970b; Goodale & 

Sneddon, 1977). The immediate and long-term effect of defensive compounds thus 

determines the protection gained from aposematism (Skelhorn & Rowe, 2005), and therefore 

the evolution of colour patterns. 

Evolutionary convergence in aposematic signal among co-occurring defended prey species is 

frequently observed among sympatric aposematic species, because sharing a colour pattern 

decreases individual predation risk (Müller, 1879a). This results in so-called mimicry rings, 

composed of multiple species sharing a similar warning colour pattern. Both the defensive 

compounds and the abundance of individuals sharing a given warning colour pattern 

determine the predation risk associated with this coloration (Sherratt, 2008). Substantial 

quantitative variation in chemical defences is observed between mimetic species, as 

demonstrated for instance in poison frogs (Santos & Cannatella, 2011), marine gastropods 

opisthobranchs (Cortesi & Cheney, 2010) or insects (Bezzerides et al., 2007; Arias, 

Meichanetzoglou, et al., 2016; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Less defended individuals 

—quasi-Batesian mimics— may act as parasites on better defended individuals by limiting 

predator avoidance (Speed, 1993; Rowland et al., 2010). The evolution of chemical defences 

in mimetic species is thus likely to be influenced by the local abundance of the mimicry ring 

they belong too, as well as variations in unpalatable compound levels across individuals 

composing the ring. 
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Nevertheless, other local ecological factors may influence the evolution of chemical defences 

in mimetic species. In butterflies for instance, deterrent compounds, as well as precursors for 

their synthesis, can be acquired by caterpillars during feeding on specific host-plants (Nishida, 

2002; Jones et al., 2019). Chemical defences may thus vary among species depending on their 

diet (Engler & Gilbert, 2007). For instance, monarch butterflies (Danaus plexippus) sequester 

cardenolides from milkweeds during the larval stage and are thus unpalatable to birds (Brower 

et al., 1972). Adaptation to host-plants is thus a key evolutionary factor in the origin and 

evolution of chemical defences in aposematic butterflies. Nevertheless, because of the 

strength of predation on adult butterflies, the evolution of chemical defences in mimetic 

butterflies can result from complex interactions between host-plant adaptation and predation 

pressure. A recent survey of natural populations of two co-mimetic butterfly species, the 

viceroy (Limenitis archippus) and queen (Danaus gilippus), demonstrated that the average 

concentration of chemical defences increases in the viceroy populations, while decreasing in 

the co-mimic (Prudic et al., 2019). This effect is independent from variation of compound 

concentrations in host-plants (Prudic et al., 2019), highlighting that both host-plant adaptation 

and mimetic interactions may be important selective factors evolved in the evolution of 

chemical defences in mimetic species.  

Here we aim to disentangle the mechanisms involved in the evolution of chemical defences, 

from neutral divergence to selective pressure of predation and host-plant adaptation. We 

focus on the butterflies belonging to the neotropical tribe Heliconiini (Nymphalidae: 

Heliconiinae), where colour pattern evolution and mimetic interactions have been extensively 

documented (Joron & Mallet, 1998b; Joron & Iwasa, 2005; Merrill et al., 2015). Subspecies of 

Heliconiini are defined based on variation in colour pattern between geographic locations 

(Braby et al., 2012). Heliconiini butterflies contain a wide diversity of defensive compounds, 

especially aliphatic or cyclopentenoid cyanogenic glucosides (CGs) (Fig. 22) (de Castro, 

Zagrobelny, et al., 2019). CGs are supposed to have a bitter and repulsive taste (Nahrstedt & 

Davis, 1985). Additionally, CGs release toxic cyanide and chemical by-products for birds when 

put in contact with specific degrading enzymes (Conn, 1980; Cardoso, 2019). Cyanogenic 

substrate and enzymes or stored in different cell or tissue compartment and are mixed upon 

tissue disruption under a predator’s attack, so that Heliconiini butterflies often survive an 

attack after being tasted (e.g. by lizard (Boyden, 1976) or avian predators (Boyden, 1976; Chai, 
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1996; Pinheiro & Campos, 2019)). Therefore, the bitter taste provided by CG and toxic 

metabolites may act as a chemical defence because of immediate deterrent effect on 

predator. 

Heliconiini caterpillars feed on Passiflora plants (Turner, 1967; Engler & Gilbert, 2007; Jiggins, 

2016), with substantial behavioural variation in female egg-laying preferences and in larval 

survival on different Passiflora species (Benson et al., 1975; Brown, 1981). Around 30 different 

CGs have been identified in Passiflora (Spencer & Seigler, 1987; de Castro, Zagrobelny, et al., 

2019). Larvae of most Heliconiini species synthesize CGs de novo (Wray et al., 1983), but many 

sequester CGs from the host-plants (Engler et al., 2000). Both synthesis and sequestration of 

CGs is only observed in Zygaenidae (burnet moths) and Heliconiini, two clades where 

aposematic colour patterns have evolved (Zagrobelny, de Castro, et al., 2018). So far, 

Heliconiini have been reported to sequester five cyclopentenoid CGs from Passiflora; the 

enantiomers tetraphyllin B and epivolkenin, tetraphyllin A, gynocardin and dihydrogynocardin 

(Fig. 22) (Engler et al., 2000; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Heliconiini butterflies can 

synthesize aliphatic CGs, linamarin and lotaustralin (Fig. 22) from the amino acids valine and 

isoleucine, respectively (Nahrstedt & Davis, 1985). Identifying the different CGs may thus 

allow tracking down their metabolic, although aliphatic linamarin and lotaustralin can also be 

uptaken by caterpillars, as recently demonstrated in Heliconius melpomene (de Castro, 

Demirtas, et al., 2019). The balance between sequestration from host-plants and de novo 

synthesis of CGs in different species may be linked to host-plant specialization. CG 

sequestration might be more important than synthesis in specialist species, as for instance in 

the specialist species Heliconius sara and H. sapho containing drastically diminished CG 

concentrations when reared on other Passiflora species than their specific host-plants (Engler 

& Gilbert, 2007). Evolution of chemical defences in the Heliconiini clade can thus be influenced 

by the adaptation to host-plants. 

The substantial geographic variation in colour patterns and host-plants observed in the 

Heliconiini clade (Jiggins, 2016) provides a relevant opportunity to investigate the effect of 

selection pressure on the evolution of chemical defences in mimetic species. Based on the 

well-resolved phylogeny of Heliconiini (Kozak et al., 2015), we thus explored how phylogenetic 

history, mimetic interactions and host-plant use drive the evolution of chemical defence in 

wild butterflies. We studied a large sample of wild Heliconiini from different geographic 
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locations of South America to assess variation in chemical defences both within and across 

mimicry rings. This work allows us to assess differences in chemical defences in natural 

conditions whereby sampled individuals fed on available host-plants and faced their actual 

predators. Using liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS) we 

investigate both quantitative and qualitative variation across individuals. 

 

 

Figure 22: Cyanogenic glucosides identified in Heliconiini. Framed molecules are aliphatic CGs 

synthesized by Heliconiini, followed by cyclopentenoid CGs sequestered from Passiflora plants. 

Glucose group is symbolized by “Glu”. For the first time in Heliconiini, we report epilotaustralin 

and an enantiomer of tetraphyllin A (which is not represented here because it was not 

identified during this study). 
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MATERIALS AND METHODS  

Butterfly collection 

Wild butterflies were caught from 2016 to 2018 across Peru (n = 286), Panama (n = 45), 

Ecuador (n = 24) and Brazil (n = 20), using a hand net. We used 375 individuals from 33 species, 

covering 43% of the Heliconiini tribe (Sup. 6), and 55 subspecies (Sup. 7). Individuals were 

killed by freezing on the day of capture (approximately –18°C). Wings were cut and preserved 

dried in an envelope and placed in a silica gel containing box to absorb humidity. Bodies were 

conserved in a plastic vial containing 100% methanol —HPLC grade suitable for UPLC/UHPLC 

instruments VWR— and kept in freezer (approximately –18°C). 

Cyanogenic glucoside extraction in methanol 

For each butterfly specimen, the butterfly body and the methanol medium were transferred 

in a glass tube. Methanol was evaporated at room temperature until the tissue was fully dried 

using Savant Automatic Environmental SpeedVac System AES1010 with VaporNet. Body and 

wings were weighed before being crushed into a fine powder in a glass mortar and pestle 

using liquid nitrogen. Two mL of HPLC grade 100% methanol were added to the powder before 

stirring for 1 hour at room temperature. Extracts were centrifugated for 20 minutes at 1600 

rpm, filtered using 7 mm diameter glass pipettes and cotton, filtered again with a MultiScreen 

0.45 µm hydrophilic, low protein binding plate, and centrifuged five minutes at 3500 rpm. Raw 

filtrates were diluted 50 times in milliQ water, vortexed and stored in fridge until Liquid 

chromatography coupled to tandem mass (LC-MS/MS) injections. 

Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry 

The protocol used in this study has been previously optimized to identify and quantify 

cyanogenic glycosides in butterfly methanol filtrates (Briolat et al., 2019; de Castro, 

Zagrobelny, et al., 2019). Analytical LC-MS/MS was performed using an Agilent 1100 Series LC 

(Agilent Technologies, Germany) hyphenated to a Bruker HCT-Ultra ion trap mass 

spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). Chromatographic separation was carried out on a 

Zorbax SB-C18 column (Agilent; 1.8 μM, 2.1x50 mm). Mobile phases A and B were deionized 

water containing 0.1% (v/v) formic acid and 50 μM NaCl and acetonitrile containing 0.1% (v/v) 

formic acid, respectively. The gradient was: 0 - 0.5 min, isocratic 2% B; 0.5 - 7.5 min, linear 

gradient 2% - 40% B; 7.5 - 8.5 min, linear gradient 40% - 90% B; 8.5 - 11.5 isocratic 90% B; 11.6 
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- 17 min, isocratic 2% B. Flow rate was set to 0.2 mL/min and increased to 0.3 mL/min between 

11.2 to 13.5 min. During the LC step, initially neutral CGs were associated with Na+ cations and 

analysed with MS in the positive electrospray mode.  The oven temperature was fixed at 35°C. 

In addition to the 375 butterfly samples, we ran blank control sample and a reference sample. 

Blank was methanol gone through the whole protocol extraction, and the reference sample 

was a mix of every butterfly filtrates. Cyanogenic glycosides were identified by comparison to 

standard solutions (aliphatic were chemically synthesized at PLEN, Møller et al., 2016, 

cyclopentenoid were donated by Lawrence Gilbert and Helene Engler, Engler et al., 2000). We 

made three calibration curves based on three commercial standards: linamarin, 

lotaustralin/epilotaustralin and amygdalin (commercial, Sigma Aldrich), from 0.1 to 20 ng/µL 

each. Blanks, standards, calibration curve and reference sample were run first. The reference 

sample was injected every ten butterfly samples. 

Chemical data analyses  

Mass spectra were analysed using the software Bruker Compass DataAnalysis 4.3 (x64). We 

targeted sodium adducts [M+Na+] of linamarin [retention time (RT) 2.4 min at m/z 270], 

lotaustralin [RT 5.4 min at m/z 284], epilotaustralin [RT 5.5 min at m/z 284], tetraphyllin B [RT 

1.3 min at m/z 310], epivolkenin [RT 2.3 min at m/z 310], tetraphyllin A [RT 4.9 min at m/z 

294], gynocardin [RT 1.4 min at m/z 326], dihydrogynocardin [RT 1.4 min at m/z 328] and 

amygdalin [RT 6.4min at m/z 480] (Briolat et al., 2019; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). For 

every targeted compound, the total concentration was estimated based on the Extracted Ion 

Chromatogram (EIC) peak areas, and on a regression calculated from the standard curve (in 

ng of CG/mL of butterfly extract). We reported the concentration of each CG in every butterfly 

in µg of CG/mg of dried butterfly weight. 
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Statistical and comparative analyses 

All statistics were conducted in R 3.4.4 (R: The R Project for Statistical Computing, 2019) and 

RStudio 1.1.463 (RStudio, 2019). Plots were created with ggplot2 3.0.0 package (Wickham et 

al., 2019). 

 i) Qualitative and quantitative variation in cyanogenic glucosides 

The difference for the CG profile, CG total concentration and each compound concentration 

between groups (genera, species and subspecies) was tested using MANOVA and ANOVA with 

associated Tukey Honest Significant Differences (Tukey’s HSD) post-hoc tests in the R package 

stats 3.4.2. Heatmap of CG occurrence and concentration was plotted using R packages ape 

5.1 and ggtree 1.10.5 (Paradis, 2011; Yu et al., 2017). 

 ii) Evolution of cyanogenic glucoside profiles in Heliconiini 

We calculated the phylogenetic signal of CG profile, i. e., the extent to which trait values are 

explained by the phylogeny, or how much closely related species resemble one another in 

terms of CG profile (Blomberg et al., 2003). We computed the Kmult statistic, a multivariate 

extension of Blomberg’s K test for univariate phylogenetic signal (Blomberg et al., 2003; 

Adams, 2014). A low phylogenetic signal (Kmult close to 0) indicates a low influence of the 

phylogenetic relationships on the tested trait, whereas high value (Kmult close to 1) suggests 

that the trait evolution along the phylogeny is close to Brownian motion. The multivariate 

phylogenetic signal of quantitative CG variation across species was evaluated using Kmult in the 

geomorph 3.0.7 R package. We calculated the phylogenetic signal in the whole Heliconiini 

tribe, in the largest genus of the radiation: Heliconius and more specifically in the pupal-mating 

and non-pupal-mating clades. In Heliconius, phenotypic races of the same species often 

belong to different mimicry rings. Therefore, we estimated the phylogenetic signal using mean 

CG concentrations separately at the taxonomic level of species (n = 33) and subspecies (n = 

55). We adapted the Heliconiini phylogenetic tree (Kozak et al., 2015) by pruning species not 

represented in our sample set. In many cases several subspecies were sampled (for example: 

H. hecale felix, H. hecale melicerta and H. hecale zuleika). For the subspecies-level analysis we 

extended the original phylogeny to include relevant subspecies as follows: the terminal branch 

length was set equal to the decimal of the previous branch, and the common branch equal to 

the integer part. All subspecies had same total branch length. In the case of more than two 

subspecies, the topology was arbitrary resolved. 
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 iii) Phylochemospace 

We applied the concept of phylomorphospace, describing morphological variation across 

species in correlation with their phylogenetic relationships (Sidlauskas, 2008). We built a 

“phylochemospace” describing variation in concentration of multiple compounds with a 

principal component analysis (PCA), superimposing the phylogenetic relationships among 

subspecies. The resulting PCA visualises the variation in CGs actually occurring in the 55 

subspecies. Packages FactoMineR 1.41 (Lê et al., 2008), missMDA 1.14 (Josse & Husson, 2016), 

and phytools 0.6-44 (Revell, 2012) were used. 

 iv) Variation among co-mimetic subspecies and host-plant specialization 

We tested for differences between groups: mimicry ring, geographical range and host-plant 

specialization. We used MANOVA and ANOVA to assess differences in CG profile and CG total 

concentrations respectively, both at species (n = 33) and subspecies (n = 55) level. We applied 

Bonferroni correction as we performed several tests on the same dataset. We used stats 3.4.2 

for MANOVA and RVAideMemoire 0.9-72 package (Hervé, 2019) for associated post-hoc test. 

ANOVA, associated post-hoc test and Bonferroni correction were computed with stats 3.4.2 

package as well. 

To assess whether the observed statistically significant differences were due to shared 

ancestry, we computed phylogenetic MANOVA and ANOVA, using geiger 2.0.6 (Harmon et al., 

2008) and phytools 0.6-44 packages (Revell, 2012) respectively. Phylogenetic MANOVA and 

ANOVA were performed using the modified tree and mean CG concentrations per subspecies 

(as these phylogenetical tests do not handle multiple value for one subspecies, we used mean 

concentrations). 

We investigated variation in total CG concentration, synthesized CG concentration and 

sequestered CG concentration between generalist and specialist subspecies. When 

considering the entire range of a given species across Central and South America it turns out 

it can have a lot of host-plant species. For instance, Agraulis vanilla has 50 reported host-

plants and Heliconius numata 30 (Kozak, 2016). We conducted our analysis at the subspecies 

level because locally subspecies actually use much less host-plants. In this studied, generalist 

are subspecies that feed on more than 5 host-plant species whereas specialist subspecies feed 

on 5 or less host-plant species. We adjusted this classification based on the literature.    
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RESULTS 

Large variations in the concentration of neo-synthesized and sequestered cyanogenic 

glucosides in the Heliconiini clade 

Nine CGs were detected across species, but the identity and number of compounds largely 

varied between genera and species. Important variations in both the total and each defensive 

compound concentrations were also detected within species, notably among different 

subspecies (ANOVA, F49
303, 5.60, p < 0.001; MANOVA, F49

303, 3.51, p < 0.001).  

Regarding de novo synthesized aliphatic CGs, linamarin and lotaustralin were detected in all 

55 subspecies, except in H. xanthocles melior and H. hewitsoni where only lotaustralin traces 

were observed in one out of the three individuals sampled (Fig. 23). However, the 

concentration of linamarin was significantly different between species (ANOVA, F32
342, 13.77, 

p < 0.001), from the lowest in H. aoede (mean [linamarin] = 0.40 µg/mg DW) and H. congener 

(0.45 µg/mg DW) to the highest in H. charithonia (45.2 µg/mg DW) and Eueides isabella (54.2 

µg/mg DW).  Eueides had statistically significant higher linamarin concentration compared to 

other genera (ANOVA, F6
368, 35.46, p < 0.001; Tukey’s HSD, p <0.001). Similarly, lotaustralin 

concentrations differed among species (ANOVA, F32
342, 4.324, p < 0.001). The concentration 

was exceedingly high in H. charithonia (mean [lotaustralin] = 45.8 µg/mg DW; Tukey’s HSD, p 

< 0.001). In comparison, H. hecale had the second highest lotaustralin concentration with 13.7 

µg/mg DW, i.e. three times less than H. charithonia. Another aliphatic CG with concentration 

varying strongly among species was epilotaustralin (ANOVA, F32
342, 2.618, p < 0.001), from 

0.03 µg/mg DW the minimum mean concentration reported in H. aoede to 4.91 µg/mg DW 

the maximal mean concentration in H. charithonia. It has not been previously reported in 

Heliconiini (de Castro, Zagrobelny, et al., 2019), but was detected by us in Heliconius, Eueides, 

Dione, Agraulis and Dryas genera. All three putatively-synthesised CGs were found at the 

highest levels in H. charithonia, which also did not contain any sequestered CGs in the two 

analysed individuals. 

Six CGs putatively sequestered from Passiflora hostplants were measured: tetraphyllin B was 

obserbed in Agraulis, Dryas, Eueides and Heliconius, but the concentration, from 0.03 µg/mg 

DW in H. wallacei to 5.51 µg/mg DW in H. eratosignis, did not significantly differ between 

species (ANOVA, F32
342, 0.908, p = 0.614). However, a diastereoisomer of tetraphyllin B called 
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epivolkenin was detected in Heliconius, Eueides and Dryadula, varying in concentration across 

species (ANOVA, F32
342, 8.489, p < 0.001), with lowest mean in Dryadula phaetusa with 0.03 

µg/mg DW and highest in H. sara with 38.2 µg/mg DW. Tetraphyllin A had a range of 0.09 

µg/mg DW in H. xanthocles to 15.7 µg/mg DW in H. congener and was observed outside of 

Heliconius for the first time, in Dryas iulia (in n = 3 out of 38 individuals). This sequestered CG 

significantly differed in concentration among species (ANOVA, F32
342, 1.958, p = 0.002). An 

enantiomer of tetraphyllin A, was detected in all samples of H. burneyi (0.77 µg/mg DW) and 

H. eleuchia (4.33 µg/mg DW) at distinct concentrations (ANOVA, F32
342, 117.3, p <0.001). 

Gynocardin (from 0.09 in H. melpomene to 2.22 µg/mg DW in H. himera) and 

dihydrogynocardin (from 0.03 in H. erato to 0.56 µg/mg DW in H. sara) were occasionally 

observed in some individuals, mostly in Heliconius species, but also in two out of 38 individuals 

of Dryas iulia (in n = 2 out of 38 individuals). Of the two, only gynocardin varied in 

concentration (ANOVA, F32
342, 1.535, p = 0.035). We also searched for the aromatic CGs 

amygdalin as it has been measured in few analysed Passiflora species (Chassagne et al., 1996; 

de Castro, Zagrobelny, et al., 2019).  As the previous work, we did not find aromatic CGs in 

heliconiine butterflies. Our study on wild butterflies shows that sequestration ability is widely 

but unequally distributed among the Heliconiini tribe, indeed different species obtain 

different CGs from their larval host-plant. 

 

 

Figure 23: Qualitative and quantitative variations for the nine studied cyanogenic glucosides 

across Heliconiini subspecies. Phylogenetic tree is adapted from (Kozak et al., 2015). The left 

column represents the total CG mean concentration (n = 375 individuals in 55 subspecies). 

Following column presents the average of each CG concentration. Concentrations are in µg of 

CG per mg of dried weigh (body + wings) in a logarithmic scale. A black box signifies either the 

absence of the CG or insufficient data for measurement. A coloured filled box indicates that 

the corresponding CG has been reported in at least one individual of the species. Colour 

gradient is from white corresponding to the minimum reported concentration to the darkest 

colour corresponding to the maximal reported concentration.   
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Evolution of cyanogenic glucoside profiles in Heliconiini 

Concentration of CGs in Heliconiini species (n = 33) displayed a weak but significant 

phylogenetic signal (Kmult = 0.311, p = 0.023). In Heliconius, the largest genus in the Heliconiini 

radiation, phenotypic races of the same species often belong to different mimicry rings, 

therefore we estimated the phylogenetic signal separately at the taxonomic level of 

subspecies (n = 55), where the phylogenetic signal of mean CG concentrations was weaker 

and non-significant (Kmult = 0.084, p = 0.055), probably because of important variation within 

species.  

For the genus Heliconius alone (n = 22 species), the phylogenetic signal was moderate 

(Kmult = 0.558, p = 0.029). Heliconius genus is divided in two clades: there was a strong 

phylogenetic signal within the pupal-mating (males perform a characteristic sexual behaviour 

where they mate with the female as it emerges, Kmult = 0.903, p = 0.027) and non-pupal-

mating (Kmult = 0.821, p = 0.028) clades at the species level only (n = 10 and n = 12 respectively). 

Species from the pupal-mating clade (n = 106 individuals, total mean [CGs] = 38.4 µg/mg DW) 

and the non-pupal-mating clade (n = 165 individuals, total mean [CGs] = 29.4 µg/mg DW) had 

statistically different mean of CG concentrations (ANOVA, F1
269, 6.261, p = 0.013), and 

different profiles (MANOVA, F1
269, 0.304, p < 0.001). Phylogenetic signal is lost at the 

subspecies level in Heliconius (n = 39 subspecies, Kmult = 0.123, p = 0.208), both in the pupal-

mating clade (n = 14 subspecies, Kmult = 0.300, p = 0.353) and in the non-pupal-mating clade (n 

= 25 subspecies, Kmult = 0.082, p = 0.522), suggesting that closely related species had similar 

profiles but that a lot of intraspecific variation exist. 

Ecological factors influencing the evolution of cyanogenic glucoside profiles in 

Heliconiini 

Since evolutionary history only partly explains the observed chemical defence variation within 

Heliconiini, we investigated the effect of ecological factors, such as involvement in different 

mimicry rings and interaction with host-plants (for details of host-plant specialization and 

mimicry rings information see Sup. 6 and Sup. 7). The phylochemospace displays the variation 

in average chemical profile of the different subspecies and does not reveal a strong similarity 

of taxa belonging to the same mimicry ring (Fig. 24). Within species, we observed that 

subspecies belonging to distinct mimicry rings also had very distinct chemical profiles, e. g. H. 
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erato favorinus (n = 31), H. erato emma (n = 5), H. erato demophoon (n = 3) and H. erato cyrbia 

(n = 1) (MANOVA, F3
36, 2.240, p < 0.001). Nevertheless, the distantly related co-mimics H. 

melpomene rosina (n = 4) and H. erato demophoon (n = 3) appeared close in the 

phylochemospace, and had statistically similar CG profile (MANOVA, F1
5, 0.802, p = 0.683). 

Despite, the proximity of H. melpomene amaryllis (n = 21) and H. erato favorinus (n = 31) in 

the phylochemospace, they had statistically different CG profile (MANOVA, F1
50, 0.760, p < 

0.001). H. m. amaryllis had a higher total CG concentration, (25.9 µg/DW mg) than H. e. 

favorinus (7.2 µg/mg DW) (ANOVA, F1
50, 43.84, p < 0.001) and contained more de novo 

synthesised compounds linamarin, lotaustralin and epilotaustralin (MANOVA, F1
50, 0.726, p 

<0.001). No difference was detected for the sequestered CGs (MANOVA, F1
50, 0.164, p = 

0.073). 

