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INTRODUCTION 

Dans ce chapitre je vais m’intéresser à l’amertume et la toxicité, et plus particulièrement 

à la relation qu’il existe entre ces deux qualificatifs. Je parlerai tout d’abord du goût amer et 

chez les animaux en général. Puis je parlerais des composés secondaires des plantes qui sont 

une source naturelle de composés amers mais aussi toxiques car ils participent à la défense 

des plantes contre les ravageurs. Ensuite, je vais définir ce qu’est la toxicité, et par quels 

moyens les insectes, et plus particulièrement Drosophila melanogaster, peuvent lutter contre 

cette dernière. Enfin, j’exposerai l’organisation du système gustatif chez la drosophile. Ces 

éléments établissent les bases théoriques sur lesquelles je me suis appuyée pour aborder les 

questions auxquelles j’ai essayé de répondre au cours de ma thèse, questions qui visent à 

savoir s’il existe une relation entre amertume et toxicité chez Drosophila melanogaster.  

 AMERTUME ET TOXICITE 

a. L’AMERTUME 

i. L’amertume dans la vie de tous les jours 

 L’amertume est très généralement considérée comme une première ligne de défense 

contre les poisons. En effet, pour l’Homme, la plupart des poisons sont perçus comme amers, 

comme par exemple la strychnine qui est une neurotoxine très puissante (Behrens and 

Meyerhof 2006). Dès notre plus jeune âge, nous sommes confrontés à la présence d’amertume 

dans notre quotidien. L’amer est un goût que l’on retrouve dans certains aliments végétaux 

comme le pamplemousse ou les choux de Bruxelles et nous avons appris à plus ou moins le 

tolérer car cette amertume est liée à des aliments qui sont bénéfiques pour notre santé.  

Certains goûts amers sont parfois recherchés. Ainsi, la caféine ou la théine qui sont issues de 

végétaux ne sont pas particulièrement qualifiées de bénéfiques pour l’organisme mais elles 

sont pourtant très présentes et consommées dans notre société malgré leur goût amer 

(Fibrianto et al. 2021). Ce sont les propriétés excitantes du café et du thé qui sont recherchées, 

au point que de la caféine est ajoutée dans les boissons énergisantes de synthèse (Keast 2008). 
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Le goût amer de beaucoup de légumes représente un frein à leur consommation et l’industrie 

agroalimentaire recherche activement des moyens pour masquer le goût des molécules 

impliquées ou en diminuer la concentration. 

L’amertume est aussi très présente dans les médicaments car beaucoup de principes actifs 

créent ce goût malgré les efforts fournis par l’industrie pharmaceutique pour le minimiser. Par 

exemple, la quinine, dont l’amertume est reconnue, est le principe actif extrait de l’écorce du 

cinchona (Cinchona officinalis), un arbre des montagnes du Pérou, qui est un remède très 

efficace contre le paludisme et dont les européens firent la connaissance lors de la découverte 

de l’Amérique du Sud au XVème siècle (Garcia 2020). Au Japon, le lien entre amertume et effets 

bénéfiques des médicaments est resté très fort et se retrouve dans de nombreuses expressions 

populaires comme « a good medicine tastes bitter » (良薬は口に苦し ). L’amertume des 

produits médicamenteux est pourtant un frein à leur ingestion, en particulier pour les enfants, 

et l’industrie pharmaceutique a développé des méthodes pour masquer cette amertume. 

Les molécules amères peuvent être très utiles afin de repousser et protéger les enfants ou 

adultes contre l’ingestion de produits dangereux, comme l’éthanol dénaturé (Henderson et al. 

1998) ou des produits ménagers. Le benzoate de dénatonium, commercialisé sous le nom de 

Bitrex ®, en est le meilleur exemple. En effet, il est ajouté dans le gel douche pour enfants, les 

brumes parfumées, le bain moussant, l’antigel, etc…, pour prévenir du danger d’ingestion 

accidentelle1. Il est aussi utilisé dans certains vernis ayant pour but d’empêcher de se ronger 

les ongles. 

ii. Définition sensorielle de l’amertume par l’Homme 

L’amer est une sensation gustative définie par l’Homme qui peut provoquer un 

enchaînement de réflexes aversifs immédiats et stéréotypés qui vont de l’arrêt de la prise de 

nourriture au retrait de la langue, la bouche ouverte, l’augmentation du temps de déglutition, 

un rythme cardiaque plus bas, et la nausée pouvant même parfois aller jusqu’au vomissement 

(Davis et al. 1986).  

                                                 
1 https://incibeauty.com/ingredients/2377-denatonium-benzoate 



11 

 

Ces réponses de rejet consécutives à la détection d’un stimulus amer sont innées chez les 

vertébrés. Les nouveaux nés peuvent faire une distinction dans la nourriture qui leur est 

présentée (Desor et al. 1975; Ganchrow et al. 1983; Ventura and Worobey 2013) mais ils évitent 

l’amertume. Il en est de même chez des nouveaux nés d’autres Vertébrés, comme le singe, le 

rat ou la souris.  

Chez l’Homme, bien que nous soyons souvent en contact avec l’amertume, c’est plutôt à des 

niveaux modérés et en tout cas, cette amertume n’indique pas une toxicité létale. Parmi les 

aliments que nous consommons, les viandes et les poissons en sont généralement dépourvus 

et ce sont principalement les légumes et les fruits ou les graines qui peuvent être amers. Les 

végétaux que nous consommons sont généralement sélectionnés pour leur goût acceptable 

et leur innocuité, ou récoltés à un stade de maturité où les défenses de la plante sont moins 

intenses, ou encore la préparation alimentaire qui en est faite élimine le poison, comme dans 

le cas du manioc. De manière culturelle, nous sommes conduits à tolérer voire à apprécier des 

goûts amers dans certains aliments ou boissons consommés pour leurs effets post-ingestion 

(l’éveil pour la caféine par exemple) ou pour des raisons culturelles. Enfin, la sensibilité à l’amer 

décline avec l’âge chez l’homme. 

iii. Pourquoi détecter l’amertume ? 

L’amertume est l’une des modalités sensorielles détectées par le système gustatif.  Chez 

l’homme, ces modalités sont au nombre de 5 ; sucré, amer, acide, salé et umami (Bachmanov 

and Beauchamp 2007). De manière très générale, chez l’homme et chez tous les animaux, le 

système gustatif permet de « prédire » la valeur nutritive et/ou le danger que représentent des 

aliments sur le point d’être ingérés. Cette « prédiction » induit non seulement des 

comportements d’acceptation ou de rejet, mais aussi induit des réactions physiologiques 

comme la salivation, la sécrétion de sucs gastriques, etc.  

Détecter et éviter de consommer des aliments amers permet de se protéger d’une intoxication 

potentielle. En effet, il a été montré que les mammifères, quel que soit leur régime alimentaire, 

pouvaient être confrontés à une source de nourriture amère et potentiellement toxique 

(Tableau 1) (Glendinning 1994; Torregrossa et al. 2012).  
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Table 1 : Amertume et toxicité potentielle de la nourriture dans le régime alimentaire des mammifères 

carnivores, omnivores et herbivores (adapté de Glendinning 1994) 

C = carnivores, O = omnivores, B = brouteurs, R = ruminants.  

Type de nourriture 

Amère et 

toxique 

(probabilité) 

Consommateurs 

principaux 

Vertébrés, 

Invertébrés 

Espèces 

cryptiques 
 Faible C, O 

Espèces 

aposématiques 
 Forte O 

Végétaux 

Arbustes, arbres 

Graines Forte O, R 

Fruits 

immatures 
Forte O, R 

Fruits 

matures 
Faible O, R 

Tubercules Forte O, R 

Feuilles Forte R 

Herbes 
Immature Forte B 

Mature Faible B 
 

 

iv. Cellules gustatives et récepteurs gustatifs 

Chez l’homme et les Vertébrés, l’amertume est principalement détectée par des cellules 

spécialisées situées dans la bouche. Celles-ci sont équipées de récepteurs membranaires, ou 

récepteurs gustatifs, en nombre variable selon les espèces et le mode de vie, chacun de ces 

récepteurs étant sensible à une gamme de ligands plus ou moins large. Chez l’homme, on 

dénombre environ 30 récepteurs capables de détecter des molécules amères, alors qu’un seul 

est dévolu à la détection des sucres (Chandrashekar et al. 2000; Matsunami et al. 2000; Nelson 

et al. 2001). 

Il existe des variations liées aux spécialisations alimentaires. L’hypothèse la plus communément 

acceptée est que les herbivores possèdent plus de récepteurs à l’amer parce que les plantes 

contiennent plus de composés toxiques que les tissus animaux (Li and Zhang 2014). A l’inverse, 

les animaux avec un régime alimentaire spécialisé perdent des récepteurs. Ainsi, les baleines 

et les chauves-souris hématophages ont perdu, au cours de leur évolution, un ou plusieurs 

gènes de récepteurs gustatifs (Feng et al. 2014; Hong and Zhao 2014) car elles ne rencontrent 
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pas de goût amer dans leur alimentation. Le goût du sucre peut aussi se perdre, par exemple 

chez des espèces carnivores comme le chat ou le tigre (Li et al. 2005; Zhao et al. 2010; Jiang et 

al. 2012).  

v. Qui détecte l’amertume ? 