According to the mimicry ring they belonged, individuals had both distinct chemical profile 

and total concentration of CGs (Tab. 2 and Fig. 25). For instance, chemical profiles of Agraulis 

vanillae vanillae (n = 2) collected in Panama differed strikingly from those of A. vanilla luciana 

(n = 4) collected in Peru (MANOVA, F1
4, 0.999, p = 0.039). While regular MANOVA on mimicry 

pattern and host-plant specialization were significant (Tab. 2), phylogenetic MANOVA for the 

same groups were not (Tab. 2), meaning that differences in CG profile between subspecies for 

the mimicry pattern and host-plant specialization were caused by phylogenetic relationships. 

Regarding total CG content, subspecies relatedness also explained the variation observed 

between mimicry rings (Tab. 2). Host-plant specialisation effect was not significant at the 

subspecies level with and without correction for subspecies relatedness (Tab. 2). 

Nevertheless, individuals from host-plant-specialist subspecies were more chemically 

defended (mean total [CGs] = 39.2 µg/mg DW) than generalist (26.5 µg/mg DW; Tab. 2, Sup. 

8). In accordance with our hypothesis, we found that specialist subspecies sequestered more 

CGs (19.2 µg/mg DW) than generalist subspecies (3.8 µg/mg DW; ANOVA, F1
373, 53.01, p < 

0.001). By contrast, both generalist and specialist subspecies produced similar concentrations 

of CGs (mean synthesized [CGs] in generalist = 22.8 µg/mg DW, in specialist = 20.0 µg/mg DW, 

ANOVA, F1
373, 1.313, p = 0.253). 
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Figure 24: Phylochemospace depicting the relationships between phylogenetic history and the 

mean CG concentration in Heliconiini subspecies. Visualization in 2 dimensions of the 

distribution of the variation in CG profiles. Dark line represents the phylogenetic tree modified 

from Kozak et al., (2015) to plot subspecies used in our analyses (n = 55 subspecies). Dots are 

mean imputed CG profile per subspecies. Colour indicates the mimicry ring subspecies belong 

to (Sup. 7). Heliconius erato subspecies from distinct mimicry rings also differ in their mean 

chemical profiles (H. e. cyrbia in the “Other” mimicry ring from Ecuador, H. e. emma from 

Dennis-ray ring from Peru, H. e. favorinus from Postman ring from Peru and H. e. demophoon 

from Postman ring from Panama). H. erato and H. melpomene subspecies have increased size 

dot and are illustrated by a photo. 
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Figure 25: Chemical profile of individuals from the nine studied mimicry rings. CG 

concentrations are given in µg/mg DW. Mimicry rings from left to right, with illustrations of 

the colour pattern: blue (6 subspecies, n = 66 individuals), Dennis ray (10 subspecies, n = 39), 

green (3 subspecies, n = 4), orange (8 subspecies, n = 73), postman Panama (2 subspecies, n = 

7), postman reverse (2 subspecies, n = 6), postman Ecuador/Peru (5 subspecies, n = 57), rayed 

yellow (2 subspecies, n = 7), tiger (11 subspecies, n = 78). White boxplots are total CG 

concentration. 
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Table 2: Comparisons of CG profile (MANOVA) and total concentration (ANOVA) between and 

among mimicry rings and host-plant specialization levels. To compare the effect of mimicry 

rings and host-plant specialization on CG profiles and total CG concentrations with 

phylogenetic effect, we performed a MANOVA and ANOVA (respectively) using the mean 

concentration per subspecies (n = 55 subspecies). Then MANOVA and ANOVA were performed 

on CG profiles and total CG concentrations using the whole dataset to test for inter-individual 

variation (n = 375 individuals), without testing the effect of phylogeny.   

Profile of CGs Regular Phylogenetic 

MANOVA on mean per subspecies (n = 55) 

Mimicry ring F9
36, 2.736, p < 0.001 F9

36, 2.736, p = 0.582 

Host-plant specialization F1
53, 0.446, p < 0.001 F1

53, 0.446, p = 1.000 

MANOVA on inter-individual variation (n = 375) 

Mimicry ring  F10
364, 1.209, p < 0.001 - 

Host-plant specialization F1
373, 0.165, p < 0.001 - 

Total CG concentration Regular Phylogenetic 

ANOVA on mean per subspecies (n = 55) 

Mimicry ring F9
36, 4.75, p < 0.001 F, 4.745, p = 0.324 

Host-plant specialization F1
53, 0.518, p = 0.950 F, 0.517, p = 1.000 

ANOVA on inter-individual variation (n = 375) 

Mimicry ring F10
364, 12.11, p < 0.001 ‐ 

Host-plant specialization F1
373, 18.90, p < 0.001 - 
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Members of a mimicry ring are not equally defended 

In general, variation in CGs was lower within than between mimicry rings (Tab. 2, Sup. 9). 

Nevertheless, some co-mimetic subspecies had different profiles of CGs and also different 

total concentration of CGs, as in the blue (6 subspecies, n = 66 individuals, MANOVA F5
60, 

0.951, p = 0.009; ANOVA F5
60, 3.336, p = 0.010), orange (8 subspecies, n = 73, MANOVA F6

58, 

1.256; p < 0.001, ANOVA F6
58, 3.292 p = 0.007) postman Ecuador/Peru (5 subspecies, n = 57, 

MANOVA F4
52, 0.849, p = 0.007; ANOVA F4

52, 11.540, p < 0.001), postman reverse (2 

subspecies, n = 6, ANOVA F1
4, 13.870; p = 0.020) and tiger (11 subspecies, n = 78, MANOVA 

F10
67, 1.245; p <0.001, ANOVA F10

67,, 5.321, p <0.001) rings. Thus, co-mimetic subspecies were 

not necessarily equally defended. However, in the Dennis ray (10 subspecies, n = 39, MANOVA 

F9
29, 3.644, p <0.001; ANOVA F9

29, 1.318, p = 0.271) and rayed yellow (2 subspecies, n = 7, 

MANOVA F1
5, 0.978, p = 0.043; ANOVA F1

5, 0.100, p = 0.765) mimicry rings, subspecies had 

different profile of CGs but a similar total concentration. We also report some cases where 

subspecies had statistically similar profile and total concentration of CGs, within the green (3 

subspecies, n = 4, MANOVA F1
2, 0.885; p = 0.340, ANOVA F1

2, 0.038, p = 0.863) and postman 

Panama (2 subspecies, n = 7, MANOVA F1
5, 0.802, p = 0.683; ANOVA F1

5, 0.111, p = 0.753) 

mimicry rings. 
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DISCUSSION 

Phylogenetic history partly explains the distribution of cyanogenic glucosides across 

Heliconiini species 

We observed that mimicry rings had different levels of CG profile and total concentration, but 

these differences are mostly driven by phylogenetic relatedness among mimetic species. 

Generally, species are closely-related within mimicry rings with similar CG profiles, likely 

shaped by evolutionary history rather than selection exerted by predators. Observed 

variations among species in CG concentrations are related with phylogenetic relationships, 

suggesting that drift over time following divergence between species partly explains the 

variation in CG chemical profiles. Our results in wild-caught individuals are consistent with the 

significant phylogenetic signal in CG profile observed in captive-bred Heliconiini (de Castro, 

Zagrobelny, et al., 2019). Nevertheless, the phylogenetic signal associated with CG profile is 

stronger when considering species rather than subspecies, suggesting that despite a strong 

effect of the divergence between clades (ancient node), substantial variation within species 

are observed in our wild-caught individuals. In Heliconius the phylogenetic signal at the genus 

level was weaker than when calculated within the pupal-mating and non-pupal-mating clades 

independently. This suggests that CG profiles have mainly diverged between these two clades 

and are quite variable within these two clades, probably because of substantial variations in 

the ecology of the different species composing these two clades. 

Geographic variation in mimicry rings impacts CG profiles 

The important variation in CG profile observed within species is mostly explained by variations 

between subspecies living in different geographic range. For instance, Panamanian subspecies 

of A. vanillae and H. erato were more chemically defended than Southern subspecies of the 

same two species. Subspecies generally differ in wing colour pattern and geographic 

distribution, pointing at the influence of ecological factors in shaping the variation in CG 

concentration profile in Heliconiini. Although Heliconius species from the pupal-mating and 

non-pupal-mating clades are phylogenetically distant, they can be involved in the same 

mimicry ring. This is the case for H. erato demophoon and H. melpomene rosina, which are 

part of the postman Panama mimicry ring and presented similar CG profiles, suggesting either 

an effect of the mimetic interactions and/or of the similarity in local host-plants chemistry. By 
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sampling wild butterflies from different countries, our study highlights that host-plant 

interaction and geography are important ecological factors shaping variations in chemical 

defences within species.  

How host-plant specialisation shapes chemical defences 

Indeed, host-plant range and preference vary locally in some species (Smiley, 1978), so that 

variation in sequestrated CGs in butterflies probably reflects host-plant availability and use 

across sampled localities. For example, H. melpomene has a wider range of host-plant species 

in its eastern distribution area. In Central America it feeds on P. menispermifolia or P. oerstedii 

depending on the localities but feeds preferentially on P. platyloba in Peru, (Billington et al., 

1990; Jiggins, 2016). This emphasizes the plasticity in the host-plant range of many Heliconiini 

species and the importance of local adaptation with Passiflora species. Local patterns in host-

plant use by Heliconiini is likely reflected in their CG profile. 

The binary generalist/specialist classification used here is a rough simplification of the host-

plant specialization spectrum. Nevertheless, we still observed, as expected, that specialist 

subspecies had higher concentrations of sequestrated CGs (Engler & Gilbert, 2007; Jiggins, 

2016). However, we did not detect any correlation between the level of host-plant 

specialization and the synthesis/sequestration balance, contrary to previous studies where 

synthesis and sequestration were shown to be negatively correlated traits, with fluctuant 

intensity across the phylogeny (Engler & Gilbert, 2007; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019).  

As CGs are Passiflora secondary metabolites, their production may vary in space, time and 

across tissues depending on abiotic and biotic conditions exert on plant. Thus, reported 

sequestrated CGs in our study on wild butterflies are potentially a subset of the CGs contained 

in locally-available Passiflora host-plants. The evolution of Heliconiini chemical defence profile 

would thus be shaped by both host-plant specialization of the different butterfly species and 

available Passiflora host-plants variations across the geographical areas. 

Variable CG profiles within mimicry rings and Müllerian mimicry 

Variation in CG concentrations between mimicry rings observed here had already been 

reported in a study based on colorimetric assays (to investigate total CG concentration per 

individual regardless of each CG identity) (Arias, Meichanetzoglou, et al., 2016). This effect of 
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mimicry on the individuals belonging to different co-occurring mimicry rings are thus not 

necessarily equally defended, and potentially perceived with different degrees of aversion by 

predators. Recently, an experiment using domestic chicks shows that beyond a certain CG 

concentration, birds learned to avoid the prey at a similar speed (Chouteau et al., 2019). 

Variations in the level of CGs observed within and among mimicry rings might thus not directly 

translate into variation in learning behaviour by predators, so that the evolution of high 

chemical defence in some Heliconiini would not necessarily be promoted by natural selection 

exerted by predators in mimetic prey. Furthermore, it is currently unknown whether predator 

rejection behaviour depends on the total concentration of CG or is mostly shaped by the 

presence of key CGs with a particularly repellent taste. Chemical defences are also a complex 

cocktail (Speed et al., 2012) with components acting through synergetic or antagonist effects. 

Predator communities and strength in predation pressure acting on aposematic prey vary in 

space and time, as demonstrated in the field using artificial poison frogs and caterpillars 

(Chouteau & Angers, 2011; Mappes et al., 2014). Predator sensibility to detect bitterness of 

CGs and to endure unpleasant taste vary (Li & Zhang, 2014), as well as their tolerance towards 

cyanide (Cardoso, 2019). Indeed, based on how hungry they are, avian predators may decide 

to feed on unpalatable butterflies (Marshall, 1908; Chai, 1986b). The geographic variation in 

chemical profile detected here might therefore be influenced by both host-plant availability 

and composition of predator communities. But the strong phylogenetic signal detected on CG 

profiles, and the high sensitivity of predator to CG suggests that the evolution of elevated 

levels of chemical defence is not directly related to colour pattern evolution.  
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CONCLUSIONS 

Our study sheds light on the evolution of CGs in Heliconiini butterflies, and highlights the 

strong effect of evolutionary history in the variation of CG profile observed between species. 

Variation in CG profiles between mimicry rings seems to be mostly driven by phylogenetic 

relatedness between mimetic species. Nevertheless, the strong variation observed between 

individuals belonging to different mimicry rings within species suggests that other ecological 

factors might be at play. Some species seem to rely on neo-synthesis only, whereas other 

species mostly perform CG sequestration from Passiflora host-plants. Many species rely on a 

combination of these two pathways for CG acquisition, which contributes to substantial 

variation of chemical profiles both between species and among species. Geographic variation 

in host-plants, but also abundance of mimicry rings could also influence the CG profile: the 

individual predation risk is indeed lower in abundant mimicry rings as compared to rare ones 

(Chouteau et al., 2016), so that selection for higher distastefulness might be higher in localities 

where a given mimicry ring is at low density.  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Genre Species subspecies Female Male TOTAL Country Specialization 

Agraulis vanillae luciana 1 3 4 Peru Generalist 

Agraulis vanillae vanillae 1 1 2 Panama Generalist 

Dione juno huascuma 1 2 3 Panama Generalist 

Dione juno miraculosa 5 8 13 Peru Generalist 

Dryadula phaetusa NA 2 6 8 Peru/Ecuador Generalist 

Dryas iulia moderata 14 24 38 Peru/Panama/Brazil Generalist 

Eueides isabella dissoluta 8 11 19 Peru Generalist 

Eueides isabella eva 0 3 3 Panama Generalist 

Eueides isabella hippolinus 0 2 2 Peru Generalist 

Eueides lampeto acacetes 1 1 2 Peru Generalist 

Eueides aliphera aliphera 1 0 1 Brazil Generalist 

Eueides lybia lybia 0 4 4 Brazil Generalist 

Eueides tales calathus 0 1 1 Ecuador Generalist 

Heliconius aoede cupidineus 9 13 22 Peru Specialist 

Heliconius burneyi jamesi 0 1 1 Peru Specialist 

Heliconius charithonia vazquezae 0 2 2 Panama Generalist 

Heliconius congener congener 0 3 3 Ecuador Specialist 

Heliconius demeter joroni 2 0 2 Peru Specialist 

Heliconius doris doris 3 5 8 Peru Specialist 

Heliconius doris viridis 2 2 4 Panama Specialist 

Heliconius eleuchia primularis 0 2 2 Ecuador Specialist 

Heliconius erato cyrbia 0 1 1 Ecuador Generalist 

Heliconius erato demophoon 2 1 3 Panama Generalist 

Heliconius erato emma 1 4 5 Peru Generalist 

Heliconius erato favorinus 11 20 31 Peru Generalist 

Heliconius eratosignis ucayalensis 0 3 3 Peru Specialist 

Heliconius ethilla aerotome 5 16 21 Peru Specialist 

Heliconius hecale felix 0 2 2 Peru Generalist 

Heliconius hecale melicerta 2 4 6 Panama Generalist 

Heliconius hecale zuleika 0 1 1 Panama Generalist 

Heliconius hewitsoni NA 0 3 3 Panama Specialist 

Heliconius himera NA 2 3 5 Ecuador Specialist 

Heliconius melpomene aglaope 1 0 1 Peru Specialist 

Heliconius melpomene amaryllis 5 16 21 Peru Specialist 

Heliconius melpomene amaryllis*aglaope 1 2 3 Peru Specialist 

Heliconius melpomene rosina 1 3 4 Panama Specialist 
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Supporting information 6: Detailed list of sampled butterfly subspecies (n = 375 individuals), 

with number of females (n = 119) and males (n = 256) as well as provenance country (Brazil, 

Ecuador, Panama or Peru). Some species do not have subspecies name so it was “NA” assigned. 

Right column “Specialization” indicates whether subspecies are generalists (feed on wide panel 

of Passiflora plants) or specialists (feed on a restricted range of Passiflora plants). 

  

Genre Species subspecies Female Male TOTAL Country Specialization 

Heliconius numata arcuella 2 0 2 Peru Generalist 

Heliconius numata bicoloratus 4 15 19 Peru Generalist 

Heliconius numata lyrcaeus 1 0 1 Peru Generalist 

Heliconius numata tarapotensis 2 10 12 Peru Generalist 

Heliconius numata zobryssi 0 1 1 Brazil Generalist 

Heliconius pachinus NA 2 2 4 Panama Generalist 

Heliconius pardalinus butleri 1 1 2 Peru Generalist 

Heliconius pardalinus sergestus 3 11 14 Peru Generalist 

Heliconius sara magdalena 2 3 5 Panama Specialist 

Heliconius sara sara 16 22 38 Peru/Ecuador/Brazil Specialist  

Heliconius telesiphe sotericus 0 3 3 Ecuador Specialist 

Heliconius timareta thelxinoe 0 1 1 Peru Specialist 

Heliconius timareta timareta 0 2 2 Ecuador Specialist 

Heliconius wallacei flavescens 2 8 10 Peru/Brazil Specialist 

Heliconius xanthocles melior 0 1 1 Peru Specialist 

Heliconius xanthocles zamora 2 0 2 Ecuador Specialist 

Philaethria diatonica NA 0 2 2 Peru Generalist 

Philaethria dido dido 0 1 1 Peru Generalist 

Philaethria dido panamensis 1 0 1 Panama Generalist 
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  Mimicry ring Subspecies 

Blue 
Heliconius congener congener 
Heliconius doris doris 
Heliconius doris viridis (blue morph) 
Heliconius sara magdalena 
Heliconius sara sara 
Heliconius wallacei flavescens 

Dennis ray 

Eueides tales calathus 
Heliconius aoede cupidineus 
Heliconius burneyi jamesi 

Heliconius demeter joroni 
Heliconius erato emma 
Heliconius eratosignis ucayalensis 
Heliconius melpomene aglaope 
Heliconius timareta timareta 
Heliconius xanthocles melior 
Heliconius xanthocles zamora 

 

Green 

 

Philaethria diatonica 

Philaethria dido dido 

Philaethria dido panamensis 
 

Orange 

Agraulis vanillae luciana 
Agraulis vanillae vanillae 
Dione juno huascuma 
Dione juno miraculosa 
Dryadula phaetusa 
Dryas iulia moderata 
Eueides aliphera aliphera 
Eueides lybia lybia 

 

Postman Panama 
Heliconius erato demophoon 

Heliconius melpomene rosina 
 

Postman Ecuador/Peru Heliconius erato favorinus 

Heliconius melpomene amaryllis X glaope 

Heliconius telesiphe sotericus 

Heliconius timareta thelxinoe 
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Mimicry ring Subspecies (continued) 

Postman reverse  

 Heliconius himera 
Heliconius timareta timareta 

Rayed yellow  

Heliconius hewitsoni 

Heliconius pachinus 
 

 

Tiger 

Eueides isabella dissoluta 
Eueides isabella hippolinus 
Eueides lampeto acacetes 
Heliconius ethilla aerotome 
Heliconius hecale felix 
Heliconius numata arcuella 
Heliconius numata lyrcaeus 
Heliconius numata tarapotensis 
Heliconius numata zobryssi 
Heliconius pardalinus butleri 

Heliconius pardalinus sergestus 
 

Other 

Heliconius melpomene amaryllis X glaope 
Eueides isabella eva 
Heliconius charithonia vazquezae 
Heliconius doris viridis (red morph) 
Heliconius eleuchia primularis 
Heliconius erato cyrbia 
Heliconius hecale melicerta 
Heliconius hecale zuleika 
Heliconius numata bicoloratus 

 

 

Supporting information 7: Subspecies are divided in nine mimicry rings. Geographically 

isolated, phenotypically unique and hybrid individuals were assigned to “Other”. Subspecies 

belonging to the same mimicry ring share a given colour pattern within the same locality. 

Mimicry rings and subspecies within are listed in alphabetical order. 
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Supporting information 8: Amount of chemical defences according to host-plant specialization. 

CG concentrations are given in µg/mg of dried body mass. We pooled generalist subspecies (n 

= 210 individuals distributed in 32 subspecies) on the left and specialist subspecies (n = 165 

individuals distributed in 23 subspecies) on the right. We represented the total amount of CG 

(red boxplot) that sums synthesized (green boxplot) and sequestered (blue boxplot) CG 

concentrations. Asterix shows significant statistical difference. 
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Supporting information 9: Total CG concentration per subspecies. Concentrations are given in µg/mg DW. Boxplot colours correspond to the 

associated mimicry ring with legend on the right. Subspecies are listed in alphabetical order from left to right (n = 55 subspecies).
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INTRODUCTION 

The evolution of aposematic signals such as warning coloration, often shared by different 

species living in sympatry is tightly linked with the evolution of chemical defences (Sherratt, 

2008). Yet, important variations in the level and the nature of chemical defence are observed 

in aposematic species, for instance in poison frogs (Santos & Cannatella, 2011) and butterflies 

(de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). In particular, in mimetic species sharing a common 

warning coloration, striking variations in chemical defences have been observed both within 

and among species (Sculfort et al., under review, Chap. II), highlighting not only the effect of 

shared ancestry, but suggesting that environmental factors could be important in shaping 

chemical defence variations. Chemical defences in aposematic species are often linked to diet, 

such as in poisonous frogs which sequester defensive alkaloids from certain arthropod prey 

(Santos & Cannatella, 2011). In aposematic butterflies, the evolution of chemical defences is 

often linked to host-plant adaptation, whereby plant defensive metabolites are sequestered 

or detoxified by caterpillars (Engler et al., 2000). The level of defences might thus be a by-

product of the available food sources and be highly plastic depending on the chemical profiles 

of the host-plant consumed. However, the level of defence could also be regulated by 

metabolism, enabling detoxification of plant unpalatable compounds (Engler et al., 2000) or 

synthesis of defensive compounds from plant precursors (Zagrobelny et al., 2014). Here we 

investigate the origin and fluctuation over developmental stages of chemical defence 

variations in mimetic butterflies belonging to the tribe Heliconiini. Heliconiini butterflies are a 

relevant model to investigate chemical defence regulations because of their two documented 

mechanisms of acquiring defensive compounds. Chemical defences of Heliconiini mostly rely 

on cyanogenic glucosides (α-hydroxynitriles-O-β-glycosides are molecules with a sugar, a 

cyanide group and two variable radical chains around a central carbon, referred to as CGs) 

(Conn, 1978), that can be either de novo synthesized from amino-acids (Wray et al., 1983) or 

sequestered from Passiflora (passion-vine) host-plants (Engler et al., 2000). These repellent 

molecules have a bitter taste (Nahrstedt & Davis, 1985) and release toxic cyanide upon 

predation (Conn, 1980) that strongly deters avian predators (Cardoso, 2019). Heliconiini are 

known to synthesized two aliphatic CGs (a CG with two simple linear radical chains), namely 

linamarin and lotaustralin (Fig. 26), at both larval and adult stage (Nahrstedt & Davis, 1985; 

Davis & Nahrstedt, 1987). A third aliphatic CG, the epilotaustralin was reported in wild 
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Heliconiini and has been hypothesized to be synthesized concomitantly with its lotaustralin 

epimer (Sculfort et al., under review, Chap. II). However, at least five Passiflora species 

consumed by Heliconiini also produce these three aliphatic CGs (Olafsdottir, Cornett, et al., 

1989; Jiggins, 2016; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Reared caterpillars of Heliconius 

melpomene can uptake these aliphatic CGs from artificial diet (de Castro, Demirtas, et al., 

2019), preventing straightforward conclusions on metabolic origin of aliphatic CGs in adult 

butterflies. Furthermore, in long-lived species belonging to the genus Heliconius the use of 

pollen as an amino-acid source has been hypothesized to favour CG de novo synthesis 

(Cardoso & Gilbert, 2013). Passiflora plants produce a wide panel of secondary metabolites: 

nearly 30 CGs but also β-carboline alkaloids, flavonoids and saponins with protective role 

against herbivores such as voracious Heliconiini caterpillars (reviewed in de Castro et al., 

2017). Heliconiini caterpillars can overcome these Passiflora defences, and especially 

sequester and metabolise CGs. So far, Heliconiini are known to exclusively sequester 

cyclopentenoid CGs (CG with a five carbon cycle as radical group) from Passiflora (Engler et 

al., 2000; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). This phenomenon has been demonstrated in H. 

sara which can take up the CG epivolkenin from P. auriculata and metabolize it into the non-

CG sarauriculatin (Engler et al., 2000).  

Variation of CGs is observed throughout the lifetime development of Heliconiini individuals: 

in H. melpomene adults, for instance, sequestered CGs during caterpillar stage are catabolized, 

and de novo synthesis increases, resulting in an increasing total CG concentration over lifetime 

of H. melpomene individuals (de Castro, Demirtas, et al., 2019). Nevertheless, the de novo 

synthesis capacities and sequestration capacities can probably vary among species, modifying 

both the CG profiles of caterpillars, but also the accumulation of defensive compounds 

throughout life. Specialist species feeding on a narrow Passiflora range are indeed generally 

more heavily defended (Arias, Meichanetzoglou, et al., 2016) because of increased efficiency 

in sequestrating CGs from their specific Passiflora host-plants (Jiggins et al., 2006). Engler & 

Gilbert (2007) demonstrated that total CG concentration of specialist butterfly species were 

also higher when caterpillars were consuming their preferred host-plant as compared to when 

they fed on other Passiflora. Contrastingly, the CG concentration observed in butterflies 

belonging to generalist species was generally lower and depended less on the Passiflora 

consumed by caterpillars. However, in the generalist species Heliconius erato, a positive 
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correlation was still detected between the total CG amount in the butterfly and in its Passiflora 

host plant (Hay-Roe & Nation, 2007). The larval diet could thus have a significant impact on 

the CG profile as caterpillar and adult. Variations in CG production and distribution in 

Passiflora species as well as variations in the level of host-plant specialisation might thus 

explain the large variability of sequestered CGs observed within and among wild Heliconiini 

(Sculfort et al., under review, Chap. II). 

Here we aim at investigating the variation through individuals’ life and environmental and 

genetic factors that might be involved in the important quantitative and qualitative variations 

in chemical defences observed in Heliconiini butterflies. First, we studied the qualitative and 

quantitative variations in chemical compounds throughout age in 5 different species with 

different sequestration capacities. We thus reared 193 individuals from 5 different Heliconiini 

species in controlled conditions, and investigated the chemical profile of individuals at 

different developmental stage using liquid chromatography coupled to tandem mass 

spectrometry.  

We then tested the effect of maternal lineage and larval diet on butterflies’ chemical profiles 

by focusing on the species H. numata, because individuals are described to be able to both 

synthesize and sequester CGs. We thus compared the chemical profiles of 132 individuals 

produced by different H. numata females reared in two different host-plants; the CG-

containing P. edulis with CG and the none-CG-containing P. riparia. 
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Figure 26: Reported cyanogenic glucosides within Heliconiini butterflies. The three aliphatic 

CGs putatively-synthesized by Heliconiini are framed, followed by five cyclopentenoid CGs 

sequestered from Passiflora plants. Glu symbolises glucose group.  
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MATERIAL AND METHODS 

Butterfly rearing 

Wild female butterflies were caught in natural populations around the city of Tarapoto in 

Northern Peru, San Martin department. Females were placed alive in an individual outdoor 

insectary (4.0 x 3.0 m and 2.5 m high) and fed ad libitum with daily-changed fresh pollen and 

sugar water and had access to Passiflora host-plants. Host-plant species were chosen among 

available species and sufficiently abundant to provide fresh food during the whole caterpillar 

development. Chosen host-plant species are routinely used to raise our butterfly species in 

this biological station.  

Experiment on age effect (Exp. 1): To test whether variations in CG profiles throughout life 

differ among Heliconiini species, we reared 5 different species on their preferred local host-

plants. We thus had one maternal lineage of Dione juno (n = 20 individuals) and Heliconius 

doris (n = 25) on P. riparia. These two host-plants are acceptable and used by Heliconiini. 

However, as these Passiflora are cultivated fruit-species, female butterflies choose them in 

anthropic area but may not do so in remote forest area, where they are probably absent. One 

maternal lineage of H. melpomene was raised on P. triloba (n = 7) and two lineages of H. erato 

on P. trifasciata (line1 n = 4; line2 n = 5), two preferred host-plants for H. melpomene and H. 

erato respectively. Laid eggs were collected daily, and each of them was reared on a single 

Passiflora species (Sup. 10). Caterpillars of D. juno and H. doris are gregarious and individuals 

from the same species can thus be reared together in batch. As other species are cannibal 

during larval stage, individuals were individually reared in different plastic pots and fed ad 

libitum with fresh Passiflora leaves. 

Experiment on host-plant effect (exp. 2): To test for the effect of genetic variations and larval 

diet, we had four maternal lineages of H. numata, for which eggs were collected and separated 

in two batches to be reared on either Passiflora riparia or P. edulis (line1 n = 13 on P. riparia + 

9 on P. edulis; line2 n = 24 + 21; line3 n = 7 + 18; line4 n = 4 + 8). One out of the five lineages of 

H. numata was exclusively reared on P. riparia (line5 n = 28). As wild Heliconiini females mate 

more than once, offspring are considered as half-siblings. In both experiments, caterpillars, 

prepupae (last larval instar) and virgin adults were sampled. Virgin adults were collected at 

different ages and killed by placing them at –18°C. Wings were cut and preserved dry in an 
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envelope placed in a box containing silica gel to absorb humidity. Adult bodies, caterpillars 

and prepupae were conserved in individual plastic vial containing 100% methanol — HPLC 

gradient grade suitable for UPLC/UHPLC instruments VWR® — and kept in freezer 

(approximately –18°C). 

Cyanogenic glucoside extraction in methanol 

Each individual was transferred with its methanol from the plastic vial into a glass tube. 

Methanol was evaporated at room temperature until the individual was fully dried using 

Savant Automatic Environmental SpeedVac System AES1010 with VaporNet. Individuals were 

weighed before being crushed into a fine powder in a glass mortar and pestle using liquid 

nitrogen. Then, 2 mL of 100% methanol —HPLC gradient grade suitable for UPLC/UHPLC 

instruments VWR®— were added to the butterfly powder before stirring for 1 hour at room 

temperature. Extracts were centrifuged during 20 min at 1600 rpm, filtered using 7 mm 

diameter glass pipettes and cotton, filtered again with a MultiScreen 0.45µm hydrophilic, low 

protein binding plate, and centrifuged 5 min at 3500 rpm. Raw filtrates were diluted 50 times 

in deionized water, properly vortexed and stored in fridge until LC-MS/MS injections. 

Liquid chromatography and tandem mass spectrometry 

The performed protocol has been specially optimized to identify and quantify CGs in butterfly 

methanol filtrates (Briolat et al., 2019). Analytical LC-MS/MS was performed using an Agilent 

1100 Series LC (Agilent Technologies, Germany) hyphenated to a Bruker HCT-Ultra ion trap 

mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). Chromatographic separation was carried out 

on a Zorbax SB-C18 column (Agilent; 1.8 μM, 2.1x50 mm). Mobile phases A and B are deionized 

water containing 0.1% (v/v) formic acid and 50 μM NaCl and acetonitrile containing 0.1% (v/v) 

formic acid, respectively. The gradient was as followed: 0 - 0.5 min, isocratic 2% B; 0.5 - 7.5 

min, linear gradient 2% - 40% B; 7.5 - 8.5 min, linear gradient 40% - 90% B; 8.5 - 11.5 isocratic 

90% B; 11.6 - 17 min, isocratic 2% B. Flow rate was set up at 0.2 mL/min and increased at 0.3 

mL/min between 11.2 to 13.5 min. During LC step, initially neutral CGs get associated with 

Na+ cation and these molecular ions were analysed with MS in positive electrospray mode. 

The oven temperature was fixed at 35°C.  

In addition to the 193 butterfly samples, we ran blank control samples and reference samples. 

Blank was methanol gone through the whole protocol extraction, and the reference sample 
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was a mix of every butterfly filtrates. Cyanogenic glycosides were identified by comparison to 

standard solutions (aliphatic were chemically synthesized at PLEN, Møller et al., 2016, 

cyclopentenoid were donated by Gilbert and  Engler et al., 2000). We made three calibration 

curves based on three commercial standards: linamarin, lotaustralin/epilotaustralin and 

amygdalin (commercial, Sigma Aldrich), from 0.1 to 20 ng/µL each. Blanks, standards, 

calibration curve and reference sample were run first. The reference sample was injected 

every ten butterfly samples. 

Chemical data analyses  

Mass spectra were analysed using the Bruker Compass Data Analysis 4.3 software. We 

targeted sodium adducts [M+Na+] of linamarin [retention time (RT) 2.4 min at m/z 270], 

lotaustralin [RT 5.4 min at m/z 284], epilotaustralin [RT 5.5 min at m/z 284], tetraphyllin B [RT 

1.3 min at m/z 310], epivolkenin [RT 2.3 min at m/z 310], tetraphyllin A [RT 4.9 min at m/z 

294], gynocardin [RT 1.4 min at m/z 326], dihydrogynocardin [RT 1.4 min at m/z 328] and 

amygdalin [RT 6.4min at m/z 480]. For every targeted compound, total amount was estimated 

based on the Extracted Ion Chromatogram (EIC) peak areas and quantification based on 

regression equation calculated from standard curve (in ng of CG/mL of butterfly extract). The 

concentration of each CG in every butterfly samples was determined by dividing the total 

amount of compounds by the butterfly mass (final concentration in µg of CG per mg of dried 

butterfly weight). 

Statistical analyses 

All statistics were computed using R 3.4.4 and RStudio 1.1.463 (“R: The R Project for Statistical 

Computing,” 2019; “RStudio,” 2019). To test the effect of species, sex, larval diet, age and 

mother lineage on the total CG concentration we performed ANOVA tests, and MANOVA tests 

to assess differences for profiles of CG concentrations regarding the same factors, using stats 

3.4.2 package (R Core Team, 2017). Tukey Honest Significant Differences (THSD) post-hoc tests 

following significant ANOVA were performed. MANOVA associated pairwise comparison post-

hoc test was computed using the package RVAideMemoire 0.9-72 (Hervé, 2019). We 

performed statistical tests using individual variations to take into account intra-lineage 

variability (n = 193 individuals). Plots were realized with ggplot2 3.0.0 package (Wickham et 

al., 2019). 
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RESULTS 

Variations in chemical profiles among Heliconiini butterflies 

In adult butterflies, we revealed large variations in concentrations of the different targeted 

CG compounds across Heliconiini species. Most preponderant compounds are the putatively-

synthesized CGs, with important amounts of linamarin (Tab. 3). However, in H. erato reared 

on P. trifasciata only one out of the nine individuals contained putatively-synthesized CGs 

only, while in two distinct individuals only sequestrated epivolkenin was detected. In other 

four H. erato individuals, sequestrated compounds were coupled with synthesized CGs, and 

no CG was detected in the two remaining individuals, highlighting the large variation and 

flexibility in sequestering and synthesizing CG within this species, even when reared under the 

same conditions. Consistent with results from other studies in wild butterflies, the average 

total CG concentration in H. erato was the lowest (mean of total 

[CG] = 6.20 ± 8.94 µg/mg DW), significantly departing from the total CG concentrations 

observed in the other species tested here, except for H. melpomene (THSD H. erato / H. 

melpomene, p = 0.96) (Tab. 3). Similarly, CG profiles differed among the tested Heliconiini 

species, except between H. erato and H. melpomene (pairwise comparison: p = 0.122) (Tab. 

4). The highest average total CG concentrations were found in H. doris (mean of total 

[CG] = 43.60 ± 15.70 µg/mg DW) and D. juno (mean of total [CG] = 41.51 ± 34.97 µg/mg DW), 

while H. numata (mean of total [CG] = 35.08 ± 22.91 µg/mg DW) and H. melpomene (mean of 

total [CG] = 18.61 ± 16.80 µg/mg DW) exhibited an intermediate level. Sex had also a 

significant effect on CG total concentration: adult females were generally more defended than 

adult males (n = 85 females, mean total [CGs] = 40.87 ± 26.87 µg/mg DW; n = 83 males, mean 

total [CGs] = 29.26 ± 20.80 µg/mg DW) (Tab. 4).  
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CGs Putatively-synthesized Putatively-sequestered Total 

[CG] Species Lin Lot Epilot Tet. B Epivol 

D. juno 31.77 ± 26.18 7.83 ± 8.58 1.90 ± 1.75 0.00 0.00 41.51 ± 34.97 

H. doris 41.15 ± 14.83 2.44 ± 1.58 0.02 ± 0.09 0.00 0.00 43.60 ± 15.70 

H. erato 2.82 ± 5.03 1.14 ± 2.74 0.37 ± 1.04 0.00 1.87 ± 2.47 6.20 ± 8.94 

H. 

melpomene 
21.00 ± 12.46 3.16 ± 3.44 1.52 ± 2.88 0.00 0.00 18.61 ± 16.80 

H. numata 30.32 ± 19.36 4.47 ± 4.34 0.37 ± 0.62 0.17 ± 0.21 0.00 35.08 ± 22.91 

 

Table 3: Mean concentrations with standard deviation of each CG reported in adults from the 

five Heliconiini species tested, D. juno (n = 20), H. doris (n = 22), H. erato (n = 9), H. melpomene 

(n = 5), H. numata (n = 112). Putatively de novo synthesized CGs are linamarin (Lin), 

lotaustralin (Lot) and epilotaustralin (Epilot). Putatively-sequestered CGs are tetraphyllin B 

(Tet. B) and epivolkenin (Epivol). Tetraphyllin A, gynocardin and dihydrogynocardin were either 

absent or in so low concentrations they were not detected. Concentrations are given in µg/mg 

of DW.  



 

128 

 

Chemical defences increased during lifetime in Heliconiini 

By tracking down the CG concentration in individuals sampled at different stages, we detected 

a general positive correlation between defensive compound concentration and butterfly’s age 

(Tab. 4, Fig. 27). This increase in total CG concentration throughout life was observed in the 

five species studied, with slight variations in the rate of increase among species. Nevertheless, 

due to our limited sample size, we cannot conclude whether these differences between 

species were significant. This increase of total CG concentration mostly relies on the synthesis 

of linamarin (MANOVA, F1
191 = 10.901, p = 0.001) and epilotaustralin (MANOVA, 

F1
191 = 19.711, p < 0.001) as adults. 

 

 

 

 

Table 4: Comparison of total CG concentrations (ANOVA) and CG profiles (MANOVA), within 

all Heliconiini tested (n = 193 individuals) (Experiment 1) 

  

Tested factors Statistical results 

Heliconiini  Total [CGs] Profile of [CGs] 

Species F4
157, 4.978, p = 0.001 F4

157, 0.839, p < 0.001 

Sex F1
157, 8.620, p = 0.004 F1

157, 0.063, p = 0.066 

Age  F1
157, 8.169, p = 0.005 F1

157, 0.175, p < 0.001 

Species : Age F4
157, 0.100, p = 0.982 F4

157, 0.121, p = 0.491 
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Figure 27: Total CG concentrations increased during butterfly life-cycle. Y-axis shows the total 

CG concentration per individuals in µg/mg DW, depending on the butterfly’s age in days. D. 

juno (n = 20 individuals) and H. doris (n = 25 individuals) were fed on P. riparia, H. erato (n = 9 

individuals) on P. trifasciata, H. melpomene (n = 7 individuals) on P. triloba and H. numata 

(n = 131 individuals) were fed on either P. riparia or P. edulis. Larval stage is comprised 

between 6 and 11 days, prepupal stage corresponds to day 13, pupal stage starts at day 14 

and ends at day 23, and adult stage is in between 24 and 44 days. Black line is regression curve 

taking account all individuals (n = 192).  
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Chemical defence variations between different Heliconius numata lineages 

No significant effect of sex and host-plant diet was detected within our H. numata sample, 

although a marginally significant effect of host-plant on CG profiles was detected (P. edulis n 

= 56, mean total [CGs] = 35.54 ± 24.73 µg/mg DW; P. riparia n = 76, mean total [CGs] = 31.68 

± 20.11 µg/mg DW) (Tab. 5). CG defences of H. numata were mostly composed of de novo 

synthesis, as P. riparia does not provide CGs and individuals reared on P. edulis did not 

sequestered tetraphyllin B, with the exception of one female out of 56 individuals. 

Contrastingly, we found a marginally significant effect of the maternal lineage on total CG 

concentration and a significant effect on CG profiles (Tab. 5), consistent with a genetic 

variation in the capacity to synthesize CG among the H. numata individuals tested. 

 

 

 

 

 

Table 5: Comparison of total CG concentrations (ANOVA) and CG profiles (MANOVA), within H. 

numata individuals produced by 5 wild females, and reared on different host-plants tested (n 

= 132 individuals) (Experiment 2). 

  

Tested factors Statistical results 

Heliconius numata  Total [CGs] Profile of [CGs] 

Maternal lineage F4
97, 2.177, p = 0.077 F4

97, 0.303, p = 0.013 

Sex F1
97, 0.191, p = 0.663 F1

97, 0.047, p = 0.335 

Age F1
97, 6.718, p = 0.011 F1

97, 0.389, p < 0.001 

Host-plant diet F1
97, 0.394, p = 0.532 F1

97, 0.092, p = 0.056 

Maternal lineage:sex F4
97, 1.997, p = 0.101 F4

97, 0.192, p = 0.246 

Maternal lineage:Host-plant diet F3
97, 0.945, p = 0.422 F3

97, 0.072, p = 0.848 
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DISCUSSION  

Heliconiini invest in de novo synthesis as adults more than in sequestration as larvae 

Our results highlight the important investment in CG synthesis in the five species studied. 

Although the chemical profiles of the butterflies studied varies among species even when 

reared on the same host-plants, a lot of compounds detected in wild samples (Sculfort et al., 

under review, Chap. II) were not found in this experiment where butterflies were reared on a 

single host-plants. This highlights that the chemical profiles are probably influenced by host-

plant availability and chemical composition, but also that de novo synthesis at adult stage has 

probably a more important contribution to adult chemical defences than previously thought. 

In our experiment, only some adults of H. erato totally relied on sequestered CGs during 

caterpillar stage, resulting in lower CG concentrations as adults as compared to the other 

species tested here.  

In our experiment, adults from all 5 species tested were generally more chemically-defended 

than caterpillars, suggesting positive selection on increased chemical defences in these 

aposematic butterflies, independently from adaptation to host-plants in caterpillars (de 

Castro, Demirtas, et al., 2019). The ecology of these two developmental stages drastically 

differ: the caterpillars have either a cryptic dark colour or a white colour contrasting with the 

background, associated with spines as physical defences, whereas flying adults display 

conspicuous wing colour patterns. Although we do not have chemical defence data for 

caterpillar from D. juno and H. doris, these highly defended species are gregarious during 

caterpillar stage. Demonstrated higher amount of CG in gregarious species compared to 

solitary species was hypothesized to be selected under parasite pressure (Arias, 

Meichanetzoglou, et al., 2016). Pressures exerted on caterpillars and adults are expected to 

be different: birds, ants and parasitoids are predators of caterpillars, whereas birds, lizards, 

spiders and mantis are adult’s preponderant predator. These different predator taxa may not 

have the same sensitivity to CGs. In adult Heliconiini butterflies, chemical defences drive the 

convergent evolution of colour pattern (Sherratt, 2008), resulting in so-called mimicry rings 

composed of different sympatric species displaying similar aposematic colour patterns. Both 

defensive compounds and the local abundance of mimicry rings then shape predator learning 

and avoidance behaviour (Sherratt, 2008). In our study we detected a reduced CGs content in 
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H. erato, with some individuals even completely undefended (one H. melpomene was 

undefended as well). H. erato is generally abundant in the localities where we collected the 

wild females used in this experiment. This finding supports previous field studies emphasizing 

such low chemical defence content within H. erato, which is never observed among other 

species (Arias et al., 2016, Sculfort et al., under review, Chap. II). The evolution of chemical 

defence synthesis in Heliconius adults might also be linked with their pollen-feeding behaviour 

that provides a lots of proteins, used as a source of amino-acids (Cardoso & Gilbert, 2013). 

Heliconius differ in pollen-plant species, but how the identity of the plant species that provides 

pollen resources influences the CG production is unknown (Estrada & Jiggins, 2002). By 

highlighting the importance of chemical defences synthesis as adults in Heliconiini, we thus 

hope our empirical results will stimulate research on the evolution of CG synthesis, testing in 

particular the effect of mimicry ring abundance and pollen consumption.  

Genetic variations in CG synthesis capacities? 

Our results obtained on H. numata are consistent with a genetic control of CGs concentrations, 

although the maternal effect detected here could also be explained by maternally-transmitted 

epigenetic effect.  

Even when reared on different Passiflora species, H. numata studied here had similar chemical 

profiles, mostly composed of three synthesized aliphatic CGs. A previous study on wild H. 

numata revealed that they preferentially contained synthesised CG, although sequestrated 

CGs were detected in some butterflies (Sculfort et al., under review, Chap. II). The acquisition 

of CGs in this species is probably at least partly controlled by genetic factors underpinning 

synthesis ability by triggering the production of the relevant machinery to process amino-acids 

into CGs. Increased capacities of CG synthesis as adult could then allow to maintain high level 

of defences when feeding on a wide range of Passiflora as caterpillar. The CG synthesis 

capacities may be under strong positive selection in species where the abundance of co-

mimetic species strongly varies among localities. Further research on the evolution of this CG 

synthesis throughout the Heliconiini clade is now required to investigate the link between 

host-plant specialisation and mimicry ring abundance. This would shed light on the role of 

ecological interactions, either with host-plant or mimetic butterfly communities, on the 

evolution of chemical defences in aposematic species. 
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CONCLUSIONS 

For the first time, we investigated qualitative and quantitative variation in defensive 

compounds of different Heliconiini species throughout butterfly life-cycle. Despite our limited 

sample size due to field conditions, our precise quantification of the different CGs at various 

butterfly ages highlight the overall increase in defence levels throughout life. This increase 

seems enabled by the synthesis capacities that might be under genetic control, as suggested 

here in Heliconius numata. Variation in host-plant distribution but also abundance of mimicry 

rings could influence chemical defences in mimetic butterflies, because individual predation 

risk is lower in abundant mimicry rings as compared to rare ones (Chouteau et al., 2016), so 

that selection for higher distastefulness might be emphasized in localities where a given 

mimicry ring is at low density. Further research on variations in synthesis capacities within and 

among species are now required to understand the evolution of chemical defence in 

Heliconiini, and the genetic basis underlying these variations. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

  Species 

Developmental 

stage 

Plant 1 Plant 2 

Number  

of 

individual 

Mean 

[CG]total 

Number 

of 

individual 

Mean 

[CG]total 

Dione juno Passiflora riparia - 

Adult – female 10 72.82 ± 21.08 

- Adult – male 10 10.19 ± 6.30 

Adult – total 20 41.50 ± 34.97 

Heliconius doris Passiflora riparia - 

Prepupae 3 32.07 ± 23.67 

- 
Adult – female 13 47.85 ± 17.06 

Adult – male 9 37.45 ± 9.51 

Adult – total 22 43.60 ± 15.33 

Heliconius erato Passiflora trifaciata - 

Adult – male 5 8.34 ± 11.21 - 

Heliconius erato Passiflora trifaciata - 

Adult – female 3 4.70 ± 2.72 

- Adult – male 1 0 

Adult – total 4 2.96 ± 3.11 

Heliconius 

melpomene 
Passiflora triloba - 

Caterpillar 2 0.91 ± 0.91 

- 
Adult – female 3 33.44 ± 11.59 

Adult – male 2 14.06 ± 1.95 

Adult – total 5 25.69 ± 13.12 

Heliconius numata Passiflora riparia - 

Caterpillar 4 20.80 ± 3.88 

- 
Adult – female 12 26.53 ± 18.66 

Adult – male 12 33.25 ± 12.89 

Adult – total 24 29.89 ± 16.39 

Heliconius numata Passiflora riparia Passiflora edulis 

Caterpillar 2 26.96 ± 11.77 3 25.00 ± 1.72 

Prepupae 1 32.21 0 - 

Adult – female 5 31.10 ± 15.44 3 43.77 ± 30.54 

Adult – male 5 39.64 ± 9.89 3 58.61 ± 17.98 

Adult – total 10 35.37 ± 13.65 6 51.19 ± 26.13 
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Supplementary 10: Butterfly and host-plant samples used in this study. We reared five species 

of Heliconiini using four species of Passiflora. Four Heliconiini species were reared on a single 

Passiflora species: D. juno (1 lineage, n = 20 individuals) and H. doris (1 lineage, n = 25 

individuals) on P. riparia, H. erato (2 lineages, n = 9 individuals) on P. trifasciata and H. 

melpomene (1 lineage, n = 7 individuals) on P. triloba. For four out of five lineages of H. numata 

(n = 132 individuals), eggs were collected and separated in two batches to be rear on P. riparia 

or P. edulis. One lineage of H. numata was exclusively reared on P. riparia. For each treatment 

are indicated number of individuals at each developmental stage, mean concentration of total 

CGs and standard deviation in µg/mg DW. 