Les vertébrés ne sont pas les seuls à avoir cette capacité de détection de l’amer 

(Bergvall and Leimar 2005), les invertébrés sont aussi équipés pour percevoir l’amertume, et 

plus particulièrement les invertébrés herbivores. Ils sont en contact avec le goût amer par le 

biais des plantes qu’ils consomment et ils auraient une capacité plus importante que les 

organismes qui sont peu ou rarement confrontés à l’amer, à détecter de telles molécules 

(Bernays et al. 1997; Xu et al. 2016). En effet, la majorité des plantes produisent des composés 

secondaires amers et toxiques leur permettant de se défendre contre les espèces qui les 

attaquent pour se nourrir (Bernays and Chapman 1994; Schoonhoven et al. 2005).  

Il a été observé que les insectes herbivores spécialistes, c’est-à-dire qui se nourrissent sur un 

seul type de plante, sont beaucoup plus sensibles à l’amer car ils sont confrontés à peu de 

composés amers alors que c’est l’inverse pour les insectes généralistes (Singer et al. 2002). 

Comme ceux-ci fourragent sur un grand nombre de plantes, si leur seuil d’évitement était trop 

bas, ils seraient amenés à éliminer trop de sources de nourritures potentielles (Bernays et al. 

2000; Zhang et al. 2013a). 

b. COMPOSES SECONDAIRES DES PLANTES 

Si les animaux, en particulier herbivores, évitent des substances amères et toxiques provenant 

des plantes, quelles sont ces substances et quels rôles jouent-elles dans leur biologie ? 

i. Les métabolites secondaires des plantes 

  Grâce à la photosynthèse, les plantes élaborent un grand nombre de composés 

chimiques qui ont différents rôles dans leur physiologie. Les métabolites primaires (les acides 

nucléiques, les protéines, les lipides et les glucides simples) sont indispensables à la vie, au 

développement et à la reproduction de la plante. De ces métabolites primaires découlent les 

métabolites secondaires qui ont des fonctions variées (Pagare et al. 2015; Jost and Jost-Tse 
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2016). A l’inverse des composés primaires, les composés secondaires sont non-essentiels à la 

croissance, au développement et à la reproduction des plantes. Beaucoup de composés 

secondaires sont connus à ce jour, et trois grandes familles émergent, les alcaloïdes, les 

terpènes (plus de 40 000 structures connues) ainsi les composés phénoliques avec leurs dérivés 

(Aharoni et al. 2005; Howe and Jander 2008).  

ii. L’amertume et la toxicité des métabolites secondaires 

 Les alcaloïdes sont des composés secondaires très bien connus chez les mammifères, 

par exemple, la nicotine, la caféine ou la quinine sont des alcaloïdes qu’ils peuvent rencontrer. 

Le point commun de ces molécules est qu’elles sont amères, mais les terpènes et les composés 

phénoliques, sont aussi connues pour déclencher des phénomènes d’évitement (Belitz and 

Wieser 1985). 

L’amertume n’est toutefois pas la seule caractéristique des composés secondaires des plantes. 

En effet, la plupart de ces composés sont aussi toxiques car ce sont des composés impliqués 

dans différents mécanismes de défense contre les herbivores comme l’antibiose et l’antixénose 

(Lambdon and Hassall 2005).  

L’antibiose est une association entre deux ou plusieurs organismes qui inhibent la biologie 

d’au moins l’un d’entre eux, ou une association antagoniste entre les organismes et les 

composés chimiques produits par l’autre. L’antixénose décrit la situation où l’attraction du 

ravageur pour une plante dépend de la qualité de l’hôte et /ou des composés volatiles ou 

gustatifs.  

Les substances de défense peuvent avoir un effet insecticide ou anti-nutritif (Painter 1951). 

Elles peuvent être exprimées de manière constitutive (toujours présentes à l’intérieur de la 

plante, par exemple stockées dans des vacuoles), ou induites sous l’action de stimulus 

extérieurs. 

iii. Quelques métabolites secondaires toxiques 

La nicotine est un métabolite secondaire produit par les plantes de la famille des 

solanacées. C’est une molécule qui agit sur les récepteurs à l’acétylcholine dans le système 

nerveux des animaux et elle est la plupart du temps toxique chez les insectes folivores. Mais, 
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ce n’est pas son seul effet chez les insectes puisque la nicotine induit une neurotoxicité, elle a 

aussi une action anti-appétante et elle bloque la digestion des protéines (Liu et al. 2018; Morris 

et al. 2018). 

Les saponines, ne sont pas toxiques pour les humains, elles sont même bénéfiques, mais pour 

les insectes, elles ont un effet insecticide. Lorsque les larves de Spodoptera littoralis se 

nourrissent sur un milieu riche en saponine, extraite de l’écorce de Quillaja saponaria, leur 

mortalité augmente et il y a un retard de développement (Hussain et al. 2019; Sang et al. 2019). 

Les composés dont nous venons de parler ont des effets post-ingestifs immédiats car ils 

agissent sur le système nerveux mais il existe des métabolites secondaires ayant des effets sur 

le long terme. 

En effet, certains métabolites secondaires des plantes peuvent avoir une action sur le long 

terme car ce sont des analogues d’hormones auxquelles les insectes ou les vertébrés sont 

sujets. Les phytoestrogènes qui sont présents dans le soja ont une activité similaire aux 

hormones des vertébrés (Terreaux et al. 2003).  

Pour les insectes, ce sont les phytoecdystéroïdes qui sont majoritairement synthétisés dans les 

jeunes tissus et les graines, qui sont les plus connus (Dinan 2001). Lorsqu’ils sont ingérés par 

les insectes, les effets peuvent varier d’une mue incomplète à la mort de la larve (Marion-Poll 

et al. 2009). Les conséquences de l’ingestion de phytoecdystéroïdes sont principalement 

connues chez les larves, mais comme l’ecdysone est impliquée dans la fertilité et la 

reproduction chez les mâles, il est probable qu’elle joue un rôle sur la fitness des insectes 

(Herndon et al. 1997). Toutefois, comme il s’écoule du temps entre l’ingestion et les 

symptômes observables, il est compliqué pour l’individu de faire le rapprochement. C’est 

pourquoi une stratégie d’évitement est très certainement sélectionnée par l’évolution. Dans le 

cas contraire, il y a ambiguïté, car les symptômes postingestifs peuvent alerter l’individu qui 

peut « apprendre » à éviter des stimuli (olfactifs, visuels, sonores, gustatifs) précédant 

l’intoxication. 
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c. LA TOXICITE 

i. Comment peut-on définir la toxicité ? 

 Il existe plusieurs définitions de la toxicité qui peut être aigüe, chronique, subaigüe ou 

subchronique, que ce soit au niveau d’un individu ou bien d’une population. La toxicité d’une 

molécule dépend principalement de la dose et de la durée d’exposition auxquelles 

l’organisme/la population a été exposé.  

De plus, il est possible d’avoir un effet cumulatif et dépendant du contexte si d’autres 

molécules sont présentes dans le milieu ou si elles interagissent entre elles. Toutefois, la 

plupart du temps, c’est la dose-dépendance de l’exposition qui prévaut le plus fortement dans 

la toxicité 2. 

La toxicité d’une molécule peut influer sur les différents paramètres qui constituent la fitness 

d’un individu, c’est-à-dire la survie et la capacité d’avoir une descendance. Dans les chapitres 

suivants, nous nous intéresserons seulement à la survie car nous allons essayer de la relier à la 

consommation.  

ii. Comment est-ce que la toxicité est-elle détectée par l’individu ? 

 Si la toxicité de composés ingérés est détectée, c’est a posteriori, par l’apparition de 

symptômes post-ingestion. Ces symptômes peuvent être immédiats (malaise, vomissement, 

tremblements) ou apparaître avec un délai, on parle à ce moment-là d’empoisonnement (Hart 

1988; Millman 2007). Il peut aussi y avoir des effets insidieux sur la reproduction (par induction 

de stérilité) ou bien sur l’apparition de cancers plusieurs années après (Chang et al. 2017). Les 

vertébrés sont capables de détecter des symptômes d’intoxication ou d’empoisonnement mais 

on est moins sûr que cela soit le cas chez les insectes bien que plusieurs études le suggèrent 

(Ayestaran et al. 2010; Wright et al. 2010; Hurst et al. 2014). 

En ce sens, disposer de repères sensoriels permettant de détecter de telles substances confère 

un avantage évident. Cependant, comme le système sensoriel s’appuie sur des signaux 

                                                 
2https://echa.europa.eu/documents/10162/17224/information_requirements_part_e_en.pdf/1da6cadd-

895a-46f0-884b-00307c0438fd 
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sensoriels, et en l’occurrence, il s’agit de caractères chimiques des molécules pour la gustation, 

ces caractères sont complètement dissociés des caractères qui rendent les molécules toxiques. 

Par essence donc, la détection sensorielle est nécessairement prédictive et imparfaite. Une des 

conséquences de cette prédictibilité indirecte est que les informations délivrées par le système 

sensoriel doivent être plastiques et adaptables. 

Cette plasticité se rencontre au niveau de l’individu, qui peut associer des stimuli sensoriels 

avec une expérience gustative aversive. C’est le principe de l’apprentissage associatif démontré 

par Pavlov chez le chien. Les animaux et l’homme peuvent également associer des stimuli 

sensoriels, notamment gustatifs mais aussi d’autres modalités, à un malaise digestif. Il ne s’agit 

alors pas d’apprentissage associatif car le malaise peut être détecté plusieurs heures après 

l’ingestion. Par contraste avec l’apprentissage associatif, cet apprentissage ou aversion 

alimentaire, reste très stable dans le temps et implique des circuits nerveux différents.  