  

Species 

Developmental 

stage 

Plant 1 Plant 2 

Number  

of 

individual 

Mean 

[CG]total 

Number 

of 

individual 

Mean 

[CG]total 

Heliconius numata Passiflora riparia Passiflora edulis 

Caterpillar 4 13.78 ± 3.98 2 34.72 ± 6.94 

Adult – female 8 39.16 ± 27.21 11 53.82 ± 30.99 

Adult – male 12 41.88 ± 22.54 8 25.53 ± 13.26 

Adult – total 20 40.79 ± 24.55 19 41.91 ± 28.73 

Heliconius numata Passiflora riparia Passiflora edulis 

Caterpillar 0 - 2 36.21 ± 0.04 

Adult – female 3 27.30 ± 20.05 9 36.19 ± 19.21 

Adult – male 4 13.25 ± 6.91 7 24.18 ± 24.62 

Adult – total 7 19.87 ± 15.90 16 30.93 ± 22.54 

Heliconius numata Passiflora riparia Passiflora edulis 

Caterpillar 0 - 2 13.70 ± 0.11 

Adult – female 2 12.71 ± 7.86 3 21.16 ± 8.35 

Adult – male 2 66.95 ± 9.39 3 28.00 ± 21.31 

Adult – total 4 39.83 ± 28.47 6 24.58 ± 16.54 
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Chapitre IV 

Peut-on explorer qualitativement le 

panel des défenses chimiques des 

Heliconiini et déterminer leur 

allocation ?  
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INTRODUCTION 

Les Heliconiini sont souvent relâchés très rapidement et indemnes après une attaque d’oiseau 

(Chai, 1996; Pinheiro & Campos, 2019). Cela tient du fait que ces papillons ne sont pas broyés 

car ils ont une cuticule épaisse qui résiste à la pression exercée par le bec des oiseaux, mais 

aussi par la présence des glucosides cyanogènes (Nahrstedt & Davis, 1985). Ces derniers sont 

responsables d’un goût amer désagréable et de la libération de cyanure d’hydrogène toxique. 

Si les glucosides cyanogènes étaient stockés trop profondément dans le corps des papillons, 

les prédateurs ne les détecteraient qu'après avoir écrasé complètement leur proie, ce qui 

augmenterait la probabilité de tuer le papillon. La sélection naturelle tendrait donc à favoriser 

une localisation périphérique, voire externe, des défenses chimiques, permettant une 

détection et une répulsion rapide des prédateurs ; qui offrirait de meilleures chances de survie 

pour le papillon. 

En raison des origines métaboliques différentes des glucosides cyanogènes, synthétisés ou 

séquestrés à partir des passiflores, la localisation des différentes molécules pourrait aussi être 

variable. De plus mâles et femelles investissent les glucosides cyanogènes dans des organes 

reproducteurs qui leurs sont propres, ce qui conduit à de la variabilité entre les sexes. Même 

si la concentration de glucosides cyanogènes est variable entre les individus d’une même 

espèce (Chapitre II), les tissus de localisation de ces molécules sont supposés identiques entre 

les individus.  

Des dosages sur différentes sections de larves disséquées d’Heliconius charithonia ont montré 

que les glucosides cyanogènes synthétisés, la linamarine et lotaustraline, sont 

majoritairement stockés dans l’hémolymphe, puis le corps gras, les muscles et tégument et 

enfin le tube digestif, par ordre décroissant (Nahrstedt & Davis, 1983). Néanmoins, les auteurs 

précisent que les faibles quantités trouvées dans le tube digestif pourraient être dues à des 

résidus d’hémolymphe. Chez les larves de zygène (Zygaenidae) ces mêmes molécules sont 

acheminées et concentrées dans des cavités cuticulaires périphériques et le tégument (Fig. 

28) (Fürstenberg-Hägg et al., 2014; Zagrobelny et al., 2014). 
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Figure 28 : A) coupe transversale selon l’axe dorso-ventral du sixième stade larvaire de la 

zygène du trèfle Zygaena trifolii. Coupe inclue dans la paraffine et image obtenue au 

microscope optique puis grossit 13 fois (Franzl & Naumann, 1985). B) Schéma d’une coupe 

transversale de larve de zygène représentant le gradient de concentration croissant des 

glucosides cyanogènes totaux, du tube digestif (concentration la plus faible en jaune) aux 

cavités cuticulaires (concentration la plus forte en orange). Les flèches t1 et t2 symbolisent les 

transporteurs de ces composés (Zagrobelny, de Castro, et al., 2018). 

 

Concernant les Heliconiini adultes, la localisation des glucosides cyanogènes est plus floue. 

Des dosages des glucosides cyanogènes totaux chez H. erato indiquent que le thorax est la 

région la plus concentrée suivi de la tête, des ailes puis de l’abdomen (Hay-Roe & Nation, 

2007). Chez les Heliconiini, neuf glucosides cyanogènes ont été répertoriés chez l’adulte 

durant cette thèse, dont deux pour la première fois : l’épilotaustraline et probablement la 

deidacline, un stéréoisomère de la tétraphylline A également synthétisée par les passiflores 

(Spencer et al., 1983; Tober & Conn, 1985; Jaroszewski et al., 2002). Jusqu’à présent les 

recherches sur les défenses chimiques des Heliconiini ont été menées soit i) au niveau de la 
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concentration totale des glucosides cyanogènes, donc sans tenir compte de la variabilité de 

ces molécules (Engler & Gilbert, 2007; Hay-Roe & Nation, 2007; Arias, Meichanetzoglou, et al., 

2016), soit ii) sur des animaux issus d’élevages et nourris sur un spectre extrêmement réduit 

de plantes hôtes n’offrant pas l’accès à la diversité réelle des glucosides cyanogènes 

potentiellement assimilables (de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). Ces papillons détournent et 

séquestrent six glucosides cyanogènes de leur plante hôte. Cependant les passiflores 

synthétisent un large spectre d’une trentaine de composés susceptibles d’être ingérés par les 

larves (Seigler et al., 1982; Dhawan et al., 2004; de Castro, Zagrobelny, et al., 2019). En plus 

de cette diversité, l’identification de ces molécules dans les extraits de papillons est limitée 

due à la difficulté d’obtenir des standards analytiques. Ainsi le panel de glucosides cyanogènes 

des Heliconiini est potentiellement sous-estimé à ce jour.  

 

Les recherches rapportées dans ce chapitre ont été menées dans le but d’explorer la 

potentielle diversité de glucosides cyanogènes au sein des espèces d’Heliconiini grâce aux 

techniques de réseau moléculaire. Dans un second temps il a été tenté de i) déterminer avec 

précision la localisation des glucosides cyanogènes à l’échelle anatomique, ii) déterminer s’il 

existe une différence d’allocation entre molécules synthétisées ou séquestrées et iii) s’il y a 

des variations d’allocation entre les espèces mais aussi au sein des espèces, en s’appuyant sur 

l’imagerie métabolique par spectrométrie de masse.  

 

Ces recherches étant essentiellement exploratoires, il est présenté ici leur état d’avancement 

et les pistes d’amélioration des différents protocoles impliqués pour de futur expériences. 
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Prospection de la diversité des glucosides cyanogènes des 

Heliconiini par la méthode des réseaux moléculaires  

L’objectif était de détecter de potentiels glucosides cyanogènes non répertoriés chez les 

Heliconiini adultes par comparaison de leurs profils de fragmentation en spectrométrie de 

masse avec ceux présents et connus. La technique des réseaux moléculaires est une extension 

des techniques de métabolomique, qui permet d’organiser et de visualiser les données des 

ions moléculaires fragmentés issus d'un mélange complexe, en se basant sur la similarité de 

leurs données spectrales (Nothias-Scaglia et al., 2015). Cette approche nécessite un 

traitement informatique des données d'analyse en spectrométrie de masse, qui permet de 

comparer et d’annoter les composés de plusieurs échantillons simultanément. 

L’obtention d’un réseau moléculaire requiert donc la combinaison de plusieurs outils, après 

obtention d'un extrait complexe de métabolites : 

 la chromatographie en phase liquide en ultra haute performance (abrégée 

UHPLC pour Ultra High Performance Liquid Chromatography), qui permet la 

séparation des composés d'un mélange complexe; 

 la spectrométrie de masse tandem (MS/MS ou MS²), qui analyse chacun de ces 

composés par ionisation puis fragmentation de l'ion moléculaire obtenu; 

 la plateforme GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) 

dédiée à l’interprétation des données spectrales de type MS²; 

 un logiciel de visualisation et de mise en forme du réseau moléculaire tel que 

Cytoscape (Fig. 29). 
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Figure 29 : Etapes expérimentales pour générer un réseau moléculaire. A) extraction des 

métabolites des échantillons d’intérêt, B) séparation des molécules en UHPLC, ionisation et 

acquisition de leurs données spectrales en MS², C) alignement, comparaison des spectres entre 

eux et avec les spectres disponibles dans les bases de données puis construction du réseau 

moléculaire via la plateforme GNPS, D) visualisation et mise en forme du réseau moléculaire 

avec le logiciel Cytoscape. Un nœud représente un spectre de fragmentation MS² propre à un 

ion précurseur. Les ions sont regroupés en clusters sur la base de la similarité de leur spectres 

MS². 

 

L’UHPLC est une technique chromatographique de chimie analytique consistant à séparer 

physiquement les composés d’un mélange. Les molécules sont séparées en fonction de leur 

polarité et de leur affinité avec la phase stationnaire de la colonne de chromatographie. Les 

glucosides cyanogènes sont des molécules très polaires ayant tendance à vite sortir du 

système UHPLC sans avoir le temps d’être bien séparées. Afin d’augmenter leur temps de 

rétention et d’optimiser leur séparation, l’utilisation d’une colonne peu polaire, contenant 

comme phase stationnaire un gel de silice hydrophobe greffée avec des chaines apolaires en 

C18 est préconisée ainsi qu’un faible débit d’élution. Après séparation, chaque composé est 

analysé par spectrométrie de masse. Dans un premier temps, les molécules neutres sont 

ionisées puis séparées selon leur rapport masse sur charge (m/z). Le spectromètre de masse 

sélectionne un ion précurseur qui est ensuite fragmenté. Les fragments obtenus sont détectés 

puis analysés en haute résolution afin de générer un spectre MS² propre à chaque ion 

précurseur. Ce spectre constitue une signature pour chaque composé analysé. 

A) Extraction                 B) UHPLC-MS/MS                     C) GNPS                     D) Cytoscape 

cluster 

connexion 

nœud  
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Afin de maximiser la diversité des molécules, des mélanges de plusieurs individus par espèces 

ont été préparés. Lorsqu’une molécule est en concentration suffisante pour être détectable 

elle génère des données spectrales en MS². La multitude de molécules par échantillon et donc 

de données MS² rendent l’interprétation manuelle des données très fastidieuse. La 

comparaison des spectres MS² par alignement se fait donc automatiquement sur la 

plateforme en ligne GNPS (Wang et al., 2016). Actuellement c’est la seule plateforme gratuite 

permettant de construire un réseau moléculaire. GNPS prend en charge la comparaison du 

jeu de données avec tous les spectres MS² déjà publiés, ce qui permet d’identifier les ions 

connus présents dans les échantillons et d’annoter le réseau moléculaire (Fig. 30). GNPS 

construit le réseau moléculaire en représentant chaque spectre sous forme d'un nœud (ou 

perle) souvent associé à la masse de l'ion précurseur correspondant. Les spectres sont 

comparés par alignement et un indice de corrélation, nommé cosinus de similarité (cosine 

score, CS) est associé à chaque paire de spectres. Le cosinus de similarité est compris entre 

zéro (spectres totalement différents), et un (spectres totalement identiques). La longueur des 

connexions entre les nœuds traduit le degré de similarité entre les spectres MS². Plus la 

connexion est courte, plus les spectres et ions précurseurs se ressemblent (Yang et al., 2013). 

Le réseau moléculaire ainsi construit permet d'identifier des composés inconnus par similarité 

avec des composés connus, qui sont tous situés dans un même cluster de nœuds. 
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Figure 30 : GNPS permet d’aligner et de comparer les paires de spectres pour construire un 

réseau moléculaire basé sur la similarité des profils de fragmentation des molécules. Les 

spectres sont confrontés à ceux stockés dans les bases de données en ligne ce qui peut conduire 

à l’identification de molécules. Schéma modifié d’après Wang et al. (2016).  

 

MATERIELS ET METHODES 

Echantillons biologiques 

Onze espèces et un mélange d’Heliconiini ont été analysées en réseau moléculaire (Tab. 6). 

Plusieurs extraits bruts d’individus d’une même espèce ont été mélangés afin d’augmenter la 

diversité métabolique de l’espèce (voir protocole d’extraction des papillons, chapitre II, page 

90). Concernant les neufs glucosides cyanogènes ciblés précédemment, leur présence ou 

absence pour chaque individu utilisé ici est connue (analyse du profil chimique des individus, 

chapitre II, page 94). Cela permet de savoir au moins à quels glucosides cyanogènes s’attendre 

dans le réseau moléculaire, et constituent des molécules repères à chercher lors des analyses 

chimiques. Si ces molécules n’apparaissent pas cela peut orienter les pistes d’amélioration du 

protocole. 

Jeu de données MS² 

Alignement des spectres 

Comparaison avec les bases de données 

des spectres 

Construction du 
réseau moléculaire 

Annotation du 
réseau moléculaire 

Nom molécule 
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Echantillons n Lina Lot Epilo Tét. B Epivo Tét. A 
Tét. A 
énan. 

Gyn Dihy 

Dryas iulia 20          

Eueides isabella 17          

Heliconius aoede 8          

H. charithonia 2          

H. doris 10          

H. eleuchia 2          

H. erato 28          

H. hewitsoni 3          

H. melpomene 25          

H. sara 20          

Philaethria dido 2          

Heliconiini ≈300          

Tableau 6 : Liste des 11 espèces et le mélange d’Heliconiini analysés en réseau moléculaire. Le 

nombre correspondant est le nombre d’extraits d’individus combinés pour obtenir l’échantillon 

représentatif de l’espèce et de la tribu. Les cases noircies indiquent la présence des glucosides 

cyanogènes détectés en LC-MS/MS dans ces individus et donc présents dans l’échantillon. 

Abréviations des glucosides cyanogènes déjà répertorié ; Lina : linamarine, Lot : lotaustraline, 

Epilo : épilotaustraline, Tét. B : tétraphylline B, Epivo : épivolkenine, Tét. A : tétraphylline A, Tét 

A. énan : stéréoisomère de la tétraphylline A (deidacline), Gyn : gynocardine et Dihy : 

dihydrogynocardine. 

UHPLC-MS/MS 

La séparation des échantillons a été menée à l’Université Paris Descartes sur une chaine 

UHPLC UltiMate 3000 system (Dionex, Thermo Fisher Scientific) et une colonne C18 (XBridge, 

4,6 x 50 mm x 3,5 µm ; Waters) stabilisée à 21°C. Les solvants utilisés pour l’élution sont, phase 

A : eau déminéralisée et + 0.1% d’acide formique (HCOOH) et phase B : acétonitrile + 0.1% 

HCOOH. Le gradient utilisé au cours du temps est de : 1 – 5 min, linéaire 1% de phase B ; 5,0 – 

7,5 min, linéaire 15% B ; 7,5 – 10,0 min, linéaire 25% B ; 10,0 – 12,5 min, linéaire 30% B ; 12,5 

– 13,5 min, linéaire 90% B ; 13,5 – 14,5 min, isocratique 90% B ; 14,5 – 15,0 min linéaire 1% B ; 

15,0 – 16,0 min , linéaire 1% B. Le débit est maintenu à 0,3 mL/min. Le débit est fixé à 0,2 

mL/min et 5 µL par échantillon brute non dilué sont injectés. L’UHPLC est couplée à un 

spectromètre de masse hybride équipé d'une trappe d’ion linéaire associé à un détecteur 

Orbitrap (LTQ Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific). La source d’ionisation par 

électronébulisation (notée ESI pour ElectroSpray Ionization) opère en mode positif. Les 
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spectres MS² sont acquis dans la gamme m/z 150 à 1000. En plus des 11 échantillons d’espèces 

de papillons, sont analysés : un échantillon « mixte » issu du mélange de centaines d’extraits 

bruts de papillons des 33 espèces d’Heliconiini, des blancs (méthanol), et une solution de 

glucosides cyanogènes standards (20 ng/µL de linamarine + 20 ng/µL de lotaustraline + 20 

ng/µL d’amygdaline, Sigma Aldrich) pour affiner la méthodologie. 

Construction du réseau moléculaire 

Via le logiciel MSConvert 3.0.19039 (“ProteoWizard,” 2019), les fichiers de sortie de l’UHPLC-

MS/MS au format .raw sont convertis au format .mzml (qui contient les données de MS et MS² 

de chaque ion détecté dans l’échantillon). Ces données sont déposées sur le serveur MassIVE 

Public Dataset (“MassIVE,” 2019) de la plateforme GNPS via un logiciel de transfert de fichier 

d’un ordinateur vers un serveur (WinSCP, client FTP File Transfer Protocol). Sur le serveur 

MassIVE ces données sont publiques et archivées sous la référence MSV000083477. Le réseau 

moléculaire peut être prévisualisé en ligne sur GNPS, avant d’être téléchargé et mis en forme 

hors ligne avec le logiciel Cytoscape 3.7.1 (“Cytoscape,” 2019). Les spectres MS² dont le 

cosinus de similarité (CS) est supérieur à 0,65 sont schématisés sous forme de nœuds. Si deux 

spectres MS² ont quatre ions minimums en commun et un CS > 0,65 alors une connexion entre 

les nœuds se dessine. Un nœud est coloré en fonction de l’échantillon biologique dans lequel 

l’ion a été détecté. Un nœud monochrome signifie que l’ion est détecté dans un seul des 

échantillons. En revanche un nœud peut avoir plusieurs couleurs associées (camembert) car 

un même ion peut être présent dans plusieurs échantillons.  
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Lors d’un premier essai les échantillons de papillons étaient dilués au 1/50 dans du méthanol 

pur. Les glucosides cyanogènes censés être présents n’étaient visibles ni dans les 

chromatogrammes, ni dans le réseau moléculaire. Après vérification, ces molécules sont bien 

présentes dans les échantillons mais en trop faible concentration pour être sélectionnées et 

fragmentées par le spectromètre de masse. Le dispositif et les appareils UHPLC-MS/MS utilisés 

ont en effet une résolution extrêmement élevée (détermination pointue des rapports m/z des 

ions) mais en contrepartie une sensibilité basse. Un second essai avec les échantillons bruts 

non dilués a permis la visualisation de certains glucosides cyanogènes candidats (Tab. 6) dans 

le réseau moléculaire (Fig. 31A). Le réseau moléculaire ne permet pas de discriminer les 

énantiomères ou les stéréoisomères très proches structuralement, qui ont des temps de 

rétention différents mais qui fragmentent de la même façon. Leurs spectres MS² sont donc 

identiques mais les molécules sont représentées sous des nœuds distincts et très proches dans 

le réseau moléculaire. Ainsi, il n’est pas possible de faire la différence entre les 

stéréoisomères déjà connus pour être présents dans les extraits de papillons : 

lotaustraline/épilotaustraline, tétraphylline B/épivolkenine et tétraphylline A/probablement 

la deidacline. 
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D. iulia     E. isabella       H. aoede   H. charithonia   H. doris     H. eleuchia  

H. erato   H. hewitsoni   H. melpomene    H. sara      P. dido        Heliconiini 
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Figure 31 : A) Visualisation globale du réseau moléculaire des Heliconiini. Les glucosides 

cyanogènes connus sont encadrés en rouge. Les composés isolés sont des ions de linamarine, 

lotaustraline/épilotaustraline, tétraphylline A/deidaclin et tétraphylline B/épivolkenine et peut 

être deux autres stéréoisomères. B) Agrandissements des deux clusters des glucosides 

cyanogènes. L’origine des molécules est codée par une couleur et le pourcentage de chaque 

couleur reflète la proportion relative dans les échantillons biologiques. Un nœud multicolore 

indique qu’une même molécule est présente dans plusieurs échantillons. 

 

Beaucoup de clusters et d’ions isolés ont été détectés. Au total, ce réseau regroupe 880 

spectres soit moins de 880 molécules car une même molécule peut être présente sous 

différents ions (par exemple la linamarine M+Na+ ou M+NH4
+). Les masses des ions glucosides 

cyanogènes candidats (connus chez les Heliconiini ou synthétisés par les passiflores) ont été 

calculées et recherchées manuellement. Par exemple l’ion de la linamarine associé avec un 

270.094 
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M+Na+ 

? 
269.088 

Linamarine 
M+NH4

+ 

Tétraphylline B / Epivolkenine 
Volkenine / Taraktophylline 
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+ 

Epi / Lotaustraline 
M+NH4

+ 

Tétraphylline A / deidacline 
M+NH4

+ 

? 

D. iulia     E. isabella       H. aoede     H. charithonia     H. doris     H. eleuchia  

H. erato   H. hewitsoni   H. melpomene    H. sara     P. dido         Heliconiini 
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proton : M+H+ est isolé, M+Na+ est similaire à un ion inconnu, et la linamarine M+NH4
+ est 

similaire à d’autres glucosides cyanogènes eux aussi complexés à un cation ammonium (Fig.  

31B). L’ion de rapport m/z de 305.133 peut correspondre à la tétraphylline B ou à 

l’épivolkenine connus pour être présents chez les Heliconiini, mais cette masse peut 

également correspondre aux stéréoisomères volkenine ou taraktophylline, deux autres 

glucosides cyanogènes cyclopenténoïques synthétisés par les passiflores (Jaroszewski et al., 

2002). Certains glucosides cyanogènes comme la tétraphylline B ou l’épivolkenine sont censés 

être retrouvés dans six échantillons testés, or ils n’apparaissent ici que dans l’échantillon d’H. 

eleuchia. Cela pourrait être dû à la sensibilité de l'appareil et/ou à des différences de 

concentrations importantes entre ces échantillons puisque de grandes variations inter et 

intraspécifiques existent en termes de défenses chimiques (Chap. II). Par ailleurs, les rares 

molécules annotées par GNPS, principalement issues du métabolisme primaire, sont : l’acide 

aminé L-arginine (H. aoede), la coprostanone (E. isabella H. aoede, H. doris, H. erato et H. sara) 

et l’acide octadécénoïque (H. aoede, H. hewitsoni et H. sara). Deux ions de masses 269,088 et 

295,149 ont des structures proches de celles des glucosides cyanogènes, puisqu’elles 

apparaissent dans les deux mêmes petits clusters mais restent non identifiés (Fig. 31B). L’ion 

269,088 est proche de la linamarine à une unité près. Cet ion pourrait être la linamarine 

modifiée où un groupe NH2 remplace un groupe OH. Quant à l’ion 295,149 (masse de la 

lotaustraline plus 16, ce qui correspond à la masse d’un atome d’oxygène) il pourrait être 

composé d'oxydation de la lotaustraline ou potentiellement correspondre au sachaloside V 

complexé à un cation NH4
+. Le sachaloside V est un glucoside cyanogène cyclopenténoïque 

dérivé de l’isoleucine qui n’a jamais été répertorié chez un papillon ou une passiflore et dont 

l’identification n’est pas vérifiée ici. Le sachaloside V a été inventorié dans certaines plantes 

des genres Rhodiola (Crassulaceae), Ribes (Grossulariaceae) et Jatropha (Euphorbiaceae) et 

Lotus (Fabaceae) qui sont les plantes hôtes des zygènes, papillons aposématiques séquestrant 

des glucosides cyanogènes (Nakamura et al., 2007; Bjarnholt & Møller, 2008).  
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PERSPECTIVES 

Dans les conditions de l’expérience, le réseau moléculaire a permis de visualiser quelques 

glucosides cyanogènes normalement présents dans les échantillons, mais pas d’identifier 

d’autres composés. En effet, le gynocardine et dihydrogynocardine n’ont pas été détectés, et 

la nature des deux ions inconnus regroupés avec les glucosides cyanogènes (de m/z = 269,088 

et m/z = 295,149) reste très hypothétique. Les masses correspondant à d’autres glucosides 

cyanogènes de passiflores (aliphatiques : linustatine, néolinustatine ; cyclopenténoïques : 

passibiflorine, passicapsine, passitrifasciatine, passieduline ; aromatiques : prunasine, 

amygdaline) et aux alcaloïdes β-carbolines (harmane et harmine) séquestrés par les papillons 

ont été cherchées mais pas trouvées. Même à partir des échantillons bruts non dilués, les 

molécules restent en trop faible concentration, ce qui explique le nombre réduit d’ions 

fragments dans les spectres MS². Ces spectres peu fournis limitent GNPS dans la comparaison 

avec les spectres annotés des bases de données. Malgré la quantité de spectres de références 

disponibles dans les bases de données, il est possible que les glucosides cyanogènes ou 

métabolites de papillons restent peu documentés ce qui compromettrait l’identification des 

composés des échantillons. Des pistes existent pour tenter d’améliorer les résultats de cette 

étude exploratoire. L’évaporation d’une partie du méthanol des échantillons permettrait 

d’augmenter la concentration des molécules et la qualité des spectres MS². Le réglage des 

paramètres d'analyse en spectrométrie de masse pourrait également être testé, comme par 

exemple l’augmentation de l’énergie de collision pour augmenter le nombre d’ions fragments 

par spectre MS². 