Les mécanismes d’ajustement liés à l’expérience d’un individu (qui peuvent être transmis 

socialement), ne permettent cependant pas d’expliquer l’adaptation des organismes et du 

système gustatif à des molécules qui ont un effet à plus long terme, provoquant par exemple 

une stérilité. Dans ce cas, il est légitime de postuler que les individus qui possèdent des 

récepteurs gustatifs (ou des récepteurs d’autres modalités sensorielles) qui leur permettent 

d’éviter cette toxine seront avantagés. En d’autres termes, l’hypothèse la plus vraisemblable 

du lien apparent trouvé entre amertume et toxicité, est que cette corrélation est mise en place 

au cours de l’évolution. Plus une molécule toxique est rencontrée depuis longtemps par un 

organisme, meilleure est la corrélation. Et inversement, plus la molécule est inconnue ou 

connue depuis peu, moins la corrélation entre amertume et toxicité doit être bonne.  

d. DETOXIFICATION 

i. Les xénobiotiques 

 Tout composé naturel ou de synthèse auquel un être vivant est confronté peut se 

révéler toxique pour son organisme. Dans la littérature sur la détoxification, il est donné le 

nom de xénobiotique à toute molécule étrangère à un organisme et qui n’a pas de fonction 
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physiologique vitale. Leur nature est variée, elle peut aller des polluants environnementaux, 

aux médicaments et aux composés secondaires des plantes. 

Ces xénobiotiques peuvent entrer dans les organismes par différentes voies : orale, cutanée 

ou respiratoire. Leur dégradation entraine une accumulation de déchets xénobiotiques qui 

peut être eux-mêmes toxiques même si le produit initial ne l’était pas. Dans notre cas, si ces 

composés ont réussi à passer la barrière orale, l’organisme dispose d’enzymes permettant de 

dégrader ou de changer les propriétés des molécules afin de faciliter leur élimination. La classe 

la plus connue est celle des cytochromes 450 (P450 ou CYP). 

ii. Le métabolisme des xénobiotiques 

 La détoxification des xénobiotiques se fait en trois phases. Deux phases où des 

enzymes entrent en jeu, et la dernière qui est une phase d’excrétion par des transporteurs 

(Figure 1) (Amezian et al. 2021). 

Les enzymes de phase I réalisent l’étape de fonctionnalisation qui consiste à greffer un 

groupement fonctionnel sur le xénobiotique, principalement catalysé par les monooxygénases 

à cytochromes P450. Le métabolite issu de la réaction présente les propriétés nucléophiles ou 

électrophiles nécessaires à l’étape suivante de conjugaison (Nebert and Dalton 2006). Les 

enzymes de phase II prennent en charge les métabolites issus de l’étape de fonctionnalisation, 

ou bien des molécules possédant déjà un groupement fonctionnel hydrophile. Généralement, 

elles catalysent la conjugaison d’un groupement polaire qui peut être selon l’enzyme et 

l’organisme un acide glucuronique (UDP-glucuronosyltransférases), le glutathion (Glutathion-

S-transférases) ou un groupe sulfate (Sulfotransférases). Lors de la phase III, les métabolites 

conjugués hydrophiles sont excrétés hors de la cellule, ce qui nécessite l’intervention des 

protéines membranaires appartenant à la famille des transporteurs ATP-dépendant de type 

ABC (Xu et al. 2005; Nakata et al. 2006). 
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Figure 1 : Schéma des différentes voies du métabolisme des xénobiotiques 

Les enzymes de Phase I et de Phase II qui prennent en charge la détoxification sont incarnées par les 

réactions catalysées respectivement par les monooxygénases à cytochrome P450 (P450) et l’UDP-

glucuronosyltransférases (UGTs). Les voies d’élimination montrées peuvent fonctionner simultanément, mais 

en fonction du xénobiotique, des voies individuelles peuvent dominer. UGT : UDP-glucuronosyltransférase, 

GST : Glutathion-S-transférase, ABC : ATP-binding Cassette. Traduit de Amezian et al., 2021. 

 

iii. Cytochromes P450 et la résistance conférée aux insectes par les systèmes 

de détoxification 

 Les insectes ravageurs/nuisibles sont connus pour s’adapter à des composés de 

synthèse ou naturels utilisés pour lutter contre eux et ainsi développer des résistances 

(Alyokhin and Chen 2017). Des changements à plusieurs points clés du métabolisme peuvent 

permettre aux insectes de passer outre les insecticides ou les composés secondaires des 

plantes. La superfamille des cytochromes P450 (CYP) a très souvent un rôle majeur dans cette 

résistance (Zhu et al. 2016). 

Drosophila melanogaster possède 85 gènes codant pour une CYP et 5 pseudogènes dont 

l’expression est majoritaire dans les corps gras et les tubules de Malpighi, qui équivalent aux 

reins chez les mammifères (Tijet et al. 2001; Yang et al. 2007). Plusieurs études ont démontré 

l’importance de Cyp6g1 dans la résistance à différentes molécules, principalement le 
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dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et le néonicotinoïde imidaclopride (Daborn et al. 2001; 

Daborn et al. 2002). Les CYP sont activées suite à l’ingestion de composés toxiques pour aider 

à leur élimination. Si une mutation favorable est présente dans un gène de CYP ou un de ses 

promoteurs et mène à une surexpression des systèmes de détoxification, alors les insectes 

portant la mutation seront avantagés en présence de ce composé toxique (Brun et al. 1996; 

Bogwitz et al. 2005; Schuler and Berenbaum 2013). Toutefois, la majorité des mutations est 

défavorable à la survie d’une espèce et n’est pas sélectionnée. 

Toutefois, les CYP ne sont pas les seuls gènes sur la voie de détoxification, qui lorsqu’ils ont 

une expression modifiée, confèrent une résistance à des insecticides. Les transporteurs ABC 

ainsi que les GST peuvent aussi participer à la résistance à des substances nocives (Tu and 

Akgül 2005; Merzendorfer 2014). 

Pour conclure, il y existe deux grandes voies de résistance aux xénobiotiques, une 

augmentation de l’expression des systèmes de détoxification et une mutation de la cible de la 

toxine, ce qui est beaucoup plus rare. Bien que ces changements soient bénéfiques pour les 

organismes, ils ont souvent un coût énergétique qui, au final, peut avoir un impact sur la 

fitness.  

iv. Toxicité et systèmes sensoriels ?  

Peu de données existent sur l’impact des substances toxiques sur les systèmes sensoriels. On 

sait cependant que les tissus olfactifs et gustatifs sont bien protégés des substances 

xénobiotiques par des enzymes de détoxification produites par les cellules accessoires de 

l’épithélium olfactif, peut-être par des composés présents dans la salive et aussi par la 

production d’un mucus riche en odorant-binding proteins (OBP). Chez les insectes, de 

nombreux travaux, par exemple de Martine Maïbèche, Thomas Chertemps et David Siaussat 

et leurs collaborateurs (Bozzolan et al. 2014; Younus et al. 2017; Durand et al. 2018), montrent 

que les sensilles olfactives expriment des enzymes de détoxification et des OBP (Steiner et al. 

2017), et que le niveau d’expression de ces enzymes augmente après une exposition par 

exemple à un insecticide, induisant parfois des effets positifs de type hormétique (Malbert-

Colas et al. 2020). 
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Ces fonctions de protection n’ont par contre pas un rôle prédictif et permettent seulement aux 

systèmes sensoriels de demeurer actifs y compris après avoir été exposés à des composés 

toxiques. Détecter la toxicité d’une molécule est une tâche extrêmement difficile à moins de 

trouver un moyen « d’exposer les sites sensibles » comme le postulaient Mullin et al. (1994). 

En fait, les systèmes sensoriels ont accès à des paramètres chimiques qui ne sont pas 

directement liés à la toxicité. 

Comment peut-on alors considérer que les substances toxiques sont amères ? Examinons 

donc à présent comment fonctionne le système gustatif pour mieux comprendre comment les 

substances sapides et toxiques peuvent être détectées. 

 LE SYSTEME GUSTATIF 

Les interactions entre les êtres vivants et leur milieu sont principalement basées sur les 

informations que ces êtres vivants reçoivent du monde extérieur. Ces informations sont 

détectées par les systèmes sensoriels (le goût, l’odorat, l’ouïe, le toucher et la vue) qui sont 

adaptés pour percevoir les indices de l’environnement qui sont nécessaires pour optimiser la 

fitness de chaque espèce (Niven and Laughlin 2008). Contrairement aux autres systèmes 

sensoriels comme l’olfaction, la vision ou l’audition qui « surveillent » des stimuli provenant de 

sources distantes (ou proches), le système gustatif est concerné par des stimuli qui sont 

détectés au contact du corps, tout particulièrement au niveau de la sphère orale.  

a. ORGANISATION GENERALE DU SYSTEME GUSTATIFS CHEZ LES INSECTES 

 La gustation est une chimioréception de contact qui permet de définir une localisation 

spatiale de molécules entrées en contact avec une partie spécifique du corps de l’animal. 

Pendant longtemps, l’hypothèse de travail dominante était que les insectes répondent aux 

mêmes modalités gustatives que les humains, le sucré, l’amer, l’acide, le salé et l’umami. Mais, 

contrairement aux vertébrés, les insectes sont capables de détecter également le « goût » de 

composés lipophiles qui peuvent se trouver à la surface de certaines plantes ou sur la cuticule 

d’autres insectes grâce à leurs organes gustatifs. Ces molécules peuvent être impliquées dans 

la communication phéromonale et jouent un rôle très important chez les insectes sociaux. 