Cette méthodologie intéressante a encore besoin d’être affinée et pourrait plus tard être 

utilisée pour explorer d’autres familles de molécules comme les alcaloïdes β-carbolines ou la 

grande diversité des alcaloïdes pyrrolizidiniques et des alcaloïdes pyrrolizidiniques oxydés des 

Ithomiini (Chap. V). Il y a chez cette tribu mimétique de certains Heliconius, environ 80 de ces 

molécules de défense candidates, dont beaucoup de stéréoisomères. 
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Localisation des glucosides cyanogènes chez les Heliconius adultes 

via l’imagerie par spectrométrie de masse 

Le but de ce travail était de visualiser la répartition spatiale des différents glucosides 

cyanogènes au sein des papillons adultes et d’en préciser les voies d’acquisition et de 

stockage, grâce aux performances exceptionnelles de l’imagerie métabolique par 

spectrométrie de masse par résonance cyclotronique des ions (IMS-FT-ICR : Imaging Mass 

Spectrometry-Fourier Transformation-Ion cyclotronic Resonance) (Marshall et al., 1998). 

L'imagerie par spectrométrie de masse a déjà fait ses preuves dans l’élucidation de 

l’identification et de la répartition d’un métabolite original de détoxication chez le ver de terre 

(Lumbricus rubellus) (Liebeke et al., 2015), et la répartition des glucosides cyanogènes dans le 

fruit du lin (Linum usitatissimum) (Dalisay et al., 2015). Ces derniers travaux ont permis de 

montrer que la linustatine se situe dans l’endosperme et les tissus embryonnaires, alors que 

la linamarine et la lotaustraline sont présentes dans l’ensemble du réceptacle (Fig. 32). 

Figure 32 : Localisation des glucosides cyanogènes dans le fruit du lin (Linum usitatissimum). 

Photographie du réceptacle intact, coupe histologique au microscope optique. Répartition des 

différents ions en imagerie par spectrométrie de masse par ionisation de désorption laser avec 

matrice (MALDI-IMS). Fusion des différentes images. Figure d’après Dalisay et al. (2015). 

Réceptacle 

MALDI-IMS 

Images MALDI-IMS 

fusionnées 

Coupe 
transversale 
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La technologie IMS-FT-ICR permet de mesurer avec une précision pointue les masses parfois 

extrêmement proches des glucosides cyanogènes in situ dans un échantillon très complexe. 

N’ayant pas de standard de référence pour tous les glucosides cyanogènes, il est nécessaire 

d’utiliser une machine à très haute résolution car les molécules sont identifiées sur la basse 

de leur rapport masse sur charge (m/z) et la façon dont elles fragmentent. 

La première étape de préparation d'échantillons consiste en la réalisation de coupes fines sur 

les organes ou tissus congelés avec un cryotome. La coupe histologique est transférée sur une 

lame ayant une fine couche d’oxyde d’indium et d’étain (lame ITO) qui améliore la 

conductivité et l’ionisation des molécules. La lame est ensuite déposée dans le spectromètre 

de masse, et la zone à analyser est délimitée par ordinateur. Un faisceau laser balaye la coupe 

point par point (Fig. 33). Plus les points sont rapprochés et nombreux, plus la résolution de 

l’image sera fine, ce qui en contrepartie rallonge le temps d’analyse. En chaque point, le laser 

percute la surface de la coupe et désorbe les molécules qui sont ionisées et analysées en 

spectrométrie de masse (McDonnell & Heeren, 2007). Pour une analyse en FT-ICR, les ions 

éjectés de l’échantillons biologiques sont piégés par un champ magnétique dans la cellule ICR 

du spectromètre de masse. Dans cette cellule, les ions rentrent en mouvement cyclotronique 

dont la fréquence de rotation dépend uniquement du champ magnétique et du rapport m/z. 

La fréquence de rotation est inversement proportionnelle au rapport m/z (un ion avec un 

faible mouvement cyclotronique a un m/z et donc une masse moléculaire élevée, et 

inversement) (Scigelova et al., 2011). En chaque point de la coupe histologique, une moyenne 

de spectres MS² est enregistrée (Fournier, 2007). Par traitement informatique, il est alors 

possible d'identifier différents marqueurs organiques et inorganiques et de générer 

simultanément l'image de leur distribution spatiale. 

Plusieurs défis étaient à relever dans ce projet, mais le majeur d’entre eux a été de réaliser 

des coupes de papillon en préservant l’intégrité des tissus et la répartition des glucosides 

cyanogènes. En tranchant les papillons le risque est en effet de mettre en contact les 

glucosides cyanogènes avec leur enzyme la β-glucosidase. La dégradation enzymatique des 

glucosides cyanogènes les rendraient indétectables lors de l’analyse. De plus, le corps du 

papillon et ses organes sont extrêmement fragiles, avec des téguments relativement durs qui 

rendent la coupe difficile, ce qui n'est pas le cas avec des coupes d'organes mous plus 
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courantes. Pour faciliter la coupe, un fixateur chimique est souvent utilisé, mais pour une 

analyse en spectrométrie de masse, cette manipulation risquerait d’interagir avec les 

métabolites d'intérêt ou de perturber l'analyse.  

 

 

Figure 33 : Schématisation du principe de l’imagerie par spectrométrie de masse. A) sacrifice 

et dissection si besoin de l’échantillon, B) congélation et coupe des tissus au cryotome, C) dépôt 

de la coupe sur une lame de microscope, définition des zones à balayer au laser et 

enregistrement des spectres MS² en chaque coordonnée de la coupe, D) visualisation de la 

répartition des ions d’intérêt indépendamment ou simultanément. Schéma modifié d’après 

Fujimura & Miura, (2014). 

MATERIELS ET METHODES 

Papillons 

Pour les besoins de l’expérience, les échantillons doivent être le plus frais possible pour 

préserver l’intégrité des structures internes. Les papillons doivent être vivants et sacrifiés au 

dernier moment. Les individus capturés au Pérou et conservés dans le méthanol n’étant pas 
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adaptés, des chrysalides d’Heliconius mais aussi de papillons de la tribu des Ithomiini sont 

commandées sur internet auprès de Stratford Butterfly Farm 

(www.tropicalbutterflypupae.com). Le choix des espèces est dépendant des disponibilités du 

fournisseurs. Un fois reçues, les chrysalides sont suspendues dans une cage (100 x 50 x 80 cm) 

régulièrement humidifiée et dans une pièce à température ambiante. Les adultes sont nourris 

avec un mélange d’eau, de sucre et de pollen jusqu’au jour des analyses où ils sont sacrifiés 

(Fig. 34). L’accès aux Heliconius étant limité, les premières mises au point du protocole de 

fixation et de coupe se font en utilisant des noctuelles méditerranéennes (Spodoptera 

littoralis, Noctuidae). Ces papillons ravageurs de cultures sont élevés en routine au 

département d’écologie sensorielle de l’Institut d’écologie et des sciences de l’environnement 

de Paris, où les coupes sont réalisées. 

Figure 34 : Elevage de papillons pour le projet d’imagerie. A) Réception des chrysalides 

d’Heliconiini et de la tribu des Ithomiini, B) suspension des chrysalides dans une cage. 

Nourrissage des adultes C) Heliconius melpomene et D) Heliconius doris. Photos : Ombeline 

Sculfort. 

 

Dissection des papillons adultes 

Les individus sont étourdis au froid au réfrigérateur. Avec des petits ciseaux, les ailes sont 

coupées et non conservées, le corps est ensuite disséqué en trois : tête, thorax et abdomen. 

H. sara 
H. melpomene 

Ithomiini 

A           B 
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Fixation chimique des échantillons 

La fixation chimique consiste à reconstituer le gel protéique très hydraté du papillon lorsqu’il 

est vivant. Le fixateur va immobiliser les molécules et les rendre insolubles dans l'eau et les 

solvants organiques. Cette étape permet de bloquer les réactions enzymatiques et d’éviter 

toute modification structurelle. Ne pas ajouter de fixateur à l’échantillon a également été 

testé (Tab. 7). 

Le paraformaldéhyde (PFA) est un fixateur chimique très courant en microscopie électronique 

(Wigglesworth, 1958; Ott, 2008; Gordon et al., 2019). C’est une forme polymérisée et pure du 

formaldéhyde (formol) qui réagit avec les chaines latérales des protéines pour former des 

groupements hydroxy-méthyl. Les étapes de fixation sont : 

- Immerger chaque échantillon du PFA à 4 % dilué dans tampon phosphate (PBS) 

- Laisser 1h sous agitation à température ambiante 

- Pour le lavage : éliminer le fixateur (PFA/PBS) et remplacer par du PBS 

- Laisser 15min sous agitation à température ambiante 

- Renouveler l’opération 

Le second fixateur testé est le saccharose, un disaccharide, soit une combinaison d’un glucose 

et d’un fructose. Cette molécule pénètre dans l’échantillon et assure un bon maintien des 

tissus. Pour se faire, les échantillons baignent dans du saccharose à 10% ou 18% dilué dans le 

PBS, pendant 24h au réfrigérateur. 

Surgélation et choc thermique 

L’intérêt d’une surgélation est évalué. Les échantillons peuvent être plongé dans un bain 

d’isopentane (-130°C) ou d’hexane (-95°C) refroidi par de l’azote liquide (-195°C). Le choc 

thermique provoque une surgélation immédiate et fige et durcit les échantillons. 

Enrobage 

Englober l’échantillon dans une matrice d’enrobage permet en générale de faciliter la 

découpe. Le premier agent d’enrobage testé est « un milieu de température optimale de 

coupe » communément appelé OCT pour Optimal Cutting Temperature (Qpath Tissue OCT, 

VWR chemical). C’est un liquide très visqueux et incolore à température ambiante, qui devient 

blanc en se solidifiant au froid. L’échantillon à découper est collé à sa base avec de l’OCT à la 
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plaque de découpe, puis complètement recouvert d’OCT et mise quelques minutes au froid 

afin que l’enrobage solidifie. 

En s’inspirant des données de la littérature et de l’article de Dalisay et al. (2015, voir Fig. 32), 

un enrobage à l’agarose a également été essayé. L’agarose en poudre (low melting NuSieve 

GTG, Cambrex) est mélangée à l’eau pour une concentration finale de 5% ou 15%. Le mélange 

est chauffé quelques secondes au micro-onde et remué pour un aspect final homogène avec 

le moins de bulle d’air possible. L’échantillon biologique est placé dans moule conçu sur 

mesure où l’agarose tiède est coulé puis refroidi. 

Congélation 

L’échantillon peut être congelé, et plusieurs méthodes sont testées : bain d’azote liquide (-

195°C), conservation au congélateur à -20°C ou à -80°C. Cette étape permet de rendre les 

échantillons durs et denses ce qui peut faciliter l’obtention de coupes histologiques correctes.  

Coupe transversale des papillons 

Les échantillons sont fixés sur la plaque de découpe et découpés sur un cryotome CM1860 

UV, Leica. La température est fixée à -32°C, soit la température la plus basse possible avec 

l’appareil, pour éviter le réchauffement des échantillons. Différentes tailles de coupes 

transversales sont testées, en cherchant à obtenir les coupes les plus fines possibles. Les 

coupes sont transférées sur une lame ITO et conservées au réfrigérateur. 

Etapes Essai 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Fixation 
PFA X X           

Saccharose  18% 10%          

Surgélation 
Isopentane    X         

Hexane     X        

Enrobage 
OCT X X X X  X X      

Agarose         5% 15% 15% 15% 15% 

Congélation 

Azote 

liquide 
       X X    

Congélateur       
-80°C 

(15h) 
  

-80°C 

(1h30) 

-80°C 

(72h) 

-80°C 

(5j) 

Tableau 7 : récapitulatif des différentes combinaisons testées.  
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Spectromètre de masse 

Les coupes peuvent être recouvertes d’une matrice, qui peut faciliter l’ionisation des 

molécules. L’acide 2,5-dihydroxybenzoique est une matrice classiquement utilisée en 

imagerie par spectrométrie de masse. Pour tester la pertinence de cette étape, deux 

concentrations de standards sont testées : 2 mg/mL et 2 µg/mL, avec et sans matrice. Des 

standards commerciaux de linamarine et amygdaline (SigmaAldrich) en poudre sont dilués 

dans l’eau et déposés sur une lame ITO. Après évaporation de l’eau, la matrice en solution est 

déposée avec une pipette et les échantillons sont analysés une fois la lame sèche. En France, 

sept machines permettent de faire de l’imagerie par spectrométrie de masse en FT-ICR. Ce 

projet a été validé par la Fédération de recherche TGE FT-ICR (FR 3624) pour être réalisé sur 

l'instrument disponible à l'Ecole Polytechnique de Palaiseau. L’imagerie se déroule au 

Laboratoire de Chimie Moléculaire en utilisant le spectromètre Bruker SolariX XR 9.4 Tesla. La 

source Laser Desorption Ionisation (LDI) est en mode positif. Le laser se déplace par pas de 20 

µm sur la coupe. La puissance du faisceau est réglée à 25% et la taille du faisceau est minimale 

pour augmenter la résolution de l’image. A chaque coordonnée de la coupe, le laser tire 600 

fois à une fréquence de 2000 Hz. Les paramètres du guidage des ions sont optimisés pour les 

ions de faibles m/z ; énergie dans la cellule de collision de -2,5 V, temps de vol depuis la cellule 

de collision jusqu’à la cellule ICR de 0,7 ms et masse Q1 de 150 m/z. La gamme de masse 

recherchée est de 101,05 à 2000 m/z et la taille des données de 1 Mpts ce qui donne un temps 

de détection des ions dans la cellule ICR de 0,3670 seconde. Les données sont sauvegardées 

en format FID pour un retraitement allégé. Pour une diminution du bruit de fond, les spectres 

profils sont réduits d’un facteur de 97%. Les images sont traitées avec le logiciel PeakByPeak 

développé par l’entreprise SpectroSwiss avec qui une collaboration est formée. SpectroSwiss 

élabore des logiciels d’analyse d’image en spectrométrie et fournis une licence d’utilisation de 

son logiciel en échange de coupe de papillons sur lesquelles mettre au point leurs travaux. 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Coupes transversales de papillons 

Est présentée ici une liste non exhaustive des coupes réalisées lors des différents essais, afin 

de trouver un protocole optimal de coupe. 

En présence de fixateurs 

Essai 1 sur Tithorea harmonia (Ithomiini, Nymphalidae) 

Le PFA seul ne permet pas l’obtention de coupes nettes. Les tissus se découpent mal et sont 

craquelés à cause des changements de températures subis (Fig. 35).  

Essai 2 sur Heliconius doris 

Les tissus se découpent assez bien sauf le thorax qui est assez gros. Le saccharose aide au bon 

maintien des tissus mais reste en petites couches (Fig. 36). Le PFA pourrait dénaturer les 

glucosides cyanogènes en réagissant avec les fonctions diol des glucosides et ne sera donc pas 

utilisé par la suite.  

Essai 3 sur Tithorea harmonia 

Sans PFA et avec une plus faible teneur en saccharose, les coupes ne sont pas améliorées (Fig. 

37). Pour certaines parties, comme le thorax, il n’a pas été possible d’obtenir une seule coupe. 

Les changements de température dégradent les coupent et fissurent les tissus. 

Impact de la surgélation des tissus 

Essai 4 sur Heliconius sara 

Le bain de pentane couplé à la matrice OCT ne donne pas de bons résultats, surtout au niveau 

de l’abdomen (Fig. 38). Les corps sont très difficiles à couper proprement. 

Essai 5 sur Spodoptera littoralis 

Les tissus n’étaient pas adaptés pour des coupes transversales et le bain d’hexane a fissuré 

l’abdomen. Aucune coupe n’a été possible (Fig. 39).  

Les protocoles 1 à 5 testés et présentés ici ne réunissent pas les conditions pour réaliser des 

coupes correctement. Les changements de température entre les étapes dégradent et 

craquèlent les tissus. Les fixateurs PFA et saccharose ainsi que les étapes de surgélation ne 

sont pas retenus. En effet bien que le PFA permettent une bonne fixation des tissus, il pourrait 
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interagir avec les glucosides cyanogènes et le saccharose reste déposé dans les intersites des 

coupes. La surgélation des tissus n’a pas permis d’obtenir des coupes nettes. La mise au point 

du protocole de coupe se poursuit en supprimant ces deux étapes. 

Mise au point de coupes sans fixation ni surgélation 

Essai 6 sur Tithorea tarricina et essai 7 sur Heliconius melpomene 

Une coupe de tête 19 µm d’épaisseur est réalisée lors de l’essai 6 mais en très mauvais état 

(Fig. 40). En n’utilisant que l’agent d’enrobage OCT les coupes se tiennent mal. Afin de les 

densifier, une étape de congélation à -80°C est testée lors de l’essai 7 et une coupe de trachée 

de 20 µm présentée (Fig. 41). La congélation améliore la découpe mais en fondant l’OCT 

entraine des particules et déplace potentiellement les glucosides cyanogènes. En imagerie, les 

essais de coupes enrobées dans l’OCT ne sont pas exploitables car cette matrice émet 

énormément d’ions parasites (alcools de polyvinyles, polyéthylène glycol, résines non 

réactives) qui brouillent les spectres MS². Pour des analyses en imagerie par spectrométrie de 

masse, l’OCT n’est pas une matrice appropriée et d’autres techniques d’enrobage sont donc 

explorées. 

L’agarose en guise de matrice d’enrobage alternative à l’OCT 

Essai 8 sur Spodoptera littoralis   

En s’inspirant de la méthodologie utilisée par Dalisay et al. (2015), l’agarose est testée en tant 

que matrice d’enrobage des coupes (Fig. 42). L’agarose est un agent d’enrobage prometteur 

mais trop souples et pas assez dense à 5%. 

Essai 9 sur Spodoptera littoralis 

L’agarose à 15% paraît bien mieux adapté qu’à 5%. Les coupes peuvent être assez fines mais 

souvent déchirées ce qui porte préjudice à leur intégrité (Fig. 43). 

Essai 10 sur Spodoptera littoralis   

Les échantillons se coupent relativement bien, en revanche les solutions aqueuses internes du 

papillon cristallisent lors de la congélation (Fig. 44).  
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Essai 11 sur Heliconius melpomene  

L’agarose permet d’obtenir de jolies coupes mais une fois en dehors du cryotome elles se 

réchauffent ce qui entraîne la formation de fissures dans les tissus à cause des variations de 

température (Fig. 45). 

Essai 12 sur Heliconius melpomene  

Ce dernier protocole testé permet de réaliser des coupes plutôt nettes. Il est possible 

d’obtenir des coupes de thorax entier avec le vaisseau dorsal (VD) et le ganglion nerveux (G), 

les coupes d’abdomen ne sont pas forcément déchirées ou craquelées (Fig. 46).  

Les coupes avec des craquelures mettent en cause les conditions expérimentales et les 

variations de températures rencontrées. En général la tête reste la partie la plus difficile à 

couper. Le dernier protocole testé, avec enrobage dans l’agarose à 15% et congélation à -80°C 

pendant plusieurs jours, offre jusqu’à présent les meilleurs résultats. Il est nécessaire 

d’approfondir et d’améliorer ce protocole car les conditions de coupe ne sont pas idéales et il 

faut tout de même beaucoup d’essais avant d’obtenir une coupe entière et correcte.  
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En présence de fixateurs 

Figure 35 : Coupes de T. harmonia. A) Tête, 25 µm d’épaisseur, B) thorax 60 µm, C) abdomen 

25 µm. 

 

Figure 36 : Coupes d’H. doris. A) Tête, 20 µm d’épaisseur, B) thorax 25 µm, G : ganglion nerveux 

thoracique C) abdomen 20 µm. Le saccharose qui remplit les interstices et cavités du papillons, 

se rétracte au froid et forme une gelée à la coupe. 

Figure 37 : Essai sur T. harmonia. A) Montage du thorax dans l’OCT, B) échec de coupe, 

uniquement de l’OCT C) abdomen 25 µm, TD : tube digestif, et corps gras craquelé par les 

variations de températures. 
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Impact de la surgélation des tissus 

Figure 38 : Essai sur H. sara. A) Tête, 18 µm d’épaisseur, B-C) abdomen 20 µm 

Figure 39 : Essai sur S. littoralis. A) Montage de la tête, B) du thorax et de C) l’abdomen fissuré 

dans l’OCT.  

Mise au point de coupes sans fixation ni surgélation 

Figure 40 : Essai sur T. tatticina. Coupe de tête de 19 µm 

d’épaisseur. Peu de coupes ont pu être réalisé. Les tissus ne se 

tiennent pas et se déchirent au passage de la lame du cryotome. 

 

 

Figure 41 : Essai sur H. melpomene. La congélation densifie les 

tissus qui se tiennent un peu mieux que précédemment mais ils 

ne sont pas plus faciles à couper. Coupe de trachées, 20 µm 

d’épaisseur. 
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L’agarose en guise de matrice d’enrobage alternative à l’OCT 

Figure 42 : Essai sur S. littoralis. A) Moules faits sur mesure pour l’inclusion des échantillons 

dans l’agarose. Les moules sont blanchis et congelés par le bain d’azote liquide. Coupes 

d’abdomen à B) 20 µm et C) 25 µm d’épaisseur. 

Figure 43 : Essai sur S. littoralis. A) Tête, 10 µm d’épaisseur, B) thorax 10 µm, C) abdomen 19 

µm. 

Figure 44 : Essai sur S. littoralis. Coupe de thorax à A) 40 µm d’épaisseur et B) 17 µm, C) 

abdomen à 19 µm. Les lettres signifient ; M : muscles, P : pattes et G : ganglion nerveux 

thoracique. 
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Figure 45 : Essai sur H. melpomene. A) Tête, 15 µm d’épaisseur, B) thorax 30 µm, G : ganglion 

nerveux thoracique C) abdomen 25 µm. 

Figure 46 : Essai sur H. melpomene. A) Tête, 25 µm d’épaisseur, B) thorax 16 µm, G : ganglion 

nerveux thoracique C) abdomen 20 µm.  
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Imagerie par spectrométrie de masse (IMS) 

Les glucosides cyanogènes standards linamarine et amygdaline sont aussi bien ionisés et 

détectés avec et sans matrice. L’ajout d’une matrice n’est donc pas indispensable pour 

visualiser les glucosides cyanogènes. Les quelques coupes de papillons analysés en IMS (Fig. 

47) ne sont donc pas supplémentées en matrice. 

 

Figure 47 : A) Exemple de coupes transversales déposées sur une lame ITO. B) Pour chaque 

coupe, la zone à balayer par le laser est délimitée (pointillés blancs) et chaque point orange à 

20 µm d’intervalle représente un point de passage du laser et les coordonnées d’un spectre 

MS². 

 

Quelques résultats sur des coupes transversales d’Heliconius melpomene sont présentés ici. 

Ces coupes ont été obtenues selon le meilleur protocole, le numéro 12. Cependant, la coupe 

reste de qualité médiocre, étant donné qu’elle ne respecte pas l’intégrité des tissus. Parmi les 

glucosides cyanogènes candidats, des traces de linamarine et de lotaustraline associées à un 

cation sodium ont été repérées dans la coupe de tête (Fig. 48).  

A                                                 B    
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Figure 48 : A) coupe transversale de tête d’Heliconius melpomene en microscopie optique. Sur 

cette coupe est présentée la répartition et l’intensité des B) ions totaux, C) des ions linamarine 

[M+Na+] = 270,09536, et lotaustraline [M+Na+] = 284,11101. 

Après le thorax, la tête est la partie la plus concentrée en glucosides cyanogènes chez H. erato 

(Hay-Roe & Nation, 2007). Détecter et localiser de la linamarine et de la lotaustraline dans la 

tête d’H. melpomene vraisemblablement au niveau du tégument est en accord avec les 

données de la littérature. Ces ions sont aussi détectés dans le cerveau mais il n’est pas possible 

de déterminer s’ils sont présents dans les tissus nerveux ou l’hémolymphe. Seules la 

linamarine et la lotaustraline, des glucosides cyanogènes synthétisés par les papillons, ont été 

mis en évidence dans les coupes d’H. melpomene. Aucun autre glucoside cyanogène, 

synthétisé ou séquestré, n’a été repéré. 

Les recherches ont été étendues à d’autres molécules de défenses chimiques, l’harmine et 

l’harmane, deux alcaloïdes β-carbolines séquestrés par les papillons (Cavin & Bradley, 1988). 
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Seule l’harmine a été détecté, ce qui corrobore les travaux de Cavin & Bradley (1988), 

démontrant que c’est l’alcaloïde β-carboline le plus présent chez Heliconius. L’harmine semble 

être localisé dans la tête : particulièrement le cerveau et dans une moindre mesure les yeux ; 

dans le thorax : surtout les muscles et un peu dans le ganglion nerveux thoracique. Sa 

présence dans l’abdomen est un artefact (toute la zone délimitée par l’analyse, aussi bien dans 

la coupe qu’autour, émet un signal artéfact) (Fig. 49). 

Figure 49 : Localisation de l’alcaloïde β-carboline harmine. A) Images en microscopie optique 

de coupes transversales de tête, thorax avec délimité le vaisseau dorsal (VD), la trachée (T), le 

ganglion thoracique (G), et abdomen. B) Les mêmes coupes en imagerie par spectrométrie de 

masse. Les couleurs représentent la répartition et l’intensité des ions ayant un m/z de 

235,08473 qui correspondent à l’harmine associé à un cation sodium.  

L’harmine a précédemment été détectée dans le tube digestif et dans l’hémolymphe (Cavin & 

Bradley, 1988). La localisation dans la tête est les yeux est un résultat nouveau et il est possible 

que l’harmine ne soit pas séquestrée dans les tissus nerveux mais circule dans l’hémolymphe 

irrigant le cerveau.  
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PERSPECTIVES 

Les protocoles de coupe et de conservation sont à approfondir pour permettre de mener à 

bien ce projet qui reste exploratoire dans l’état actuel des choses. L’imagerie par 

spectrométrie de masse a été utilisée pour la première fois chez des papillons et dans un cadre 

de problématique évolutive, à l'interface de la chimie analytique et de l'écologie chimique, ce 

qui représente une réelle innovation mais un projet ambitieux. Cette méthodologie a permis 

de localiser les glucosides cyanogènes aliphatiques linamarine et lotaustraline dans la tête, et 

l’alcaloïde β-carboline harmine dans la tête et le thorax d’Heliconius melpomene. Il semblerait 

que l’harmine soit l’alcaloïde β-carboline majoritaire des Heliconius et que ce soit l’harmane 

chez le genre Agraulis (Cavin & Bradley, 1988). Il y a deux études de localisation des différentes 

molécules de défenses chimiques à l’échelle des organes, une en 1983 pour les glucosides 

cyanogènes et une en 1988 pour les alcaloïdes β-carbolines (Nahrstedt & Davis, 1983; Cavin 

& Bradley, 1988) et aucune donnée sur leur localisation cellulaire. Il est donc nécessaire 

d’améliorer ces protocoles afin de pouvoir dans le futur étendre les recherches à d’autres 

espèces du genre Heliconius mais aussi aux autres genres de la tribu des Heliconiini dans 

l’optique de démêler l’influence des relations phylogénétiques ou de facteurs écologiques sur 

la répartition des métabolites de défenses. 
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Chapitre V 

Quelles sont les défenses chimiques 

des papillons mimétiques des 

Heliconiini ? 

Diversité des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques 

des Ithomiini 
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INTRODUCTION 

Figure 50 : Aperçu de la diversité des Ithomiini. Certaines espèces ont un patron de coloration 

plus ou moins coloré et d’autres des ailes partiellement ou entièrement transparentes. A) 

Tithorea tarricina, B) Methona themisto, C) Melinaea menophilus, D) Athesis clearista, E) 

Mechanitis lysimnia, F) Placidina euryanassa, G) Ithomia terra, H) Napeogenes apulia, I) 

Hyposcada anchiala, J) Oleria santineza, K) Callithomia lenea, L) Dircenna jemina, M) 

Pteronymia lonera, N) Godyris zavaleta, O) Veladyris pardalis. D'après Willmott & Freitas 

(2006). 
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Pourquoi s’intéresser aux défenses chimiques des Ithomiini ?  

Même si elles sont phylogénétiquement distantes, nombre d’espèces de papillons des tribus 

Ithomiini et Heliconiini sont co-mimes et forment localement des cercles mimétiques. Ainsi, 

par convergence évolutive certaines espèces de ces deux tribus partagent un même patron 

de coloration mais des défenses chimiques de natures distinctes. Bien que la nature et les 

processus d’acquisition des défenses chimiques soient très contrastés entre les Ithomiini et 

Heliconiini, certaines espèces présentent des patrons de colorations aux ressemblances 

frappantes. Les Heliconiini séquestrent des glucosides cyanogènes au stade chenille et 

synthétisent ces molécules tout au long de leur vie. En revanche, quelques rares espèces 

d’Ithomiini séquestrent des alcaloïdes pyrrolizidiniques au stade chenille, la plupart des 

espèces les acquérant uniquement au stade adulte à partir de nectars de fleurs ou de végétaux 

en décomposition. Les nombreuses plantes hôtes possibles, les voies de séquestrations et de 

synthèses, ainsi que la différence dans les stades développementaux pour l’acquisition des 

défenses chimiques suggèrent une évolution différente dans ces deux tribus. Après une brève 

présentation des Ithomiini et des facteurs impliqués dans l’évolution des défenses chimiques, 

j’exposerai les résultats d’analyses chimiques visant à identifier et capturer la diversité des 

défenses chimiques de cette tribu. 

Ce chapitre s’articule autour des questions suivantes : 

 Quels alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés peuvent être séquestrés par les Ithomiini ?  

 Quelles sont les variations qualitatives des alcaloïdes pyrrolizidiniques entre les 

espèces d’Ithomiini ? 

 Est-il possible de mettre en évidence de nouvelles molécules séquestrées par les 

Ithomiini ? 

Les Ithomiini ont des voies contrastées d’acquisition des défenses 

chimiques par rapport aux Heliconiini 

Les Ithomiini (Nymphalidae : Danainae) forment une tribu de papillons tropicaux 

emblématiques ayant colonisé les forêts humides jusqu’à 3000 mètres d’altitude, de Mexico 

au sud du Brésil en passant par les Andes et les îles caraïbéennes (Beccaloni, 1997; Elias et al., 

2009). Cette tribu monophylétique regroupe 53 genres pour 393 espèces (Chazot, Willmott, 
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et al., 2019). Les Ithomiini ont un panel diversifié de formes, de tailles et de coloration des 

ailes, celles-ci étant plus ou moins colorées et/ou transparentes (Fig. 50) (Brown, 1981; 

Willmott & Freitas, 2006). Cette tribu est la plus importante radiation connue de papillons 

mimétiques, qui inspira grandement les notions de mimétisme Batésien et Müllerien (Bates, 

1862; Müller, 1879a; Chazot et al., 2016). Les Ithomiini dominent numériquement les 

communautés de papillons et de par leurs patrons de coloration abondants, ce sont 

probablement des espèces aposématiques vers lesquelles d’autres espèces d’autres tribus ont 

convergé sous pression de sélection par les prédateurs (Brown & Benson, 1974; Beccaloni, 

1997). En effet, toutes les espèces d’Ithomiini sont aposématiques et mimétiques ; entre 

espèces d’Ithomiini mais aussi avec des Acraeinae, Troidini et Heliconiini (Fig. 51) (Brown, 

1972, 1987; Brown & Benson, 1974). Ayant divergé il y a environ 82 millions d’années (Chazot, 

Wahlberg, et al., 2019), certaines espèces d’Heliconiini et d’Ithomiini arborent les mêmes 

patrons de coloration par convergence évolutive. Cependant, les espèces des deux tribus 

possèdent des défenses chimiques différentes. Les Ithomiini, ainsi que toute la famille des 

Danainae, possèdent des alcaloïdes pyrrolizidiniques (Boîte 2) et non des glucosides 

cyanogènes contrairement aux Heliconiini (Boppré, 1984). Les Ithomiini séquestrent des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques synthétisés par les plantes et médiateurs des relations plantes – 

herbivores – prédateurs (Trigo, Brown, Witte, et al., 1996) (Fig. 52).  

Figure 51 : Exemple de mimétisme Müllerien entre Ithomiini et Heliconiini. Les co-mimes A) 

Ithomiini : Melinea menophilus et B) Heliconiini : Heliconius numata ; C) Ithomiini : Tithorea 

tarricina et D) Heliconiini : Heliconius hecale. Ces papillons ont un patron de coloration 

similaires mais se ressemblent également de par leur taille et leur vol nonchalant. 

A             B                                                         C          D 
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Les alcaloïdes pyrrolizidiniques sont des métabolites secondaires de plantes à fleurs 

(Angiosperma). Plus de 660 composés ont été identifiés dans plus de 6000 plantes à 

travers le monde, appartenant entre autres aux familles des Asteraceae, Boraginaceae, 

Convolvulaceae, Eupatorieae, Fabaceae, Orchidaceae et Senecioneae (Frölich et al., 2006; 

El-Shazly & Wink, 2014). Deux cycles pyrroles et un atome d’azote constituent un noyau 

(necine), portant des motifs plus ou moins ramifiés (acide necique) et parfois cyclique (ci-

dessous). La moitié des composés identifiés sont hépatotoxiques et mutagènes pour les 

vertébrés (Ruan et al., 2012). La toxicité à long terme est causée par la conversion des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques en pyrroles par les cytochromes P450 du foie. Ces dérivés très 

réactifs altèrent l’ADN et provoquent des tumeurs et cancers (Cooper & Huxtable, 1999; 

Kim et al., 1999; Prakash et al., 1999). L’analyse des rapports m/z des « ions signatures » 

(118-136 ; 120-138 ; 122-140), produits par fragmentation de la molécule parente en 

spectrométrie de masse en tandem, permet de distinguer les alcaloïdes pyrrolizidiniques 

non toxiques de type platynecine, et toxiques de type retronecine (Zhou et al., 2010; Ruan 

et al., 2012; These et al., 2013). N-oxydées ou non, les molécules de type retronecine 

fragmentent de la même façon et sont indifférenciables avec cette méthode. 

Boîte 2 : Qu’est-ce qu’un alcaloïde pyrrolizidinique ? 

Type platynecine                                                    120–122–138–140 
 

Type retronecine                                 
                               

Type retronecine-N-oxyde                     
 

Necine 

Acide 
necique 

118                        120 

136                         138 

Fragmentation 
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Figure 52 : Médiation des relations plantes – Ithomiini – prédateurs via les alcaloïdes 

pyrrolizidiniques. D’abord synthétisés dans les racines et/ou dans les tiges à partir de 

putrescine (une diamine), l’oxydation de l’azote facilite leur transport vers les parties 

vulnérables de la plantes (tissus reproducteurs et de croissance) où ils sont stockés (Hartmann 

& Ober, 2000, 2008). Les larves de la sous-tribu Tithoreina séquestrent les alcaloïdes 

pyrrolizidiniques à partir de leur plante hôte. Chez les neufs autres sous-tribus, les mâles 

adultes séquestrent des alcaloïdes pyrrolizidiniques présents dans les nectars ou feuilles en 

♂  ♀  

Putrescine Alcaloïde pyrrolizidinique 

Transport 

dans les 

parties 

aériennes 

Séquestration chez les 

larves de Tithoreina 

Transfert dans les œufs  

Cadeau 

nuptial  

Phéromone  

 

Apprentissage des 
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décompositions. Ils sont ensuite métabolisés en phéromones (Schulz et al., 2004) volatiles 

sexuelles d’attraction et transmis à la femelle en cadeau nuptial (Brückmann et al., 2000). Elle 

en transfère une partie dans ses œufs (Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996). Ces métabolites 

secondaires de défenses chimiques repoussent les prédateurs qui apprennent à les éviter. En  

bleu le transport des molécules dans la plante et en rouge dans les papillons. Schéma d’après 

Trigo (2011). 

Les alcaloïdes pyrrolizidiniques sont séquestrés des plantes 

Seules les espèces de la tribu Tithoreina (genres Tithorea, Elzunia, Aeria) s’alimentent sur des 

plantes hôtes de la famille des Apocynaceae contenant des alcaloïdes pyrrolizidiniques (Fig. 

53) (Brown, 1987; Drummond & Brown, 1987; Trigo, Brown, Witte, et al., 1996). Les autres 

larves d’Ithomiini consomment des Solanaceae, sauf les espèces des genres  Hyposcada et 

Megoleria qui consomment des Gesneriaceae (Verdan & Stefanello, 2012). Ce sont des plantes 

hôtes chargées en alcaloïdes et diverses autres métabolites secondaires mais dépourvues 

d’alcaloïdes pyrrolizidiniques (Trigo & Brown, 1990). Par exemple, les larves de Placidula 

euryanassa mangent des plantes du genres Brugmansia (Solanaceae) et ingèrent des 

alcaloïdes tropaniques séquestrés jusqu’au stade adulte (Freitas et al., 1996).  

 

Figure 53 : Cycle de vie de Tithorea harmonia. A) Plante hôte du genre Prestonia 

(Apogynaceae) contenant des alcaloïdes pyrrolizidiniques. B) Jeunes chenilles et C) une chenille 

plus âgée au patron de coloration noir et blanc « en arlequin ». D) Prépupe à gauche : chenille 

suspendue et enroulée de façon caractéristique avant la mue nymphale, et chrysalide dorée à 

droite. Ces papillons ne tissent pas de cocon. E) Adulte après l’émergence. Crédits photos : 

Ombeline Sculfort.  

A                                B                             C                                D                               E 
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Les alcaloïdes pyrrolizidiniques peuvent être séquestrés sans métabolisation ou être produits 

par inversions stéréochimiques (épimérisation) des isomères séquestrés des plantes (Trigo et 

al., 1994). L’alcaloïde pyrrolizidinique le plus courant chez les Ithomiini est la lycopsamine 

(Brown, 1984; Trigo et al., 1994; Freitas et al., 1996), directement séquestrée ou épimérisée à 

partir de l’intermedine, rinderine ou echinatine (Trigo et al., 1994; Trigo, Brown, Witte, et al., 

1996). Les alcaloïdes pyrrolizidiniques des papillons sont aussi fortement présents sous forme 

N-oxydée, où un atome d’oxygène se lie à l’atome d’azote de la molécule (Trigo et al., 1994). 

Les alcaloïdes pyrrolizidiniques sont systématiquement détectés dans les Ithomiini adultes 

sauvages (Boppré, 1984). Les mâles adultes recherchent activement des sources à partir 

desquelles ils peuvent acquérir ces métabolites. Les mâles séquestrent les alcaloïdes 

pyrrolizidiniques à partir du nectar, des exsudats, en grattant les feuilles et tiges en 

décomposition ou même à partir d’autres insectes morts (Bernays et al., 1977; Brown, 1987; 

Trigo, Brown, Witte, et al., 1996). Généralistes, ils visitent des plantes des familles Asteraceae 

dont la sous-famille Eupatorieae  et Boraginaceae (Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996). Les 

plantes sources d’alcaloïdes pyrrolizidiniques ont une grande influence sur la distribution des 

Ithomiini. En effet localement la présence d’Ithomiini est souvent liée à la présence de sources 

d’alcaloïdes pyrrolizidiniques (Pliske, 1975). Ce phénomène de pharmacophagie (recherche de 

substances non nutritives) est presque exclusivement observé chez les mâles (Pliske et al., 

1976). Les femelles visitent moins les fleurs et obtiennent des alcaloïdes pyrrolizidiniques 

pendant l’accouplement, puisque ces molécules sont transmises par le mâle dans son 

spermatophore en guise de « cadeau nuptial » (Fig. 52) (Lamas & Pérez, 1981; Brown, 1987; 

Brückmann et al., 2000). Ces défenses chimiques renforcent la protection de la femelle vis-à-

vis des prédateurs mais aussi celle de sa progéniture puisque les alcaloïdes pyrrolizidiniques 

sont investis dans les œufs (Brown, 1987; Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996).  

Ainsi, les variations des plantes hôtes consommées par les chenilles et la capacité de 

séquestration et métabolisation des alcaloïdes pyrrolizidiniques collectés par les adultes sur 

un grand panel d’espèces végétales, sont susceptibles d’engendrer de grandes disparités de 

défenses chimiques entre les individus et de protection vis-à-vis des prédateurs. 
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MATERIELS ET METHODES 

Recherches bibliographiques des alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés candidats 

Des recherches bibliographiques sont nécessaires pour dresser la liste des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques dont la présence est avérée chez les Ithomiini, mais aussi pour trouver des 

stéréoisomères candidats non répertoriés chez ces papillons. L’identification des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques présents dans les échantillons de papillons ne peut s’appuyer sur des 

standards commerciaux puisqu’il n’y en a pas à disposition au laboratoire. La chromatographie 

liquide en ultra haute performance couplée à la spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-

MS/MS) est exploitée pour pallier à l’absence de standards. L’UHPLC-MS/MS permet de 

collecter les données spectrales MS² caractéristiques d’une molécule et sert de base à 

l’identification des alcaloïdes pyrrolizidiniques. Les données MS² sont donc collectées dans la 

littérature pour le maximum d’alcaloïdes pyrrolizidiniques candidats. 
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Echantillons biologiques 

Durant l’été 2017, j’ai capturé 1258 Ithomiini adultes avec un filet à papillon, lors de ma 

mission de terrain dans la région péruvienne de San Martin au Pérou pendant l’été 2017. Les 

papillons sont conservés entiers dans une enveloppe placée dans une boîte contenant du 

silicagel pour absorber l’humidité. Trois individus de six espèces d’Ithomiini de localités 

différentes ont été analysées. L’espèce colorée et opaque Mechanitis messenoides deceptus 

(n = 2 femelles + 1 mâle), les espèces colorées mais non opaques Ceratinia tutia (n = 2 mâles 

+ 1 femelle) et Ithomia salapia derasa (n = 2 mâles + 1 femelle), et les espèces partiellement 

transparentes : Godyris dircenna (n = 2 mâles + 1 femelle), Godyris zavaleta (n = 3 femelles) et 

Oleria onega (n = 2 mâles + 1 femelle) (Fig. 54).  

 

Figure 54 : Localités de collecte des six espèces d’Ithomiini utilisées, dans la région péruvienne 

de San Martin. Les illustrations de papillons (butterfliesofamerica.com) ne sont pas à l’échelle. 
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Extractions des alcaloïdes pyrrolizidiniques 

Chaque papillon adulte entier est pesé puis broyé dans un mortier en verre avec de l’azote 

liquide. La poudre de papillon est transférée individuellement dans un tube à essai en verre 

où sont ajoutés 2 mL de méthanol pur de haute qualité compatible avec des analyses d’UHPLC-

MS/MS. L’extraction se fait sous agitation, pendant une heure à température ambiante. 

L’extrait de papillon est centrifugé pendant 20 minutes à 1600 rpm et filtré en utilisant une 

pipette pasteur en verre de 7 mm de diamètre et du coton. Les filtrats sont conservés au 

congélateur à -20°C avant les analyses. 

Optimisation de la séparation et fragmentation des molécules candidates en LC-MS/MS  

Les analyses des échantillons biologiques en chromatographie liquide à ultra haute pression 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) sont menées sur la 

plateforme de spectrométrie de masse bio-organique du Muséum National d’Histoire 

Naturelle de Paris (UMR 7245, Molécules de Communication et Adaptation des Micro-

organismes). La plateforme est équipée d’un système UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Fisher 

Scientific) couplée à un spectromètre de masse Maxis II ETD-QTOF (Bruker). Ce sont des 

appareils extrêmement performants ayant une très haute résolution des rapports masse sur 

charge (m/z) des ions. Cette grande précision est un facteur essentiel pour permettre 

l’identification des alcaloïdes pyrrolizidiniques puisqu’elle est en partie basée sur ce rapport. 

Le protocole de LC-MS/MS a été affiné en utilisant un mélange des deux standards 

commerciaux disponibles d’alcaloïdes pyrrolizidiniques : la crotaline à 0,65 µg/µL et la 

retrorcine à 1,2 µg/µL, et un mélange d’extraits bruts d’Ithomiini (Ceratinia tutia, Hypothyris 

mansuetus, Ithomia salapia, Mechanitis lysimnia, Mechanitis polymnia, Melinea messenoides 

et Oleria onega). Un mélange de ce type maximise la présence et la diversité des molécules 

d’intérêt, afin d’élaborer le protocole le plus optimal possible dans l’identification des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques.  

Le protocole de LC-MS/MS optimisé se déroule comme suit. La colonne chromatographique 

est une Acclaim Rslc Polar Advantage C18 (100 mm X 2,1 μm ; taille des particules de 2,2 μm) 

maintenue à 25 ° C. Les phases mobiles d’élution sont A) de l’eau déionisée supplémentée de 

0,1% d'acide formique, et B) de l'acétonitrile plus 0,08 % d'acide formique. Le gradient utilisé 

au cours du temps est de : 1 – 5 min, linéaire 1% de phase B ; 5,0 – 7,5 min, linéaire 15% B ; 
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7,5 – 10,0 min, linéaire 25% B ; 10,0 – 12,5 min, linéaire 30% B ; 12,5 – 13,5 min, linéaire 90% 

B ; 13,5 – 14,5 min, isocratique 90% B ; 14,5 – 15,0 min linéaire 1% B ; 15,0 – 16,0 min , linéaire 

1% B. Le débit est maintenu à 0,3 mL/min. Avant l’injection, les échantillons bruts sont 

vortexés et dilués à 1/10 dans de l’eau déionisée. Le volume injecté par échantillon est de 3µL. 

Le spectromètre de masse est équipé d'une interface d'électronébulisation comme source 

d'ionisation, d'un piège à ions quadripôle et d'un analyseur à temps de vol (Q-TOF : 

Quadrupole Time of Flight). Les enregistrements de données spectrales se font en mode 

positif avec une gaine gazeuse de diazote (N2) ayant un débit de 8 L/min. L’énergie de collision 

permettant de fragmenter les ions varie entre 25 et 55 eV. La puissance adéquate est calculée 

automatiquement par le logiciel car elle dépend du rapport m/z des ions. la température du 

gaz de séchage (N2) est fixée à 200°C, l’énergie potentielle du capillaire est de 3500 V, et 2,4 

bar est la pression du gaz nébuliseur. 

Pour optimiser le protocole de UHPLC-MS/MS, les rapports m/z correspondant aux alcaloïdes 

pyrrolizidiniques et dérivés candidats sont recherchés dans les échantillons servant à mettre 

au point la méthode (mélange de standards commerciaux d’alcaloïdes pyrrolizidiniques et 

d’extraits brutes d’Ithomiini), avec le logiciel Data Analysis (Bruker). Les molécules sont 

identifiées sur la base de leur ions fragments (présence des couples « d’ions signatures » 118-

136 et 120-138) et le temps de rétention de la molécule est relevé. Une fois les données 

spectrales en MS², les rapports m/z et le temps de rétention établis pour un maximum de 

molécules candidates, les analyses des échantillons des six espèces (décrites dans la section 

précédente) débutent et chacun des 18 individus est analysés individuellement. Les données 

brutes de UHPLC-MS/MS sont enregistrées au format .bbCID pour le TASQ et au format .raw 

pour le réseau moléculaire. 

Variations qualitatives des alcaloïdes pyrrolizidiniques entre les espèces d’Ithomiini 

Les données spectrales MS² au format .bbCID sont analysées avec le logiciel Target Analysis 

for Screening and Quantitation (TASQ), développé par Bruker. Ce logiciel est spécialement 

conçu pour exploiter des données spectrales de très haute résolution et discriminer la 

présence ou l’absence de composés dans un mélange complexe. Il faut fournir au logiciel la 

liste des formules brutes des molécules candidates ainsi que leur temps de rétention. Le 
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logiciel scanne ensuite toutes les données spectrales et relève les molécules d’intérêt. Cette 

méthode permet de déterminer les molécules présentes dans les échantillons. 

Un réseau moléculaire pour explorer la diversité des défenses chimiques 

Le principe et le protocole de construction d’un réseau moléculaire sont décrit dans le chapitre 

IV (Matériels et méthodes > Construction du réseau moléculaire, page 147). Les données 

spectrales en MS² des six espèces analysées sont stockées sur le serveur MassIVE sous la 

référence MSV000082666. Le réseau moléculaire élaboré par la plateforme GNPS est 

téléchargé et mis en forme avec le logiciel Cytoscape 3.7.1. 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Quels alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés peuvent être séquestrés par les Ithomiini ? 

Chez les Ithomiini, il a été décrit jusqu’à présent 28 alcaloïdes pyrrolizidiniques et 8 dérivés 

(Tab. 8) (Freitas et al., 1996; Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996; Trigo, Brown, Witte, et al., 

1996; Nishida, 2002; Schulz et al., 2004; Stamm et al., 2019). Il y a beaucoup de variabilité 

qualitative entre les espèces. Certaines n’ont pas ou peu d’alcaloïde pyrrolizidinique, et/ou 

quelques dérivés. Placidina euryanassa et Miraleria cymothoe présentent des défenses 

chimiques autant diversifiées que les espèces de la tribu Tithoreina séquestrant des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques à l’état larvaire ; Aeria olena et Tithorea harmonia. La très grande majorité 

des alcaloïdes pyrrolizidiniques sont de type retronecine, décrits avec une activité toxique 

dans la littérature. Seulement deux alcaloïdes pyrrolizidiniques de type platynecine, supposés 

non toxiques pour les vertébrés, ont été catalogués chez Miraleria cymothoe et Placidina 

euryanassa. 