Actuellement, beaucoup de travaux étudient principalement la distinction faite par le système 
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gustatif des insectes entre composés appétants (par exemple les sucres) et antiappétants 

(amers). 

b. SYSTEME GUSTATIF CHEZ DROSOPHILA MELANOGASTER 

i. Architecture du système gustatif 

 Chez les insectes, les organes gustatifs ne se trouvent pas seulement sur le proboscis 

(qui est l’équivalent de la langue) ou les palpes maxillaires et mandibulaires, mais aussi sur les 

parties qui peuvent être en contact avec le substrat. Cela peut comprendre chez certains 

insectes, les pattes, les antennes, le bord antérieur des ailes et l’appareil ovipositeur (Liman et 

al. 2014) (Figure 2). Contrairement à d’autres insectes, la drosophile n’a pas d’organes 

gustatifs sur les antennes qui sont quasi exclusivement dévolues à l’olfaction.  

Les organes gustatifs des premiers tarses permettent à la drosophile de percevoir des 

composés en absence d’eau ou les phéromones cuticulaires de partenaires potentiels. De plus, 

des sensilles de l’ovipositeur jouent un rôle dans la détermination d’un site de ponte adapté. 

La spécialisation et le dimorphisme sexuel dans la densité des sensilles gustatives donnent des 

indices sur leur rôle potentiel (Chapman 1982). 

Par la suite, nous nous focaliserons sur les sensilles gustatives et les récepteurs gustatifs 

seulement du proboscis. 

ii. Les sensilles gustatives 

A la différence des vertébrés qui ont un unique organe gustatif, les insectes possèdent une 

multitude d’unités chimiosensorielles individuelles qui se nomment sensilles gustatives et qui 

ont généralement la forme de soies (Marion-Poll 2020a) (Figure 3). Un pore est présent à 

l’extrémité externe de la sensille, ce qui permet aux molécules d’atteindre les cellules 

sensorielles. Chaque structure sensillaire est composée de 4 neurones gustatifs (GRN) et 1 

mécanorécepteur, dont les axones se projettent dans le ganglion nerveux (Amrein and Thorne 

2005). 
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Figure 2 : Organisation du système gustatif chez Drosophila melanogaster 

(A) – Les points verts correspondent à la localisation des organes gustatifs externes de la drosophile : le proboscis, 

les tarses des pattes, la bordure des ailes et l’ovipositeur (pour les femelles). (B) – Le proboscis, composé de deux 

labelles recouverts de sensilles gustatives. Adapté de Liman et al., 2014. 

 

Figure 3 : Schéma d'une sensille gustative  

Adapté de Marion-Poll 2020 
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Chaque labelle du proboscis comporte 31 sensilles au total classées dans 3 catégories 

différentes en fonction de leur taille, leur morphologie et de la localisation. Les sensilles de 

type L (pour longue) sont au nombre de 9 et possèdent 4 GRN et 1 mécanorécepteur, tout 

comme les sensilles de type S (pour short = courte), au nombre de 10. Enfin, les sensilles de 

type I (pour intermédiaire), au nombre de 12, possèdent seulement 2 GRN et 1 

mécanorécepteur (Hiroi et al. 2004; Montell 2009; Weiss et al. 2011)  (Figure 4). 

 

Figure 4 : Distribution des sensilles gustatives sur le proboscis de Drosophila melanogaster 

L’extrémité du proboscis de la drosophile adulte est constitué de 2 palpes ou labelles, avec chacun 31 

sensilles. Les sensilles sont représentées ici en fonction de leur longueur (blanc = sensille courte (S), gris= 

longue (L), noir = longueur intermédiaire (I)). Sur ce schéma extrait de Weiss et al., 2011, la numérotation 

diffère un peu de celle de Hiroi et al., 2004. 

iii. Les neurones gustatifs 

Les 4 types de neurones gustatifs (GRN) présents dans les sensilles présentent une spécificité 

de réponse électrophysiologique par rapport à l’eau (W), au sel à basse (L1) ou à haute (L2) 

concentration, au sucre (S) (Figure 5). Comme les sensilles de types L et S possèdent les 4 

sortes de GRN, elles répondent au sucre, à l’eau, et à différentes concentrations de sel. La 

différence est que les sensilles L ne répondent pas à l’amer alors que le S le font. A l’inverse, 

les sensilles de type I, comme elles ne possèdent que 2 GRN, les S et L2, ne répondent qu’à 

des stimulus attractifs ou aversifs (Hiroi et al. 2004; Ebbs and Amrein 2007). 
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Dans le labelle, les composés amers sont principalement détectés dans les sensilles de type S 

et I grâce aux cellules L2 (Meunier et al. 2003).  

 

Figure 5 : Schéma des différents types de GRN dans les sensilles L, S et I 

Les sensilles de types L et S comportent 4 GRN distincts, qui répondent au sucre (S), à l’eau (W), et aux 

concentrations faibles (L1) et élevées (L2) de sels. Au contraire, les sensilles de type I n’ont que 2 GRN. 

 

iv. Les récepteurs gustatifs 

 Chez la drosophile, les premiers récepteurs gustatifs de drosophiles ont été découverts 

par une approche in silico (Clyne et al. 2000). Depuis, on a identifié 62 gènes codant pour 68 

récepteurs gustatifs à 7 domaines transmembranaires chez la drosophile (Clyne et al. 2000; 

Dunipace et al. 2001; Scott et al. 2001; Thorne et al. 2004).  

Il existe trois grandes catégories de récepteurs présents dans les neurones gustatifs, les 

récepteurs gustatifs (GRs), les récepteurs ionotropiques (IRs) (Benton et al. 2009) mais aussi 

d’autres canaux comme les TRP (Transient Response Potential) ou PPK (pickpocket). Toutefois, 

nous nous intéresserons ici, seulement aux GRs. 
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c. MODALITES GUSTATIVES DETECTEES PAR LES RECEPTEURS GUSTATIFS (GRS) DU 

PROBOSCIS 

i. Les récepteurs au sucre 

Les insectes sont attirés par le goût sucré qui leur signale la présence de nutriments 

essentiels pour leur survie. Drosophila melanogaster ne faisant pas exception à cela, et avec 

une connaissance approfondie de sa génétique, il a été possible d’identifier plusieurs 

récepteurs permettant la perception de sucre. Gr5a fut le premier récepteur pour lequel une 

réponse au tréhalose a été montrée (Dahanukar et al. 2001; Ueno et al. 2001).  

Dans les années suivantes, il a été démontré que d’autres récepteurs gustatifs répondaient 

exclusivement aux sucres. Gr64a-f, Gr61a et Gr43a font ainsi partie, avec Gr5a, de la super 

famille des récepteurs gustatifs aux sucres (Dahanukar et al. 2007; Jiao et al. 2007; Slone et al. 

2007). 

ii. Les récepteurs à l’amer 

 Tout comme pour les récepteurs aux sucres, de nombreux récepteurs répondant à 

l’amer ont été identifiés et peuvent être coexprimés avec des gènes tels que Gr33a, Gr66a et 

Gr93a (Thorne et al. 2004; Moon et al. 2006; Weiss et al. 2011).  

Une classification précise de la localisation des GR répondant à différentes molécules aversives 

a été établie par Weiss Weiss et al. (2011). De ce travail découle l’observation de plusieurs 

sous-groupes de sensilles qui se comportent plus ou moins spécifiquement en fonction du 

stimulus amer qui leur a été présenté en électrophysiologie (Figure 6). Cinq Gr ubiquitaires 

dans les sensilles activées par l’amer forment les unités de base de la perception de ce goût, 

ce sont : Gr32a, Gr33a, Gr39a. a, Gr66a et Gr93a. 
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Figure 6 : Liste des gènes de GR exprimés dans les sensilles gustatives du proboscis 

(A) – Localisation des différents types de sensilles gustatives répondant à l’amer et/ou au sucre. (B) – Liste 

des gènes de récepteurs gustatifs exprimés dans les différentes sensilles. Adapté de Weiss et al., 2011 et 

French et al., 2015. 

 

Comme pour les sucres, quelques GR ont été reliés directement à une molécule les activant 

spécifiquement par des expérimentations comportementales et électrophysiologiques chez 

Drosophila melanogaster. Cette identification est le résultat d’excision d’un gène d’intérêt ce 

qui entraîne une insensibilité de la lignée mutante au composé proposé (Moon et al. 2006). La 

caféine active Gr33a, Gr66a et Gr93a et il a été montré grâce à une combinaison d’approches 

génétiques, que ces trois récepteurs sont nécessaires à la détection pour cette molécule et 

sont donc probablement des co-récepteurs (Moon et al. 2006; Lee et al. 2009; Moon et al. 

2009). 

iii. Suppression de la modalité sucrée par les molécules aversives 

  Les composés aversifs comme la caféine ou encore la strychnine sont bien détectés 

par les drosophiles et induisent un comportement de répulsion que l’on observe grâce à l’arrêt 
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de la prise alimentaire (en comportement) ainsi qu’une activation des neurones sensibles à 

l’amer. Toutefois, il a été démontré que les molécules aversives ne faisaient pas qu’activer les 

récepteurs à l’amer, mais elles inhibent aussi les récepteurs aux sucres (Meunier et al. 2003; 

French et al. 2015). 

En effet, il est nécessaire qu’un animal puisse analyser la complexité de la source de nourriture 

sur laquelle il est en train de consommer pour ne pas s’intoxiquer. Bien que la drosophile soit 

équipée de récepteurs gustatifs répondant à divers composés ayant des sensations gustatives 

diamétralement opposées, lorsqu’elle est en présence d’un mélange, la détection peut être 

compliquée. 

d. PLASTICITE DU SYSTEME GUSTATIF AVERSIF 

Comme pour la plupart des systèmes sensoriels, les informations délivrées par le système 

gustatif n’impliquent pas une réponse stéréotypée de l’animal mais ces réponses varient en 

fonction de son état physiologique ou de son histoire (mémoire). Ainsi, l’état de satiété module 

très largement la réponse aux substances appétitives et aux substances amères. Chez les 

insectes phytophages, il semble que les récepteurs eux-mêmes puissent changer de sensibilité 

en fonction de l’expérience.  