La liste des molécules candidates (Tab. 9) comprend ces 36 molécules plus leurs 

stéréoisomères et leurs formes N-oxydées ainsi que d’autres alcaloïdes pyrrolizidiniques 

structuralement proches. Dans la liste finale il y a 78 molécules candidates : 70 alcaloïdes 

pyrrolizidiniques et 8 dérivés, dont les données de MS² ont été listées à partir de la littérature 

(Roeder, 1990; Freitas et al., 1996; Trigo, Brown, Henriques, et al., 1996; Trigo, Brown, Witte, 

et al., 1996; Beales et al., 2004; Schulz et al., 2004; Wuilloud et al., 2004; Joosten et al., 2010; 

Zhou et al., 2010; Ruan et al., 2012; Griffin et al., 2013; Yoon et al., 2015; van de Schans et al., 

2017). Pour 11 stéréoisomères d’alcaloïdes pyrrolizidiniques et les huit dérivés, les données 

spectrales MS² n’ont pu être trouvées dans la littérature.  

Ces données bibliographiques sont le socle des recherches présentées ici. La formule brute, la 

masse des molécules et le rapport masse sur charge des ions (m/z) couplés aux données MS² 

de la littérature permettent d’identifier les alcaloïdes pyrrolizidiniques potentiellement 

présents dans les échantillons de papillons. Une fois identifié en UHPLC-MS/MS, les temps de 

rétention des alcaloïdes pyrrolizidiniques et leurs dérivés sont relevés (Tab. 9). En effet, le 

temps de rétention est un paramètre qui doit être nécessairement connu pour pouvoir utiliser 

la méthode TASQ qui détecte la présence ou l’absence d’une molécule. 
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Espèces d’Ithomiini Alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés 

Aeria olena 
Amabiline, Echinatine, hydroxydanaidal, Indicine, Intermedine, 
Intermedine-N-oxyde, Lycopsamine, Lycopsamine-N-oxyde, 
Retrorcine-N-oxyde, Rinderine, Supinine 

Aethria stipata Acide viridiflorique  

Callithomia hezia Ithomiolide A  

Ceratinia neso Lycopsamine 

Ceratinia tutia 1-O-acetylithomiolide A, Ithomiolide A 

Episcada carcinia Danaidal, Hydroxydanaidal, Methylhydroxydanaidoate 

Episcada clausina Methylhydroxydanaidoate, Ithomiolide A, Ithomiolide B 

Epityches eupompe Hydroxydanaidal, Methylhydroxydanaidoate 

Garsauritis xanthostola Hydroxydanaidal 

Godyris kedema Acide viridiflorique 

Godyris zavaleta Ithomiolide A 

Heterosais edessa Ithomiolide A, Ithomiolide B 

Hymenitis andromica Heliotrine 

Hymenitis dercetis Heliotrine, Acide viridiflorique 

Hypoleria proxima Methylhydroxydanaidoate 

Hypothyris anastasia acreana Hydroxydanaidal 

Hypothyris euclea Hydroxydanaidal 

Hypothyris moebiusi Ithomiolide A 

Hypothyris ninonia daeta Danaidone, Hydroxydanaidal 

Ithomia iphianassa Heliotrine, Acide viridiflorique, Ithomiolide A 

Ithomia salapia salapia  Ithomiolide A 

Mcclungia salonina Hydroxydanaidal, Methylhydroxydanaidoate 

Mechanitis isthmia veritabilis Methylhydroxydanaidoate 

Mechanitis lysimnia Hydroxydanaidal 

Melinaea menophilus orestes Hydroxydanaidal, Viridiflorine β-lactone 

Miraleria cymothoe 
1,2-dihydrointermedine-N-oxyde, Amabiline-N-oxyde, 
Intermedine-N-oxyde, Lycopsamine, Lycopsamine-N-oxyde, 
Rinderine-N-oxyde, Viridiflorine-N-oxyde 

Napeogenes inachia Hydroxydanaidal 

Napeogenes sylphis 
caucayaensis 

9-methoxydanaidone, 9-O-methylhydroxydanaidol, 9-O-
methylretronecin, Danaidone 

Oleria makrena Heliotrine, Acide viridiflorique 
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Espèce d’Ithomiini Alcaloïdes pyrrolizidiniques et dérivés 

Oleria onega Lycopsamine 

Oleria phemonoe Heliotrine, Acide viridiflorique 

Placidina euryanassa 

1,2-dihydrointermedine-N-oxyde, Amabiline-N-oxyde, 
Intermedine-N-oxyde, Lycopsamine, Lycopsamine-N-oxyde, 
Methylhydroxydanaidoate, Rinderine-N-oxyde, Viridiflorine-N-
oxyde 

Prittwitzia hymenaea Methylhydroxydanaidoate, Ithomiolide A, Ithomiolide B 

Pseudoscada erruca Ithomiolide A 

Pseudoscada timna timna Ithomiolide A 

Pteronymia asopo Heliotrine, Acide viridiflorique 

Pteronymia beebei Heliotrine, Acide viridiflorique 

Pteronymia nubivaga Heliotrine, Acide viridiflorique 

Pteronymia veia Heliotrine, Acide viridiflorique 

Pteronymia vestilla 1-O-acetylithomiolide A, Ithomiolide A 

Scada kusa kusa  Viridiflorine β-lactone 

Thyridia psidii Hydroxydanaidal, Oxodanaidal, Methylhydroxydanaidoate 

Tithorea harmonia 

Amabiline, Echinatine, Indicine, Intermedine, Intermedine-N-
oxyde, Lycopsamine, Lycopsamine-N-oxyde, 
Methylhydroxydanaidoate, Retrorcine-N-oxyde, Rinderine, 
Supinine 

Tableau 8 : Liste des alcaloïdes pyrrolizidiniques décrits dans la littérature et présents chez les 

Ithomiini. Les molécules en italiques sont des dérivés des alcaloïdes pyrrolizidiniques et en 

rouge les alcaloïdes pyrrolizidiniques de type platynecine décrits comme sans activité toxique 

dans la littérature. 
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Alcaloïde pyrrolizidinique Formule 
Masse 

monoisotopique 
TR (min) 

MS 
m/z 

MS/MS 
m/z 

MS/MS 
m/z2 

MS/MS 
m/z3 

MS/MS 
m/z4 

MS/MS 
m/z5 

MS/MS 
m/z6 

MS/MS 
m/z7 

MS/MS 
m/z8 

MS/MS 
m/z9 

1,2-dihydrointermedine 
Viridiflorine-N-oxyde 

C15H27NO5 301,189 4,7/5,6 302,196 283 268 258 257 158 140 120 122 114 

1,2-dihydrointermedine-N-oxyde C15H27NO6 317,000 4,6/5,7 318,007          

3-O-acetylechinatine 
3-O-acetylindicine 

3-O-acetylintermedine 
3-O-acetyllycopsamine 

3-O-acetylrinderine 
7-acetylintermedine 
7-acetyllycopsamine 

Acetylindicine 
Monocrotaline-N-oxyde 

C17H27NO6 341,184 4,3 342,191 324 282 214 198 180 162 138 137 121 

3-O-acetylheliospathine-like C18H29NO6 355,199 ? 356,207 140 138 120       

3-O-acetylsupinine-like 
Monocrotaline 

C16H23NO6 325,153 2,1 326,160 237 236 137 136 118 120 93 80 43 

7-acetylintermedine-N-oxyde 
7-acetyllycopsamine-N-oxyde 

C17H27NO7 357,179 5,1/6,7/7,1 358,186 314 214 197 180 137 120 101   

7-angeloylretronecine 
9-angeloylretronecine 

7-senecionylretronecine 
9-senecionylheliotridine 
9-senecionylretronecine 

9-tigloylretronecine 

C13H19NO3 237,136 5,4 238,144 222 140 138 120 118     

7-angeloylplatynecine  
9-angeloylplatynecine 

9-tigloylplatynecine 

C13H21NO3 239,152 ? 240,159 221 220 215       

9-methoxydanaidone C9H11NO2 165,079 2,6 166,086          

9-O-methylhydroxydanaidol C9H13NO2 167,095 ? 168,102          

9-O-methylretronecin C9H15NO2 169,110 9,8 170,118          
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Alcaloïde pyrrolizidinique Formule 
Masse 

monoisotopique 
TR (min) 

MS 
m/z 

MS/MS 
m/z 

MS/MS 
m/z2 

MS/MS 
m/z3 

MS/MS 
m/z4 

MS/MS 
m/z5 

MS/MS 
m/z6 

MS/MS 
m/z7 

MS/MS 
m/z8 

MS/MS 
m/z9 

Amabiline 
Supinine 

C15H25NO4 283,178 5,4 284,186 268 239 140 124 123 122 121 120 93 

Amabiline-N-oxyde 
Echinatine 

Indicine 
Intermedine 

Iso-lycopsamine-like 
Lycopsamine 

Rinderine 

C15H25NO5 299,173 3,5/4,2 300,181          

Callimorphine 
Isocallimorphine 

C15H23NO5 297,158 4,3 298,165 140 138        

Coromandaline 
Viridiflorine 

C15H27NO4 285,194 5,0 286,201 240 142 138 126 124 122    

Danaidal 
Danaidone 

C8H9NO 135,068 1,7/4,5/5,5/7 136,076          

Echimidine C20H31NO7 397,210 10,5 398,217 380 336 220 120      

Echinatine-N-oxyde 
Indicine-N-oxyde 

Intermedine-N-oxyde 
Lycopsamine-N-oxyde 

Rinderine-N-oxyde 

C15H25NO6 315,168 ? 316,175 272 172 156 138 136 120 111 94  

Heliospathine-like  
Heliotrine 

C16H27NO5 313,189 5,3/7,6 314,196 256 156 138 120 96 94    

Heliotrine-N-oxyde C16H27NO6 329,184 6,3/6,8 330,191 172 138        

Heterophylline ? 453,000 ? 454,000 140 138 120       

Hydroxydanaidal 
Loroquine 

C8H9NO2 151,063 1,9 152,071          

Integerrimine  
Senecionine 

C18H25NO5 335,173 7,2/7,4 336,181 308 290 200 153 138 120 108 94  
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Alcaloïde pyrrolizidinique Formule 
Masse 

monoisotopique 
TR (min) 

MS 
m/z 

MS/MS 
m/z 

MS/MS 
m/z2 

MS/MS 
m/z3 

MS/MS 
m/z4 

MS/MS 
m/z5 

MS/MS 
m/z6 

MS/MS 
m/z7 

MS/MS 
m/z8 

MS/MS 
m/z9 

Integerrimine-N-oxyde 
Retrorsine 

Senecionine-N-oxyde 
Usaramine 

C18H25NO6 351,168 4,4 352,175 220,2 154,1 138,1 136,1 120,1 119 118 94,1  

Methyloxodanaidoate C9H7NO3 177,043 1,9 178,050          

Methylhydroxydanaidoate C9H11NO3 181,074 1,7 182,081          

Neoplatyphylline Platyphylline C18H27NO5 337,189 7,7 338,196 310,3 292,3 240,3 153,2 140,2 122,1 93,1   

Oxodanaidal C8H7NO2 149,048 4,8/6,2 150,055          

Parsonine C22H33NO8 439,221 3,9/6,0/8,3 440,228 140 138 120       

Parsonsine-N-oxyde C22H33NO9 455,216 8,8 456,223          

Platyphylline-N-oxyde C18H27NO6 353,184 6,7 354,191 336,3 290,3 256,2 211,2 156,1 140,2 138,2 122,1 120,1 

Retrorsine-N-oxyde C18H25NO7 367,163 2,3/5,0/6,2 368,170 220,2 154,1 138,1 136,1 118,1 94,1    

Dérivé d’alcaloïde pyrrolizidinique Formule 
Masse 

monoisotopique 
TR (min) 

MS 
m/z 

MS/MS 
m/z 

MS/MS 
m/z2 

MS/MS 
m/z3 

MS/MS 
m/z4 

MS/MS 
m/z5 

MS/MS 
m/z6 

MS/MS 
m/z7 

MS/MS 
m/z8 

MS/MS 
m/z9 

1-O-acetylithomiolide A C9H14O5 202,084 ? 203,091          

Acide viridiflorique C7H14O4 162,089 ? 163,096          

Calystegine A3 C7H13NO3 159,090 0,8 160,097          

Calystegine B2 C7H13NO4 175,084 0,9 176,092          

Isopelletierine C8H15NO 141,115 9,8 142,123          

Ithomiolide A  C7H12O4 160,074 ? 161,081          

Ithomiolide B C7H10O4 158,058 10,1 159,065          

Viridiflorine β-lactone C7H12O3 144,079 ? 145,086          

Tableau 9 : Liste des alcaloïdes pyrrolizidiniques et de leur dérivés candidats. Les molécules décrites dans la littérature chez les Ithomiini sont en 

gras et en rouge les alcaloïdes pyrrolizidiniques de type platynecine décrits comme sans activité toxique dans la littérature. Plusieurs temps de 

rétention pour une même molécule suggèrent que celle-ci à des stéréoismères potentiellement inconnus
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Quelles sont les variations qualitatives des alcaloïdes pyrrolizidiniques entre les espèces 

d’Ithomiini ?  

La méthode de chimie analytique TASQ a pu mettre en évidence quatre dérivés d’alcaloïdes 

pyrrolizidiniques et 16 alcaloïdes pyrrolizidiniques (Fig. 55). Parmi ces 16 alcaloïdes 

pyrrolizidiniques, 8 ont de nombreux stéréoisomères, ce qui empêche de déterminer avec 

certitude l’identité du stéréoisomère détecté dans les échantillons. Cependant, au moins 

quatre alcaloïdes pyrrolizidiniques ont pu être mis en évidence pour la première fois chez les 

Ithomiini, la 7-angeloylretronecine ou un de ses stéréoisomères, la coromandaline ou la 

viridiflorine (type platynecine non toxique), l’échimidine et l’héliotrine-N-oxyde. Certains 

alcaloïdes pyrrolizidiniques sont communs aux six espèces tels que le 9-methoxydanaidone, le 

9-O-methylretronecine et le methylhydroxydanaidoate. Des quatre dérivés détectés, l’acide 

viridiflorique semble être le plus commun chez ces espèces (présent dans quatre espèces sur 

six). Malgré ces ressemblances qualitatives entre les espèces, les variations quantitatives sont 

inaccessibles ici.  

Ces résultats constituent les premières données de défenses chimiques pour les espèces 

Godyris dircenna et Mechanitis messenoides. Cette analyse permet d’étoffer les données 

publiées dans la littérature, puisque n’étaient alors connus chez G. zavaleta que l’ithomiolide 

A, chez C. tutia que l’1-O-acetylithomiolide A et l’ithomiolide A, chez I. salapia que 

l’ithomiolide A et chez O. onega que la lycopsamine. Si ces molécules n’ont pas été détectées 

dans les échantillons, c’est qu’elles étaient soit absentes soit indétectables selon les 

conditions expérimentales utilisées. 

Quatre alcaloïdes pyrrolizidiniques et un dérivé ont été mis en évidence chez O. onega (3 

individus), dont la danaidone ou la danaidal et l’acide viridiflorique faisant classiquement 

partie du bouquet phéromonal des Ithomiini. Ceci contredit la littérature décrivant O. onega 

dépourvu d’alcaloïde pyrrolizidinique à l’exception de la lycopsamine, et qui semblerait 

dépendre d’acides gras oxydés et non d’alcaloïdes pyrrolizidiniques pour synthétiser ses 

phéromones sexuelles (Stamm et al., 2019). Néanmoins, cette étude focalise ses analyses sur 

la région des poils androconiaux (émetteur des phéromones), alors que les résultats présentés 

ici sont basés sur des extraits de papillons entiers. Aussi, il existe environ 12 sous-espèces d’O. 

onega pouvant certainement différer chimiquement. En effet, les défenses chimiques sont 
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variables au sein d’une même espèce, ce qui a été démontré chez les Heliconiini (Chap. II, page 

94). D’autres espèces du même genre, O. makrena et O. phemonoe peuvent aussi séquestrer 

de l’acide viridiflorique (Pliske et al., 1976). O. onega ne semble donc pas avoir perdu 

secondairement la capacité de séquestration des alcaloïdes pyrrolizidiniques. 

Ces six espèces de papillons ne séquestrent pas d’alcaloïde pyrrolizidinique à l’état larvaire. 

Les composés détectés ont donc été collectés au stade adulte et leur occurrence dépend du 

métabolome des plantes au moment de la visite du papillon. Les Ithomiini sont des papillons 

très généralistes au stade adulte et visitent une grande diversité d’espèces florales. Ces 

origines végétales variées, les capacités de séquestration et de métabolisation des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques par les papillons peuvent être à l’origine des grandes variations de profils 

chimiques entre les espèces. Provenant de localités différentes (Fig. 54), les papillons n’ont 

pas forcément accès aux mêmes plantes, un paramètre qui peut amplifier la diversité des 

molécules rencontrées.  
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ALCALOïDES PYRROLIZIDINIQUES 

1,2-dihydrointermedine-N-
Oxyde            

1,2-dihydrointermedine ou 
Viridiflorine-N-oxyde          
7-angeloylretronecine ou 
9-angeloylretronecine ou 
7-senecionylretronecine ou  
9-senecionylheliotridine ou 
9-senecionylretronecine ou 
9-tigloylretronecine ou          
9-methoxydanaidone             

9-O-methylretronecine             

Amabiline-N-oxyde ou 
Echinatine ou Indicine ou 
Intermedine ou Lycopsamine 
Iso-lycopsamine-like ou 
Rinderine            
Amabiline ou Supinine          
Coromandaline ou Viridiflorine           
Danaidal ou Danaidone          

Echimidine         
Heliotrine-N-Oxyde            
Hydroxydanaidal ou 
Loroquinine         
Echinatine-N-oxyde ou 
Indicine-N-oxyde ou 
Intermedine-N-oxyde ou 
Lycopsamine-N-oxyde ou 
Rinderine-N-oxyde        
Methylhydroxydanaidoate             

Methyloxodanaidoate          
Oxodanaidal        

DERIVES D’ALCALOÏDES PYRROLIZIDINIQUES 

Acide viridiflorique           

Calystegine A3        

Calystegine B2         

Ithomiolide B       

G. zavaleta G. dircenna   C. tutia     I. salapia   O. onega 
M.         

messenoides 
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Figure 55 : Variations qualitatives des alcaloïdes pyrrolizidiniques et leurs dérivés. Les 

molécules déjà connues chez les Ithomiini selon la littérature sont écrites en gras. Les molécules 

de type platynecine non toxiques sont écrites en rouge. Les relations phylogénétiques, entre 

les six espèces d’Ithomiini étudiées sont représentées extrêmement simplifiées. Une case grisée 

traduit la présence et une case blanche traduit l’absence de la molécule au sein de l’espèces. 

Les photographies de papillons (disponibles sur le site butterfliesofamerica.com) ne sont pas à 

l’échelle.   
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Est-il possible de mettre en évidence de nouvelles molécules séquestrées par les 

Ithomiini grâce au réseau moléculaire ? 

Le réseau moléculaire permet de visualiser les données des ions moléculaires fragmentés issus 

d'un mélange complexe, en se basant sur la similarité de leurs données spectrales (Nothias-

Scaglia et al., 2015). Au total, ce réseau moléculaire a permis d’inventorier 11 alcaloïdes 

pyrrolizidiniques chez les Ithomiini adultes (Fig. 56, Tab. 10). Dans quatre des six espèces 

d’Ithomiini analysées la plateforme GNPS a permis l’annotation automatique d’une unique 

molécule par comparaison de ses données spectrales avec celles enregistrées dans les bases 

de données : un alcaloïde pyrrolizidinique de type platynecine, l’heliocurassavicine-N-oxyde 

(numéro 4 sur la Fig. 56 et dans le Tab. 10). Cette molécule ne faisait pas partie de la liste 

d’alcaloïdes pyrrolizidiniques candidats, mais sa détection est cohérente puisque qu’elle est 

notamment synthétisée par Heliotropium curassavicum (Boraginaceae), une plante visitée des 

Ithomiini. Si 10 autres alcaloïdes pyrrolizidiniques ont été mis en évidence manuellement, 

aucun dérivé n’a été mesuré. A un même rapport m/z peut correspondre plusieurs 

stéréoisomères, qu’il n’est pas possible de discriminer ici puisqu’ils engendrent les mêmes 

données spectrales (mais sont représentés par des nœuds différents). Ces alcaloïdes 

pyrrolizidiniques sont plus ou moins partagés entre les espèces testées, 73% des molécules 

(soit 8/11) sont partagées par au moins la moitié des espèces, alors que 18% des molécules 

(soit 2/11) ne sont présentes que chez une seule espèce. En effet, l’echimidine n’est mesurée 

que chez C. tutia alors que l’intermedine-N-oxyde ou un de ses stéréoisomères est présent 

dans cinq espèces. Certains alcaloïdes pyrrolizidiniques avaient déjà été rapportés chez les 

Ithomiini (en gras dans le Tab. 10), pour d’autres c’est une première comme, 

l’heliocurassavicine-N-oxyde, l’heliotrine-N-oxyde, l’echimidine et la monocrotaline ou la 3-O-

acetylsupinine-like. Le composé numéro 5 pourrait être la lycopsamine qui fut souvent décrit 

comme l’alcaloïde pyrrolizidinique le plus répandu chez les Ithomiini. Le danaidal ou la 

danaidone est le seul alcaloïde pyrrolizidinique détecté entrant dans la composition des 

phéromones sexuelles volatiles (Edgar, 1982; Schulz et al., 1987). Sa différence de poids 

moléculaire et son profil de fragmentation différent font qu’il est isolé des autres alcaloïdes 

pyrrolizidiniques détectés. La danaidal ou la danaidone est structuralement proche d’un ion 

de m/z = 137,046, peut-être sa forme M+2H+ ou une molécule inconnue. A l’exception du 

danaidal ou de la danaidone, les alcaloïdes pyrrolizidiniques détectés par le réseau 
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moléculaire sont tous regroupés dans le même cluster. Les molécules non identifiées de ce 

cluster sont donc structuralement très proches et très probablement des alcaloïdes 

pyrrolizidiniques encore à découvrir.  

Dans les extraits d’Oleria onega, seule le danaidal ou la danaidone a été mesurée et ce pour 

la première fois. A première vue, ce résultat semble corroborer la littérature décrivant O. 

onega dépourvue d’alcaloïde pyrrolizidinique à l’exception de la lycopsamine (Stamm et al., 

2019). 

Numéro 
Rapport 

m/z 
Nom(s) Espèces Formule développée 

1 
398,217 
M + H+ 

Echimidine C. tutia 

 

2 
et 
2’ 

316,176 
M + H+ 

Intermedine-N-oxyde 
(ci-contre) ou 

Lycopsamine-N-oxyde ou 
Rinderine-N-oxyde ou  
Echinatine-N-oxyde ou 

Indicine-N-oxyde 

C. tutia 
G. dircena 
G. zavaleta 
I. salapia 

M. polymnia 
 

3 
318,191 
M + H+ 

1,2-dihydrointermedine-
N-oxyde 

M. polymnia 

 

4 
302,197 
M + H+ 

Heliocurassavicine-N-
oxyde 

G. dircena 
I. salapia 

M. polymnia 

 

5 
300,181 
M + H+ 

Amabiline-N-oxyde  
(ci-contre) ou 
Echinatine ou 

Indicine ou 
Intermedine ou 

Iso-Lycopsamine-like ou 
Lycopsamine ou 

Rinderine 

C. tutia 
G. dircena 
G. zavaleta 
I. salapia 

M. polymnia 
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6 
314,196 
M + H+ 

Heliospathine-like  
ou 

Heliotrine (ci-contre) 

G. dircena 
M. polymnia 

 

7 
330,191 
M + H+ 

Heliotrine-N-oxyde 
G. dircena 
I. salapia 

M. polymnia 

 

8 
et 
8’ 

343,186 
M + NH4

+ 

Monocrotaline 
(ci-contre)  

ou 
3-O-acetylsupinine-like 

C. tutia 
G. dircena 
G. zavaleta 
I. salapia 

M. polymnia  

9 
136,076  
M + H+ 

Danaidal  
ou 

Danaidone 

G. zavaleta 
I. salapia 
O. onega 

 

Tableau 10 : Description des alcaloïdes pyrrolizidiniques détectés dans le réseau moléculaire. 

Les numéros correspondent à la position de la molécule dans le réseau moléculaire. Les 

molécules connues chez les Ithomiini sont en gras, les autres sont détectées pour la première 

fois. Les noms en rouge sont les alcaloïdes pyrrolizidiniques de type platynecine non toxiques. 

 

 

Figure 56 (ci-contre) : Visualisation globale du réseau moléculaire construit à partir de six 

espèces d’Ithomiini. Les alcaloïdes pyrrolizidiniques détectés sont indiqués par des numéros et 

reportés dans le tableau 10. Deux paires de stéréoisomères sont détectées : 2 & 2’ et 8 & 8’. 