Plusieurs études ont permis de montrer un comportement d’évitement lors de la présence 

d’une molécule amères sur le substrat nutritif (Glendinning et al. 2001a; Meunier et al. 2003). 

Chez le sphinx du tabac, les sensilles gustatives des larves répondent à différentes catégories 

chimiques correspondant à des substances amères comme les alcaloïdes (quinine, caféine, 

nicotine, etc…), les pyridines (paraquat) ou encore les saponines (escine) qui mettent à 

l’épreuve la polyvalence et la plasticité du système gustatif.  

Toutefois, Glendinning a montré que le sphinx du tabac peut s’adapter suite à une exposition 

à la caféine (Glendinning et al. 1999). Suite à une exposition de 48h à une forte concentration 

de caféine, les cellules qui y étaient sensibles sont désensibilisées. De plus, après le traitement, 

lorsqu’ils sont stimulés avec de la salicine, les insectes ne semblent pas non plus réagir à la 

présence de salicine, mais l’acide aristolochique est quant à lui détecté. Glendinning déduit de 

ces observations que la caféine et la salicine partagent la même voie de transduction qui est 

désensibilisée, mais que l’acide aristolochique active une autre voie de transduction. Ces 
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résultats suggèrent que l’adaptation d’un insecte phytophage à une plante produisant des 

composés amers impliquerait une modulation de la sensibilité périphérique (indépendante de 

la détoxification) et que cette perte de sensibilité ne concernerait pas toutes les substances 

amères. 

 APPROCHES EXPERIMENTALES ET QUESTIONS 

a. MESURE DE LA CONSOMMATION 

i. Comment les insectes réagissent-ils à la détection de composés amers ? 

Contrairement aux vertébrés, les insectes ne peuvent pas exprimer par des mouvements 

faciaux la perception d’une substance désagréable pour eux. La seule façon que les 

scientifiques ont trouvé pour évaluer l’amertume chez les insectes est par la consommation. 

En effet, nous savons déjà que chez les Hommes, un goût amer peut entraîner une diminution 

de la prise de la nourriture en question. 

Bien que plusieurs tests permettant d’observer la consommation des insectes existent, le 

principe reste le même à chaque fois. On donne à des individus le choix entre une solution 

appétante, comme du saccharose ou du fructose, et une autre solution amère mélangée au 

même sucre que le contrôle et on regarde laquelle ils préfèrent (tests de choix). Ou alors, un 

groupe d’individu consommera la solution appétante et un autre groupe consommera la 

solution amère et on mesurera s’il y a une baisse de la consommation pour la solution qui est 

censée être amère (tests en situation de non-choix). Plusieurs systèmes existent pour les 

insectes et certains ont déjà été testés sur Drosophila melanogaster. 

ii. Est-ce que la réduction de l’alimentation est toujours égale à amertume ? 

Toutefois, même si la plupart du temps l’amertume est équivalente à une baisse de la 

consommation, il peut y avoir des paramètres qui faussent l’interprétation. En effet, des effets 

post-ingestifs qui induisent un malaise peuvent limiter la consommation très rapidement après 

l’ingestion mais ça ne signifie pas pour autant que la solution est amère (Wrubel and Bernays 

1990a; Ayestaran et al. 2010). 
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De plus, lorsque nous prenons simplement la consommation moyenne d’un groupe 

d’individus ayant été soumis au même test, un effet collectif peut masquer des différences 

inter-individuelles qui sont présentes. Comme chez les vertébrés, tous les individus n’ont pas 

le même seuil de tolérance à l’amertume (Whitney et al. 1990). 

iii. Systèmes d’évaluation de la consommation chez les insectes 

Les systèmes les plus répandus chez Drosophila melanogaster sont, le marquage de 

l’abdomen par coloration (Tanimura et al. 1982) ou par des isotopes radioactifs (Geer et al. 

1970),  les tests d’extension du proboscis (PER) et les tests de consommation par capillaires 

(CAFE) (Ja et al. 2007). Le marquage radioactif et le CAFE sont des tests quantitatifs, à l’inverse 

de la coloration et du PER. Toutefois, le marquage radioactif nécessite de sacrifier les 

drosophiles pour pouvoir déterminer la consommation réelle, ce qui n’est pas le cas des trois 

autres méthodes. Enfin, les techniques de marquages sont réalisées sur un temps court, car 

après 30 minutes, la nourriture est excrétée (Deshpande et al. 2014). 

Le test par marquage bleu/rouge est le test de consommation le plus utilisé. Le principe 

en est simple : un groupe de drosophiles a accès à une plaque avec des puits remplis d’agar 

mélangé soit à 1 mM de sucre (additionné à un colorant alimentaire rouge) soit à 5 mM de 

sucre + le composé amer que l’on souhaite tester (mélangé à un colorant alimentaire bleu) 

(Tanimura et al. 1982). Les drosophiles sont placées à l’obscurité et libres de se nourrir pendant 

un temps donné (environ 2 h) et à la fin de ce temps, on regarde la couleur de leur abdomen 

pour déterminer qualitativement ce qu’elles ont consommé. Comme ce qui est mesuré 

généralement est la proportion de mouches avec un abdomen coloré, la précision du test est 

dépendante de l’observateur et surtout, la mesure obtenue n’est pas quantitative. 

Quand je suis arrivée au laboratoire, une version modifiée du test CAFE était déjà utilisée mais 

quelques inconvénients étaient présents, il n’était pas automatisé et l’évaporation était très 

importante. Nous avons amélioré le système afin d’en concevoir un appelé le multiCAFE car 

plusieurs drosophiles sont testées individuellement et de façon précise. Notre système est 

maintenant automatisé pour la prise de photos à intervalles réguliers, ainsi que pour l’analyse 

des données. Pour chaque expérience nous obtenons la consommation réelle (sans 
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évaporation) de chaque drosophile pour les deux capillaires auxquels chacune a accès, que ce 

soit pour un temps court, de quelques heures, ou long, sur plusieurs jours (Figure 8). 

Ce système est une grande amélioration sur les précédents car il nous permet d’observer 

plusieurs modalités, la consommation réelle et la survie, sur des individus uniques et sur des 

temps variables. Avec les tests classiques bleu/rouge, les résultats peuvent être biaisés à cause 

de l’excrétion et donc de la perte de couleur de l’abdomen. De plus, un abdomen rouge ou 

bleu ne nous dit pas précisément en quelles quantités les solutions ont été ingérées. 

 

Figure 7 : MultiCAFE développé au laboratoire 

(A) – Photo d’un portoir vierge. (B) – Photo de la mise en place standard d’un portoir avec des drosophiles 

de 3j au début d’une expérience 

 

En utilisant le multiCAFE, j’espère obtenir un moyen de distinguer les effets de l’amertume et 

de la toxicité en suivant la consommation et la survie des drosophiles. Bernays a déjà testé 

quelques méthodes chez Schistocerca gregaria pour séparer les effets chimiosensoriels des 

effets physiologiques (Szentesi and Bernays 1984; Usher et al. 1989). Ces approches sont 

difficiles à appliquer à la drosophile : leur petite taille ne permet pas d’envisager pour l’instant 

de mettre en place une canule et la taille des particules utilisées par Usher et al. (1989) est trop 

grosse pour nos insectes. 
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b. STRATEGIES DE MASQUAGE DU GOUT AMER DANS LES DOMAINES ALIMENTAIRE ET 

PHARMACEUTIQUE 

Dans la littérature, deux types de masquages de l’amertume de certaines molécules sont 

décrits. Le goût amer peut être masqué par l’ajout d’une ou plusieurs autres molécules de 

goûts différents pour former une solution où il y aura des interactions entre ces goûts. C’est 

un masquage organoleptique. L’autre méthode est un masquage physique par effet 

d’encapsulation/complexation de la molécule amère avec des composés naturels ou de 

synthèse. 

i. Masquage par ajout d’autres molécules gustatives 

Chez l’homme, quatre goûts primaires sont généralement caractérisés comme pouvant avoir 

des interactions entre eux, le sucré, l’acide, le salé et l’amer. Nous allons nous focaliser sur les 

interactions entre le goût amer et les trois autres goûts de base.  

Les composés sucrés sont définis comme ayant le plus haut potentiel de masquage du goût 

amer et c’est pourquoi se sont les molécules préférentiellement utilisées lors des études. En 

effet, en plus de la réduction du goût amer, ce sont des composés qui sont généralement 

attractifs pour les êtres vivants ce qui permet de stimuler la consommation des solutions 

d’intérêt. Le saccharose est un sucre très utilisé avec des composés amers.  C’est un bon 

inhibiteur d’amertume (Beck et al. 2014; Mennella et al. 2015) tout comme le sorbitol ou le 

mannitol qui ont un effet inhibiteur sur des molécules telles que la caféine, la quinine ou le 

benzoate de dénatonium (Kamen et al. 1961; Calvino et al. 1990; Schiffman et al. 1994). 

Toutefois, cette diminution de l’amertume est corrélée avec l’intensité des solutions utilisées. 

En effet, à des intensités faibles, le sucre est très efficace, par contre lorsque les deux goûts 

sont à des intensités fortes, il y a une inhibition mutuelle des goûts (Keast and Breslin 2002).  