L’origine des molécules est codée par une couleur et le pourcentage de chaque couleur reflète 

la proportion relative dans les échantillons biologiques. Un nœud multicolore indique qu’une 

même molécule est présente dans plusieurs espèces. 
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8 

7 2’ 

4 

6 5 

3 

1 

9 

2 

Ceratinia tutia  

Godyris dircena  

Godyris zavaleta 

Ithomia salapia derasa 

Mechanitis mesenoides deceptus  

Oleria onega 
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PERSPECTIVES 

La méthode TASQ permet de détecter facilement des molécules dans un extrait mais implique 

de connaître impérativement à l’avance les caractéristiques des molécules recherchées. Le 

réseau moléculaire a identifié une seule molécule automatiquement, les autres molécules 

inconnues n’étant peut-être pas encore répertoriées dans les bases de données. Le nombre 

d’alcaloïdes pyrrolizidiniques réellement présent dans les échantillons est donc sûrement 

sous-estimé. Ces deux méthodes n’ont pas détecté les mêmes molécules, ainsi leur utilisation 

complémentaire rend l’exploration d’un métabolome plus efficace.  

Dans l’ensemble des six espèces étudiées, j’ai pu mettre en évidence 16 alcaloïdes 

pyrrolizidiniques, dont 4 pour la première fois chez les Ithomiini et également 4 dérivés. 

L’identification des alcaloïdes pyrrolizidiniques reste incertaines de par leurs très nombreux 

stéréoisomères. Bien que basées sur un nombre restreint d’individus et d’espèces (6 espèces 

sur 393 !), ces résultats préliminaires permettent i) d’étoffer les connaissances sur les 

composés séquestrés par les Ithomiini, ii) d’appuyer la littérature sur la grande variation 

qualitative des défenses chimiques entre espèces, iii) de reconsidérer le cas d’O. onega car ces 

résultats remettent en cause la vision qu’il soit dépourvu d’alcaloïde pyrrolizidinique. Pour 

certaines espèces d’Ithomiini, les alcaloïdes pyrrolizidiniques constituent des défenses 

chimiques efficaces contre les araignées qui les rejettent la majorité du temps (Drummond, 

1976; Brown, 1984; Masters, 1990). Les araignées du genre Nephila (Fig. 57) rejettent presque 

tout le temps les Ithomiini pris dans leur toiles alors que les Heliconiinae, Acraeinae ou encore 

Pieridae sont très souvent consommés (Vasconcellos‐Neto & Lewinsohn, 1984). Néanmoins, 

ces araignées mangent les Mechanitis polymnia fraîchement émergées et donc encore 

dépourvues d’alcaloïdes pyrrolizidiniques (Trigo, Brown, Witte, et al., 1996). Les Ithomiini non 

comestibles pris dans la toile peuvent être libérés et relâchés intègres par l’araignée 

(Vasconcellos‐Neto & Lewinsohn, 1984; Trigo, Brown, Witte, et al., 1996). Contrairement aux 

prédateurs aviaires, les araignées ne se basent pas sur le patron de coloration des papillons, 

mais uniquement sur des signaux chimiques et leur comportement immobile dans la toile 

(Vasconcellos‐Neto & Lewinsohn, 1984). Certains papillons sont aussi parfois délaissés des 

mantes religieuses (Trigo et al., 1994). 
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Figure 57 : Prédateurs d’Ithomiini. A-B) Araignées du genre Nephila. C) Femelle Mechanitis 

polymnia mangée par une mante religieuse. Crédits photos : Ombeline Sculfort. 

Les alcaloïdes pyrrolizidiniques ont un goût amer et peuvent moduler l’activité des 

neurorécepteurs 5-HT de la sérotonine et induire une répulsion immédiate des prédateurs 

pour les Ithomiini (Schmeller et al., 1997; Wink et al., 1998). Tous comme les Heliconiini, les 

Ithomiini ont une cuticule plutôt épaisse et résistante leur permettant de survivre à une 

attaque d’oiseau (Chai, 1986b; Brown, 1987). Bien que les Ithomiini soient chimiquement 

défendus, les oiseaux tel que les Thraupidae ou Momotidae en sont d’importants prédateurs 

(Bates, 1862; Brower & Brower, 1964; Cardoso, 1997). Certains oiseaux consomment les 

Ithomiini mais de façon particulière, se prémunissant ainsi des défenses chimiques. Au Brésil, 

les Pipraeidea melanonota (Thraupidae) pressent les Ithomiini adultes et n’en mangent que la 

partie la moins concentrée en alcaloïdes pyrrolizidiniques, c’est-à-dire l’abdomen (Brown & 

Neto, 1976). Les défenses chimiques différentes entre Heliconiini et Ithomiini partageant un 

patron de coloration, pourraient encore plus renforcer les interactions positives entre les 

espèces co-mimes. En effet les individus protégés par différentes classes de métabolites 

secondaires, seraient mieux défendues car la diversité de leurs goûts et leurs effets perçus par 

les prédateurs, stimulent l’apprentissage (Skelhorn & Rowe, 2005). 

Il existe une très grande diversité des alcaloïdes pyrrolizidiniques susceptibles d’engendrer des 

réponses comportementales contrastées chez les prédateurs. Cependant l’effet de chaque 

molécule sur des prédateurs potentiels est inconnu. Des expériences de comportement sont 

maintenant nécessaires afin d’évaluer les effets de molécule isolée ou en mélange sur les 

prédateurs des Ithomiini.  

A        B            C 
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Des défenses chimiques aux phéromones sexuelles mâles 

En plus d’avoir un rôle prépondérant de défense chimique envers les prédateurs, les alcaloïdes 

pyrrolizidiniques détournés des plantes constituent des précurseurs de phéromones sexuelles 

volatiles cruciales pour l’attractivité des mâles adultes. Chez les Ithomiini, mais aussi toute la 

famille des Danainae, les principales molécules du bouquet phéromonal des mâles sont 

synthétisées à partir de la base nécine des alcaloïdes pyrrolizidiniques. Ainsi 

l’hydroxydanaidal, le danaidal et la danaidone font parties de la composition des phéromones 

sexuelles volatiles (Schulz, 1998; Hartmann & Ober, 2000; Schulz et al., 2004). Des dérivés des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques, comme des lactones, composent également le bouquet 

phéromonal des mâles. Par exemple, l’acide libéré du clivage de la lycopsamine est cyclisé en 

viridiflorine β-lactone ou métabolisé en ithomiolide A ou B (Fig. 58A–B) (Schulz & Hötling, 

2015). Les phéromones sexuelles volatiles sont émises par des soies modifiées et érectiles 

caractéristiques des mâles ; les poils androconiaux (Fig. 58C) (Brown & D’Almeida, 1970; 

Eisner & Meinwald, 1995). Les phéromones sexuelles mâles étant dépendantes de l’identité 

et de la quantité des alcaloïdes pyrrolizidiniques ingérés, le bouquet phéromonal est 

susceptible d’être extrêmement variable entre et au sein des espèces. Les phéromones mâles 

pourraient donc être interprétées comme un signal honnête de la qualité du mâle par les 

femelles et ainsi les orienter leur choix de partenaire.  

 

Figure 58 : A) Mâle Hypothyris ninonia dressant ses poils androconiaux et émettant ses 

phéromones sexuelles volatiles dans l’optique de trouver une partenaire. B) Viridiflorine β-

lactone et C) ithomiolide A, dérivés d’alcaloïdes pyrrolizidiniques. Crédit photos : Ombeline 

Sculfort. 
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Dans quelle mesure les défenses chimiques et les phéromones, soit l’attractivité des mâles, 

sont corrélées n’est pas encore bien établi.  

i) L’adaptation à un panel de sources d’alcaloïdes pyrrolizidiniques défini par les fleurs 

disponibles localement pourrait sous-tendre l’évolution des bouquets phéromonaux au sein 

des espèces. Cette hypothèse pourrait être testée en comparant la similarité entre le profil 

chimique phéromonal d’une espèce de papillon et le profil chimique des sources d’alcaloïdes 

pyrrolizidiniques majoritairement visitées. Le calcul du signal phylogénétique des profils 

chimiques et des bouquets phéromonaux pourraient renseigner l’impact des relations 

phylogénétiques et de l’histoire évolutive de la tribu sur l’évolution des défenses chimiques 

et des phéromones entre les espèces.  

ii) Les réponses comportementales et les préférences des femelles aux bouquets 

phéromonaux des mâles, pourraient exercer une pression de sélection sur le comportement 

de pharmacophagie des mâles et ainsi induire des changements de sources d’alcaloïdes 

pyrrolizidiniques visitées entre les espèces. Des expériences comportementales testant le 

succès d’accouplement de mâles dont les sources en alcaloïdes pyrrolizidiniques sont 

contrôlées, permettraient d’évaluer les préférences des femelles. Je m’attendrais à ce que les 

mâles ayant été privé d’alcaloïdes pyrrolizidiniques ne soient pas ou peu attractifs pour les 

femelles de leur espèce.  

iii) Les croisements hybrides entre espèces proches et mimétiques ont un coût, puisque les 

descendants ne sont pas forcément viables et un patron de coloration intermédiaire en très 

faible fréquence dans la population offre une protection réduite vis-à-vis des prédateurs 

(Mallet & Barton, 1989; Arias, Le Poul, et al., 2016; Chouteau et al., 2016). Il est donc 

envisageable de s’attendre à une évolution différente des bouquets phéromonaux (ayant des 

compositions très différentes ou ayant les mêmes composés en concentrations opposées) 

entre espèces proches vivant en sympatrie. Pour tester l’isolement reproducteur des espèces 

mimétiques proches par les phéromones de communication sexuelle, des expériences de 

comportement pour le choix de partenaires sexuels peuvent être mises en place. Un mâle 

peut être proposé à une femelle d’une autre espèce, dans un premier temps seul, puis en 

présence d’un mâle de la même espèce que la femelle. Si les deux mâles sont présentés 

ensemble dès le début, je m’attends plus à ce que la femelle s’accouple avec le mâle de son 
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espèce mais cela ne signifierait pas que l’autre mâle n’a aucun pouvoir attractif. Ajouter un 

mâle de la même espèce que la femelle servirait de contrôle pour déterminer si celle-ci est 

bien réceptive et à la recherche d’un partenaire. En effet, un mâle d’une autre espèce pourrait 

être attirant mais si la femelle n’est pas prête ou ne cherche pas à s’accoupler, cela biaiserait 

l’expérience. 

Une différence frappante avec les Heliconiini est la grande diversité de composés de défense 

chez les Ithomiini, mais aussi que l’origine des défenses chimiques repose sur des mécanismes 

comportementaux et physiologiques très éloignés entre les deux tribus. Ce chapitre 

exploratoire alliant questions de biologie évolutive et chimie analytique des substances 

naturelles souligne cette grande diversité et devrait motiver de futures études sur les défenses 

chimiques des papillons mimétiques. 
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Au cours de cette thèse j’ai étudié l’évolution des défenses chimiques dans un clade de 

papillons mimétiques emblématiques en utilisant différentes méthodologies afin de mieux 

comprendre les mécanismes évolutifs impliqués. 

L’évolution des défenses chimiques dépend-t-elle des motifs de 

coloration ? 

Les papillons aposématiques ont généralement des couleurs chatoyantes très contrastées et 

détectables par les prédateurs potentiels associées à leurs défenses. Comment les défenses 

chimiques évoluent avec les motifs de coloration associé est une question largement débattue 

(Sherratt, 2008; Speed, Ruxton, et al., 2010). Les motifs contrastés évoluent-ils fréquemment 

dans les espèces possédant des défenses ? Au contraire, les défenses évoluent elles chez des 

espèces cryptiques ou mimant d’autres espèces défendues ? Puisque l’apprentissage par les 

prédateurs des motifs aposématique génère une sélection fréquence dépendante, 

l’abondance du patron de coloration pourrait moduler la force de la sélection agissant sur les 

défenses chimiques : ainsi, dans les populations où les individus arborent un signal peu 

abondant, la sélection sur des niveaux de défenses fortes pourrait être plus importante. Ainsi, 

chez les mimes Müllerien, les défenses chimiques évoluent elles en fonction de l’abondance 

des cercles mimétiques ? Chez les Heliconiini, des ailes vivement colorées sont associées à un 

signal de défenses chimiques plus ou moins fort. De fortes teneurs en glucosides cyanogènes 

ont été mesurées chez Heliconius chartithonia vazquzae ou H. sara magdalena (Chap. II), dans 

des populations où leurs cercles mimétiques sont relativement peu abondants. Au contraire, 

la répartition et la concentration des glucosides cyanogènes sont extrêmement variables chez 

H. erato favorinus avec des individus notamment dépourvus de ces molécules (Chap. II), tandis 

que ce cercle mimétique présente de fortes abondances. Si des différences de concentrations 

en glucosides cyanogènes ont été détectées entre cercles mimétiques dans notre étude (Chap. 

II), elles semblent largement expliquées par les relations d’apparentement plus étroites entre 

espèces au sein des cercles mimétiques. Les estimations d’abondance par espèce étant des 

données difficiles à acquérir sur le terrain, les données actuelles ne permettent pas de tester 

de manière fiable l’hypothèse d’un lien entre niveau de défenses et abondance locale d’un 

cercle mimétique à l’échelle des Heliconiini. 
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Cependant, dans le cercle mimétique « postman » composés notamment d’H. erato et H. 

melpomene (des papillons noirs avec une tache rouge sur les ailes antérieures et une bande 

blanche sur les ailes postérieures rappelant l’uniforme des postiers de Trinidad), j’ai détecté 

des variations importantes concernant les défenses chimiques en fonction de leurs 

distributions géographiques (Chapitre II). Au Panama ce cercle mimétique regroupe les sous-

espèces H. erato demophoon et H. melpomene rosina, et au Pérou/Equateur il regroupe H. 

erato favorinus et H. melpomene amaryllis. Ainsi un cercle mimétique où les individus 

partagent un même patron de coloration peut être présent dans des localités très éloignées 

sans se superposer. Ce qui est intéressant ici est que ce sont les mêmes espèces et le même 

patron de coloration partagés entre le Panama et le Pérou/Equateur. Pourtant les individus 

panaméens ont été caractérisés comme beaucoup plus défendus chimiquement par rapport 

à leurs sous-espèces péruviennes. Il serait intéressant de finement analyser l’effet du cercle 

mimétique et de la localité géographique pour des papillons partageant un même patron de 

coloration mais dans des localités différentes. Par exemple échantillonner soigneusement les 

cercles mimétiques « postman » et « bleu » au Pérou/Equateur, Panama et Brésil pour 

comprendre comment varient les profils chimiques entre les localités indépendamment du 

motif de coloration. En focalisant une étude sur un nombre restreint de cercles mimétiques 

et donc de sous-espèces, il serait possible d’également acquérir des données d’abondance des 

papillons et de répartition des plantes hôtes. 

Le niveau de défense a également fréquemment été relié à la force du signal aposématique 

(Bezzerides et al., 2007; Maan & Cummings, 2012; María Arenas et al., 2015), cette hypothèse 

du signal « honnête » a été remis en cause par des preuves théoriques (Blount et al., 2009) et 

des observations empiriques (Darst & Cummings, 2006; Briolat et al., 2019). Le chapitre I de 

cette thèse a notamment fait la lumière sur l’influence positive du mimétisme sur l’évolution 

de l’aposématisme, permettant à des signaux plus détectables d’émerger malgré le coût initial 

lié à la prédation. Ce modèle a également permis de montrer que des signaux faiblement 

détectables pouvaient se maintenir dans des populations mimétiques présentant des 

défenses chimiques. Ces résultats théoriques expliquent en partie l’émergence répétée et le 

maintien de motifs transparents chez les Ithomiini. Les Ithomiini peuvent avoir des patrons de 

coloration vifs et opaques, mais la grande majorité des espèces ont des couleurs subtiles et 

des ailes plus ou moins transparentes dues à des écailles modifiées, qui ne recouvrent plus 
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totalement la membrane de l’aile (Beccaloni, 1997; Willmott & Freitas, 2006). Les espèces 

avec des ailes transparentes sont aposématiques et mimétiques comme toutes les espèces 

d’Ithomiini mais peuvent paraître camouflées ou iridescentes selon les conditions lumineuses 

(Fig. 59) (Binetti et al., 2009). La détectabilité des papillons est donc variable entre les espèces 

tranparentes et colorées (Arias et al., 2019; McClure et al., 2019). Plusieurs hypothèses 

existent sur l’évolution conjointe de la transparence et des défenses chimiques chez les 

Ithomiini ; i) les espèces aux ailes transparentes seraient moins détectables par les prédateurs 

et investiraient moins dans les défenses chimiques, ii) les espèces transparentes 

compenseraient leur faible mémorabilité pour les prédateurs dû à l’absence de couleurs vives, 

par de fortes doses de défenses chimiques. Des expériences en conditions semi-naturelles ont 

montré que les Ithomiini transparents sont effectivement moins détectables par les 

prédateurs aviaires (Arias et al., 2019) mais qu’ils sont autant voire plus défendus 

chimiquement que les espèces où les motifs colorés se maintiennent (McClure et al., 2019). 

Cela pourrait être expliqué par le fait que i) les pressions de selection pour l’augmentation des 

défenses chimiques seraient plus fortes chez les espèces transparentes pour balancer leur 

patron de coloration moins mémorable pour les prédateurs, ou ii) de fortes quantités de 

défenses chimiques accélèrent l’apprentissage des prédateurs dans l’évitement des proies 

aposématiques (Skelhorn & Rowe, 2006; Rowland et al., 2007) et pourrait relacher les 

pressions de sélection sur le patron de coloration vif. Ce phénomène de compromis entre de 

fortes défenses chimiques et un signal d’alerte plus terne a déjà été démontré chez des 

grenouilles dendrobates (Wang, 2011). Mes résultats théoriques (Chapitre I) comme 

empiriques (Chapitre II) suggèrent une influence possible des motifs de colorations sur 

l’évolution des défenses chimiques mais soulignent également l’influence d’autres facteurs 

tels que l’adaptation aux variations locales en plantes hôtes et le signal phylogénétique. 
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Figure 59 : Accouplement d’Ithomia agnosia. Ces papillons ont des ailes partiellement 

transparentes. Suivant l’angle d’incidence de la lumière, les ailes sont iridescentes (papillon de 

gauche) ou non (papillon de droite). Crédit photo : Ombeline Sculfort 

De la phylogénie à l’adaptation locale : une histoire évolutive complexe 

des glucosides cyanogènes chez les Heliconiini 

Les recherches décrites dans le deuxième chapitre, constituent la première étude à grande 

échelle de caractérisation des défenses chimiques chez des papillons sauvages. Ces analyses 

précises de la nature et de la concentration de chacun des glucosides cyanogènes ont permis 

de mettre en évidence deux nouveaux composés présent chez les Heliconiini, 

l’épilotaustraline probablement synthétisée en même temps que son stéréoisomère 

lotaustraline et un stéréoisomère de la tétraphylline A qui est très probablement la deidacline. 

Les résultats de ces analyses, mais également les données d’élevage du troisième chapitre, 

attestent de l’importance de la synthèse dans la teneur en glucosides cyanogènes totaux. Les 

espèces basales du genre Eueides ont les plus fortes concentrations de linamarine, mettant 

ainsi en lumière de fortes capacités de synthèse des glucosides cyanogènes dans ce genre. En 

termes de glucosides cyanogènes, ce sont les espèces du genre Eueides qui sont les plus 

défendues, (malgré un fort biais d’échantillonnage en faveur des Heliconius), ce qui bouscule 

l’hypothèse classique que le genre Heliconius, le plus dérivé, est aussi le plus chimiquement 

défendu.  



 

210 

 

Toutes les espèces d’Heliconiini sont en mesure de synthétiser eux-mêmes leurs glucosides 

cyanogènes. Ce caractère commun se reflète dans le signal phylogénétique calculé à l’échelle 

de la tribu, qui atteste que les profils chimiques des espèces sont grandement contrôlés par 

les relations phylogénétiques et l’histoire évolutive de ces papillons (Chapitre II). Les résultats 

de mes expériences d’élevage de papillons dans laquelle l’accès aux plantes hôtes était 

contrôlé, ont également suggéré un contrôle génétique au moins partiel des profils chimiques 

(Chapitre III). Cependant, des sous-espèces géographiquement séparées ont des profils 

chimiques différents, surtout concernant les molécules séquestrées des plantes hôtes, 

suggérant également des adaptations locales à la disponibilité en plantes hôtes. Ainsi, H. erato 

peut exploiter P. auriculata et P. bicornis en Amérique Centrale et P. actinia et P. alata dans 

l’Est du bassin Amazonien (Jiggins, 2016). L’adaptation aux plantes hôtes est donc variable 

entre les localités ce qui suggère une évolution intraspécifique et/ou de la plasticité pour 

l’utilisation des plantes hôtes. De par les variations de la répartition des espèces de passiflores, 

les papillons sont susceptibles de ne pas avoir accès aux mêmes glucosides cyanogènes 

potentiels à séquestrer suivant les localités. Si les plantes hôtes varient localement, c’est 

également le cas des communautés de prédateurs, qui n’ont pas forcément les mêmes 

sensibilités aux défenses chimiques des papillons. Ainsi, localement, des capacités de synthèse 

différentielles pourraient être sélectionnées chez les Heliconiini sous la pression de sélection 

exercée par les prédateurs. La différence de communautés de plantes hôtes et de prédateurs 

peut donc conduire à des variations importantes de glucosides cyanogènes entre les localités 

et donc entre les cercles mimétiques.  

Quant à savoir quel caractère entre le patron de coloration mimétique et les défenses 

chimiques a émergé en premier, il n’est pas possible de conclure sans ambigüité ici. Deux 

hypothèses alternatives peuvent cependant être proposées :  

1) Les ancêtres des Heliconiini étaient très colorés, sans défenses chimiques mais mimes 

Batésiens d’autres espèces chimiquement défendues. Puis, par apparition et acquisition de 

glucosides cyanogènes par synthèse et/ou par séquestration de par leur adaptation aux 

passiflores, les défenses chimiques auraient pu évoluer chez les Heliconiini, favorisant 

l’émergence d’un mimétisme Müllerien. Il est très probable que l’ancêtre commun des 

Heliconiini fut aposématique car les espèces de la famille des Heliconiinae sont très colorées 
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et chimiquement défendues. En effet, les espèces aposématiques du genre Cethosia, vivant 

en Asie et en Océanie, présentent les glucosides cyanogènes linamarine et lotaustraline 

(Nahrstedt & Davis, 1981). Comme les Heliconiini en Amérique du Sud, les chenilles de 

Cethosia se nourrissent de plantes de la famille des Passifloraceae, du genre Adenia (et non 

du genre Passiflora absent des continents africain et océanien) (Parsons, 1999; Vane-Wright 

& Jong, 2003). Au sein des Acraeini, la tribu sœur des Heliconiini, la linamarine et la 

lotaustraline sont exprimées chez des espèces des genres Acraea (Afrique, Océanie) et 

Actinote (Amérique du Sud, Afrique et Océanie) (Nahrstedt & Davis, 1981; Francini & Penz, 

2006; Silva-Brandão et al., 2008). En plus de synthétiser des glucosides cyanogènes tout au 

long de leur vie, les Actinote d’Amérique du Sud séquestrent de grandes quantités d’alcaloïdes 

pyrrolizidiniques à partir d’Asteraceae, comme les Ithomiini (Francini, 1989; Brown & Francini, 

1990). 

2) Les ancêtres des Heliconiini avaient des patrons de couleur cryptique. Suite à l’apparition 

de la synthèse et/ou au détournement des glucosides cyanogènes des passiflores, ils auraient 

acquis des défenses chimiques contre les prédateurs. Des mutations pour des motifs de 

coloration aposématiques auraient pu plus facilement être sélectionnées dans ces 

populations défendues chimiquement. Sous cette deuxième hypothèse, le mimétisme envers 

d’autres espèces défendues aurait également pu faciliter l’évolution de motifs aposématiques 

dans des populations cryptiques (Chapitre I). Ainsi, il en découle l’intérêt d’étudier l’évolution 

des défenses chimiques des espèces co-mimes telles que les Ithomiini pour comparer l’origine 

et l’histoire évolutive des défenses chimiques. Les recherches des chapitres IV et V ont pu 

amorcer cette thématique d’exploration et de distribution des défenses chimiques. Les 

premiers résultats chez les Ithomiini montrent une grande diversité et complexité des 

alcaloïdes pyrrolizidiniques, bien que l’obstacle principal soit de définir un protocole 

d’identification robuste et discriminant à large spectre aux vues des nombreuses molécules 

candidates. Etendre les recherches sur l’origine, la nature et les variations des composés 

chimiques de défenses à tous les Heliconiinae d’Amérique du Sud, mais aussi des Ithomiini, 

permettraient de mieux comprendre l’évolution des défenses chimiques chez les espèces 

mimétiques. 
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