De la même manière, les sels, comme le chlorure de sodium (NaCl), ont un fort pouvoir 

d’inhibition du goût amer (Frijters and Schifferstein 1994; Breslin and Beauchamp 1995; 1997). 

Dans son étude, Kroeze a montré que la suppression du goût amer par NaCl dépend de la 

région de la langue où la solution est placée, ce qui reflète des voies neuronales différentes 

(Kroeze and Bartoshuk 1985). Toutefois, l’inhibition de l’amer par des composés au goût salé 
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dépend du sel utilisé mais aussi du composé amer. En effet, l’amertume du trétralone n’est 

jamais diminuée quelle que soit la combinaison en solution avec différents sels (Keast et al. 

2004). 

Enfin, la relation entre les composés amers et les composés acides n’est pas consensuelle dans 

la littérature. En effet, leur relation est complexe car les acides peuvent augmenter mais aussi 

diminuer l’amertume. Mais l’inverse peut aussi survenir avec des molécules amères qui 

affectent le goût acide (Kamen et al. 1961; Breslin 1996; Keast and Breslin 2002). Wilkie suggère 

dans sa revue (Wilkie and Phillips 2014) que cette dualité est surement due à un problème 

d’identification du goût et non de sa perception car dans une autre étude, dans un tiers des 

cas, les personnes ont qualifié l’acide citrique d’amer, alors qu’ils sont capables de sentir la 

différence entre l’acide citrique et la quinine (Cruickshanks et al. 2009). Wilkie propose aussi 

plusieurs moyens pour essayer de pallier ce problème mais la probabilité que cela fonctionne 

ne parait pas bonne car les interactions sont trop instables entre l’acidité et l’amertume. 

Chez les insectes, des interactions similaires peuvent exister mais ont été moins étudiées. 

Hormis les études de Bernays déjà citées, à notre connaissance un seul autre article approche 

le masquage de l’amertume par les sucres chez Manduca sexta (Cocco and Glendinning 2012), 

phénomène qui a également été abordé au cours de sa thèse par (Ali Agha 2016). Bien que 

les sucres soient généralement considérés comme ayant la même activité chez l’homme et 

chez la drosophile (Gordesky-Gold et al. 2008), ce n’est pas le cas pour toutes les molécules 

comme le sorbitol, par exemple, qui est nutritif mais non détecté par le système gustatif des 

drosophiles (Rohwedder et al. 2012).  

ii. Masquage par méthodes physiques 

Quatre grandes techniques de masquage physique de l’amertume apparaissent dans la 

littérature : 

• La complexation avec des cyclodextrines  

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides hydrosolubles cycliques dérivés de l’amidon. Il 

existe 3 types de cyclodextrines, α, β et γ, qui sont distinctes par le nombres de structures en 

formes d’anneaux qu’elles forment (respectivement 6 à 8) (Martin Del Valle 2004). Les 
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cyclodextrines possèdent une structure conique effilée avec une face interne hydrophobe et 

une face externe hydrophile, ce qui permet, en une solution, à des petites molécules 

hydrophobes d’interagir avec les cyclodextrines et de former un complexe 

thermodynamiquement stable (Brewster and Loftsson 2007). Ainsi, le masquage de 

l’amertume interviendrait lorsque la partie de la molécule amère est incluse dans la structure 

conique des cyclodexrines. La β-cyclodextrine est la plus utilisée des trois et il a été remarqué 

qu’elle pouvait réduire de moitié le goût amer de la naringine et du limonène à une 

concentration seulement 0,5% (Konno et al. 1982). Par contre, le masquage n’est pas toujours 

efficace car la caféine n’a pas l’air d’avoir son amertume influencée par interaction avec la β-

cyclodextrine (Gaudette and Pickering 2012). 

• Les interactions avec des polymères naturels ou de synthèse 

Les polymères peuvent être d’origines naturelle (végétale, animale ou microbienne), comme 

les protéines ou les polysaccharides, ou de synthèse. Ils ont la capacité de lier de petites 

molécules. Les protéines possèdent dans leur structure primaire des domaines hydrophobes 

pouvant lier des molécules hydrophobes. Elles possèdent également des domaines 

hydrophiles, les rendant ainsi amphiphiles et leur octroyant des propriétés interfaciales 

intéressantes. Les conformations tertiaires et quaternaires des protéines dépendent des 

facteurs physico-chimiques et physiques environnementaux (Coupland and Hayes 2014). Les 

polysaccharides quant à eux ont une structure primaire hétérogène et leur conformation varie 

entre une structure hélicoïdale et une structure spirale désordonnée. Ils sont généralement 

utilisés dans des solutions aqueuses pour les rendre plus visqueuses ou pour former des gels. 

Les polymères peuvent se lier à de petites molécules via des interactions non covalentes. Des 

molécules hydrophobes peuvent ainsi se lier aux domaines hydrophobes des protéines ou 

d’un copolymère synthétique ou des hélices de polysaccharides (tels que l’amylose). Les 

molécules polaires peuvent quant à elles interagir avec les domaines hydrophiles des 

polymères par liaisons hydrogène ou par des interactions électrostatiques (Coupland and 

Hayes 2014). Toutefois, leur efficacité sur des composés amers peut être minime (Pripp et al. 

2004) ou assez efficace (Molina Ortiz et al. 2009; Hoang Thi et al. 2012).  
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• Les microémulsions et les tensioactifs 

Les tensioactifs sont des petites molécules possédant à la fois une tête hydrophile et une 

chaîne hydrocarbonée hydrophobe, toutes deux de compositions et longueurs variables selon 

le type de tensioactif. De par leur caractère amphiphile, ils ont ainsi la capacité de se mettre 

aux interfaces lipophiles et/ou hydrophiles. Ils sont utilisés pour stabiliser des dispersions, 

comme agents de mouillage ou pour solubiliser des molécules lipophiles. Les lipoprotéines, 

complexes protéines et lipides (tels que les phospholipides), ont des propriétés, sont utilisées 

pour leur propriété tensioactive très intéressante. Elles supprimeraient plus ou moins 

efficacement l’amertume d’un large éventail de stimuli, à priori en se liant directement aux 

membranes cellulaires gustatives (Katsuragi, Yasumasu et al. 1996), particulièrement l’acide 

phosphatidique abaisserait l’amertume de la quinine, de la berbérine ou de la brucine et dans 

une moindre mesure la thiamine et la strychnine (Katsuragi et al. 1996; Katsuragi et al. 1997).  

Les tensioactifs ont la capacité de s’autoassembler au-dessus de la concentration micellaire 

critique (CMC) pour former des microémulsions. Ces structures auto-assemblées peuvent 

également s’associer à différentes molécules.  

• Les émulsions et les lipides 

Un grand nombre de molécules amères sont hydrophobes. Ainsi, si elles sont très faiblement 

solubles dans l’eau, leur amertume serait moins perçue. La partition d’une molécule entre une 

phase lipidique et une phase aqueuse est donc un facteur important dans la perception du 

goût amer. La suppression de l'amertume par la solubilisation des molécules amères dans une 

phase lipidique n'est pas universelle et dépend des propriétés de la molécule considérée. Par 

exemple, la matière grasse contenue dans le lait a eu un effet significatif pour supprimer 

l'amertume et l’astringence de l’extrait phénolique de A. satureioides (Ares et al. 2009). 

Cependant, le seuil du goût amer de la caféine était augmenté en présence de 1% d’acide 

linoléique (Mattes 2007) ou lorsque le café était solubilisé dans le lait entier versus le lait 

écrémé (Keast 2008). La caféine étant une molécule hydrophile, l’augmentation de son 

amertume dans le lait pourrait être due aux fortes interactions entre la caféine et les protéines 

du lait, ce qui pourrait atténuer tout effet de la phase lipidique. 
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c. OBJECTIFS ET DEMARCHE 

 Les objectifs de ma thèse étaient de mettre en évidence l’existence d’un lien entre la 

toxicité et l’amertume de certaines molécules chez Drosophila melanogaster. Pour ce faire, 

nous avons choisi un panel de 7 molécules connues pour être amères chez l’homme et chez 

certains insectes. Ce sont des molécules naturelles ou de synthèse qui appartiennent à 

plusieurs familles chimiques. La caféine, la nicotine, la quinine et la berbérine sont des 

alcaloïdes, l’escine est une saponine, le paraquat est une pyridine et le benzoate de 

dénatonium est un sel benzoïque (Figure 8). Grâce à ce panel, nous couvrons donc un 

ensemble de structures chimiques variées. 

Pour évaluer l’aversion et la toxicité, nous avons mesuré la consommation individuelle de 

drosophiles. En effet, dans la littérature, la toxicité est généralement évaluée par ingestion en 

ajoutant le composé d’intérêt au milieu nutritif. Mais grâce à notre nouveau dispositif 

automatisé de multiCAFE, nous allons pouvoir être plus précis. 

Le Chapitre 1 de ma thèse décrit tout d’abord notre dispositif de test de 

consommation qui a été adapté de modèles précédents, l’équipe de Ja en étant à l’origine (Ja 

et al. 2007). Les plugins développés au laboratoire pour une automatisation de l’analyse sont 

aussi décrits. Dans ce chapitre, je m’intéresse à des tests de courte durée, en évaluant la 

préférence de consommations de 7 substances (citées précédemment) chez Drosophila 

melanogaster. Je démontre dans ce chapitre que la consommation des drosophiles se partage 

en 2 profils synonymes de 2 méthodes de détection. 

Le test de consommation que nous avons mis en place est beaucoup plus précis que les 

expériences de choix classiques où la préférence est observée par coloration de l’abdomen. En 

effet, lorsque les drosophiles consomment peu, l’approche par colorimétrie peut donner lieu 

à une mauvaise interprétation. Notre approche est aussi très intéressante car c’est la première 

fois que l’on peut observer la modulation précise et individuelle de la consommation des 

insectes. 

Nous avons aussi observé lorsque nous avons testé un mutant gustatif pour la détection de la 

caféine (Gr66a), que les mouches perdaient effectivement la capacité de détecter la caféine, 

mais pas chez des mouches contrôle (portant la mutation white). 
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Figure 8 : Structures chimiques des 

molécules testées 

 



38 

 

Dans le Chapitre 2, nous testons ces 7 substances de plusieurs façons pour voir s’il y a 

un lien entre leur amertume et leur toxicité. S’il existe un lien direct entre l’amertume et la 

toxicité, une molécule amère doit être toxique, et plus la molécule est toxique plus elle doit 

être perçue comme amère. Ce chapitre sera présenté également sous forme d’article en vue 

d’une publication. 

Le premier test est un test de toxicité par ingestion dans un milieu solide, une approche 

traditionnelle. Puis, un deuxième test de toxicité par injection dans l’abdomen, ce qui permet 

de dissocier amertume et toxicité par rapport au test précédent. Enfin, nous utilisons une 

nouvelle fois le multiCAFE mais cette fois ci pour des expériences longues, entre 8 et 14 jours 

pour relier la consommation réelle à la toxicité. Cette mesure sur le long terme est une grande 

nouveauté car on peut voir l’adaptation des drosophiles vis-à-vis de la source de nourriture. 

Nous avons observé que la concentration létale 50 (CL50), c’est-à-dire la concentration 

nécessaire pour que 50 % des drosophiles meurent au bout de 3 jours, est différente en 

fonction des trois expériences réalisées. Nous nous basons sur ce paramètre pour évaluer de 

la même façon la toxicité des molécules lors des différentes expériences. De plus, nous avons 

observé que les drosophiles consommaient de la même manière quelle que soit la 

concentration d’amer, sauf à la plus haute concentration. Elles ne semblent pas moduler leur 

ingestion de quantité de molécules toxiques, mais plutôt de viser une quantité cible de sucre. 

Enfin, une molécule peut être très toxique par injection mais pas nécessairement lors du 

multiCAFE, c’est le cas du paraquat. Certaines de nos molécules valident les critères de 

l’hypothèse de départ, comme la berbérine, la quinine ou la caféine, mais ce n’est pas le cas 

pour toutes. Ces résultats ne sont pas concluants pour prouver l’existence d’un lien direct entre 

toxicité et amertume. Cependant, il est encore difficile de dissocier correctement la toxicité de 

l’amertume lors de test de consommation. 

Dans le Chapitre 3, je me suis intéressée aux étapes préalables de formulation dans le but de 

masquer une molécule amère et son goût répulsif. Pour ces tests, nous avons choisi 

l’oleuropéine qui est un des composés amers majoritaires de l’huile d’olive. Je vais tout d’abord 

tester son potentiel amer avec le multiCAFE, puis dans un second temps, je vais étudier le 

potentiel d’une protéine globulaire laitière, la -lactoglobuline, à masquer le goût amer de 

l’oleuropéine par interaction/complexation. En effet, la -lactoglobuline a montré une affinité 
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pour une large gamme de molécules telles que les acides gras, les vitamines et les polyphénols. 

Il a été également montré que des molécules amères telles que la caféine et la quinine 

établissent des interactions avec cette protéine et que leur amertume semble avoir été plus ou 

moins atténuée. Ces résultats seront, eux aussi, présentés sous forme d’article. 
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CHAPITRE 1 : CHOIX ALIMENTAIRE A 

COURT TERME 

 

Lors de la première partie de ma thèse, je me suis concentrée sur l’étude de la perception à 

court terme de molécules connues pour être amères pour l’homme et qui sont souvent 

étudiées chez Drosophila melanogaster. 

Les systèmes gustatif et olfactif chez les insectes leur permettent de collecter et de transmettre 

les informations concernant l’environnement dans lequel ils se trouvent. La perception du goût 

amer est un signal d’alarme signalant la présence de molécules toxiques dans la source de 

nourriture ou sur le site d’oviposition. 

Afin d’aller plus loin dans l’étude de la détection de ces molécules amères par la drosophile, 

j’ai réalisé des tests de choix de consommation en mesurant la quantité réelle ingérée. Ces 

tests ont permis de montrer deux profils de consommation qui laisse penser à deux 

mécanismes distincts de perception des molécules. 

Cette étude va être soumise très prochainement à la publication et j’en serai le premier auteur. 
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Summary 

Like all other animals, Drosophila adult flies are equipped with a gustatory system 

detecting bitter molecules, which allow them to avoid ingesting potentially toxic molecules. A 

popular experimental paradigm is to give flies a choice between bitter and safe food, and to 

monitor if flies show a dose-dependent avoidance from the bitter source. But if they feed less 

from the bitter food, do they compensate by feeding more from the “safe” source? We tested 

this assumption using a panel of 7 bitter / noxious molecules. With quinine, berberine and 

denatonium, flies avoided the bitter solution and correspondingly increased their feeding from 

the other solution. With escin and nicotine however, we observed a dose-dependent reduction 

of feeding from both solutions. With caffeine and paraquat, we observed intermediary 

situations between a dose-dependent feeding compensation and a dose-dependent feeding 

reduction. This feeding reduction might be directly related to a post-ingestive detection and 

to a poor sensory discrimination at the periphery. In order to test if poor sensory discrimination 

changes the type of reaction, we used Gr66a mutant flies, which are impaired in the detection 

of caffeine. As expected, Gr66aex83 mutants reduced their overall feeding, while Canton S flies 

could clearly choose the non-treated food source at all concentrations. This result is supportive 

of a prevalent role of post-ingestive processing when sensory information is not clear. All in 

all, these observations indicate that both the ratio and the total quantity of food ingested are 

informative, as feeding choices are the combined result of pre-ingestive and post-ingestive 

evaluation by the flies. 
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 INTRODUCTION 

The behavioral responses to compounds that humans characterize as bitter consists of 

immediate aversive reactions that range from feeding cessation to aversive reflexes (e.g., 

tongue retraction, gaping, increased latency to swallow, lowered heart rate, and nausea) or 

even vomiting (Davis et al. 1986). Similar aversive reflexes can be observed in neonate 

vertebrates suggesting it constitutes an innate response trait (Ganchrow et al. 1983). Such 

aversive reactions are also documented in insects as different as cockroaches (Wada-

Katsumata et al. 2013), flies (Dethier 1976), lepidopteran adults (Minnich 1921) and larvae 

(Glendinning 1994). Hence, chemicals which induce immediate food rejection are usually called 

“bitter”.  

Rejection of food containing bitter molecules is adaptive since it contributes to prevent 

animals from ingesting potentially noxious compounds. Usually, specialist animals show a low 

behavioral and sensory threshold for bitter molecules (Bernays and Chapman 2000; Bernays et 

al. 2000). Generalists species, which are potentially exposed to diverse sources of food, as they 

have a high tolerance to bitter chemicals (Jacobs et al. 1978). It is commonly believed that food 

rejection is related to the expression of dedicated taste receptors in sensory cells, which, when 

activated, drive the rejection behavior. Interestingly, while specialist species have a high 

sensitivity to bitter chemicals, they are equipped with less gustatory receptors (Li and Zhang 

2014). This is true for carnivorous species that have lost their sugar receptors (Li et al. 2005; 

Beauchamp and Jiang 2015), and for blood feeders, like vampire bats, which have lost some 

of their bitter receptors (Zhao et al. 2010; Hong and Zhao 2014). Specialist insects like Pediculus 

humanus have only 6 taste receptors (Kirkness et al. 2010). On the contrary, herbivores and 

generalist animals show an expanded repertoire of chemoreceptors. Drosophila generalist 

species possess more chemosensory receptors than specialist species (McBride 2007; McBride 

and Arguello 2007). A large expansion of bitter receptors is found in herbivorous insects (180 

to 230)  (Xu et al. 2016; Gouin et al. 2017) and even more in an omnivorous insect like Blatella 

germanica (431 receptor genes encoding 483 proteins) (Robertson et al. 2018). 

Finding which ligands activate these receptors is still an ongoing task. For example, Gr66a was 

identified in D. melanogaster as necessary to the detection of caffeine by screening a bank of 

mutants defective in their feeding behavior (Thorne et al. 2004; Moon et al. 2006). Since 
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rescuing this gene restored the avoidance, it allowed to infer this gene is involved in the 

detection of caffeine. The current view is that GRs are actually functioning as multimeric 

receptors (Lee et al. 2009; Moon et al. 2009; Shim et al. 2015). Gr66a and a few other Grs, being 

necessary for the detection of many other bitter substances, were therefore dubbed “core 

receptors” (Moon et al. 2006; Moon et al. 2009; Weiss et al. 2011; Lee et al. 2015). However, we 

are still not completely understanding the logic of association between GRs since removing or 

adding a GR from a gustatory neuron may as well give a neuron the capability to detect a new 

molecule or to fail to detect previously detected molecules (Weiss et al. 2011; Delventhal and 

Carlson 2016; Sung et al. 2017). 

Taste receptors might not be the only way for animal to detect bitter and potentially toxic 

compounds. Sparse observations indicate that insects can learn to avoid food or an odor 

stimulus associated with a post-ingestive malaise (Lee and Bernays 1990; Behmer et al. 1999; 

Wright et al. 2010; Simoes et al. 2012; Lai et al. 2020). Post-ingestive effects might not need to 

imply specialized circuitries as they can affect the whole metabolism and general metabolic 

and respiratory parameters (Muñoz et al. 2020). Furthermore, these effects might be very quick. 

One study in particular (Glendinning 1996) indicates that Manduca sexta larvae possess 

internal sensors to nicotine inducing an aversive responses within 30 s or less, while no 

detectable sensory input was detected at the periphery.  

Is it possible to dissociate the impact of these two mechanisms on the feeding behavior of 

animals given a choice between treated and non-treated food sources? If pre-ingestive 

sensory mechanisms are prominent, we expect animals to be able to change the ratio of their 

feeding in relation with the concentration of the noxious/bitter compound. If sensory detection 

is defective or inoperant, but post-ingestive mechanisms are activated, we expect animals to 

reduce their overall consumption. Therefore, depending on how noxious molecules are sensed, 

we should find that when aversive molecules are well detected, the total quantity of food 

ingested should not change much, while when molecules are not well detected at the 

periphery but induce a post-ingestive effect, animals should reduce the total amount of food 

ingested. 

Here, we tested these predictions on individual flies by measuring their capability to 

discriminate treated versus non-treated food, and monitored the absolute amount of food 
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consumed. As for bitter or noxious compounds, we selected molecules ranked by Weiss et al. 

(2011) : escin and denatonium, which were respectively the least and the most bitter 

compounds and caffeine and berberine, which were between these two extremes. To these 

molecules, we added quinine and nicotine. Quinine is often tested on animals because of its 

bitterness (Meunier et al. 2003; Sellier et al. 2011) and its negative impact on sugar detection 

(Kim et al. 2010; French et al. 2015). Nicotine is mostly known for its insecticide effects (Yildiz 

2004), but it has also an aversive effect on feeding (Sellier et al. 2011) and a “bitter” taste for 

flies (Rimal and Lee 2019). We evaluated also paraquat, which is very toxic for flies (Hosamani 

and Muralidhara 2013), and reduces feeding when mixed with sugar (Ja et al. 2007). 

By measuring how flies discriminate between two food sources as well as how much food they 

ingest during short term assays (2 h), we show here that chemicals that are well detected like 

quinine and denatonium are actively avoided. Chemicals which are not well detected like escin 

and nicotine induce a general feeding reduction as if flies were tested in no-choice conditions. 

In order to test the role of the sensory “discrimination”, we tested the impact of caffeine toward 

flies impaired in its sensory detection, by using Gr66aex83 mutants (Moon et al. 2009). As 

expected, we found that mutant flies reduced their global feeding. Lastly, we evaluated the 

same chemicals in an imbalanced feeding test, whereby the solution containing the bitter 

substance is sweeter than the solution without it (Tanimura et al. 1982; Meunier et al. 2003). 

By comparing the ranking of these substances across the different methods of testing (choice, 

no-choice, imbalanced choice), we show that the order of effectiveness of these substances 

change, stressing the point that aversiveness involves different unrelated evaluation processes. 

 MATERIAL AND METHODS 

Drosophila stocks 

Flies were grown on David’s axenic medium (David 1962) : 12g agar, 83g dried yeast (LCS 

Whole Yeast 50, Lesaffre Culinary Strasbourg, France), 83g roasted corn flour (farine de gaudes, 

Les graines du Père Pajo, France), 6.9g nipagin (VWR, France; CAS No. 99-76-3), 50 mL ethanol 

for 1L of water at 25°C, and 75% of relative humidity with a day:night cycle of 12:12. Emerged 

flies (~0-day old) were first sexed (after numbing them with CO₂), then transferred to a freshly 

prepared axenic agar food medium for 3 days, and maintained in a rearing chamber at 25 °C.  



48 

 

In this work, we used the following Drosophila melanogaster strains:  Canton S (Bloomington: 

BSC 64349), Gr66aex83 flies (Bloomington: BSC 42748; Moon et al., 2006), and W1118 

(Bloomington: BSC 3605). 

Chemicals 

Most chemicals were from Sigma Aldrich of the highest available purity: sucrose (CAS No. 57-

50-1, 99.5% purity), erioglaucine (CAS No. 3844-45-9), berberine chloride (≥98%; CAS No. 633-

65-8, escin (≥95%; CAS No. 6805-41-0), quinine hydrochloride (≥99%; CAS No. 6119-47-7), 

caffeine (≥99%, CAS No. 58-08-2), nicotine hydrogen tartrate (98%; CAS no. 65-31-6) and 

paraquat dichloride hydrate (99.9%; CAS no. 75365-73-0). 5). Denatonium benzoate (≥99.9%; 

CAS: 3734-33-6) was from Fluka.  

All solutions contained 30 mM sucrose and 1.58  10-2 mM of erioglaucine mixed with 

ultrapure water, unless noted otherwise. The solutions were prepared no longer than a week 

in advance and kept at 4-6 °C. 

Capillary feeder test 

All experiments were performed at 25 °C with 65%-70% R.H. in constant light. Flies were 

introduced into individual chambers and given ad libitum access to glass capillaries (5 µl, 32 

mm long; Hirschmann Laborgeräte, VWR, France) filled with different solutions just before the 

experiment. The test solutions were colored in blue with erioglaucine in order to facilitate the 

semi-automatic detection of the liquid level. According to earlier tests, this dye has no effect 

on taste sensitivity and is not toxic for flies at the concentration used (Tanimura et al. 1982).  

Each chamber (4 x 6 x 20 mm) had a transparent top and bottom, allowing to monitor the fly 

position as well as the level of liquid at the bottom of the capillaries inserted into the chamber. 

A 3D-printed holder (Nylon PA12, HD – 60 µm, SLS Plastic; Sculpteo Pro, France) was designed 

to group 10 of such chambers (Figure 9), enclosed between 2 glass microscope slides (forming 

the top and bottom of each chamber). This holder also allowed to insert a third microscope 

glass slide on which 20 capillaries were disposed and secured with a strip of transparent 

double-sided sticky tape (Figure 9B). The capillaries were protruding into each cage by about 

2 mm and were distant from each other by ~1 mm. The left and right chambers were left 

without flies to monitor the evaporation rate of the capillaries during the experiment. 
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Figure 9 : MultiCAFE device 

Schematic representation of the multiCAFE device developed in our lab. (A) is the 3D plastic frame and (B) 

how it is mounted before the flies are inserted. (C) How the frame is placed in the lid of the plastic container 

and its distance from the webcam. 

 

Each holder was designed to fit inside of the cover of a semi-transparent plastic box (HPL809 

1.3 l, Lock & Lock) (Figure 9C). A webcam (Logitech C920 HD Pro) was fitted at the bottom of 

the box, facing the cover. After clipping the cover with the chamber to top of the box, the box 

was placed in a climatic chamber, lying horizontally (Figure 1D), in front of a white LED A3 

panel (Display Concept, Belgium) during the whole experiment. This experimental setting was 

adequate when using a climatic chamber regulating humidity at 70-80 % R.H. (DR-36VL, Plant 

Climatics, Germany). When using climatic chambers not regulating humidity, it was found 

useful to add a humidified paper into the box, lying down in front of the holder as well as a 

cup of water at the bottom of the chamber. Other approaches, such as topping each capillary 

with paraffin oil (Ja et al. 2007), were found difficult to use on a routine basis.  

Webcam 
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Image Capture and Analyses 

Each webcam was set to monitor capillaries and flies of one cage. At a resolution of 1280 x 720 

pixels, each capillary (32 mm) was 300 to 400 pixels long and 5-8 pixels wide.  The camera 

(Logitech HD Pro C920) was set to record 1 image per minute using a time-lapse capturing 

software (iSpy v 7.2.1.0; http://iSpyConnect.com). We could record simultaneously from 4 

cameras on a regular PC computer under Windows 10, or from 16 cameras using 4 PCIe cards 

(PEXUSB3S44V, Startech).  

 

Figure 10 : Analysis of a multiCAFE experiment 

(A) Stack of picture of an experiment with the multiCAFE device. One picture is equal to one point in time 

and when it is compiled it gives us a (B) kymograph where we can see the level of bleu liquid change. We 

observed two patterns of consumption, large sips follow by inactivity (C) or continuous small sips (E). D and 

F correspond to the evaporation in one empty cage of each box.  

 

The resulting image stacks were analyzed to monitor changes of the liquid levels and the 

movements of the flies. We developed a custom program, multiCAFE (Marion-Poll 2020b), as 

a plugin running under the image analysis platform ICY (de Chaumont et al. 2012). In order to 

track the liquid level within each capillary, kymographs were generated from lines interactively 

placed over each capillary (Figure 10A). In the resulting kymograph, the x axis represents the 

time and the y axis the average value of a 2-3 pixels wide disk around each pixel along one 
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capillary (Figure 10B). Custom filters were designed to maximize the contrast between the 

background and the column of liquid, and the resulting grey images were thresholded to 

detect the top and bottom liquid levels within the capillaries (Figure 10C-F).  

In some experiments, the bottom level of the liquid contained in the capillary went up, 

preventing the fly to further access the liquid in the capillary. In these cases, the capillary was 

removed from the analysis. 

Preference index 

The level of the liquid of each capillary at instant t was subtracted by the value at t0 (the start 

of the experiment). It was corrected for evaporation by subtracting the average level of the 

corresponding solution of the two empty chambers of each holder.  

The total consumption of each fly was obtained by adding the consumption from the 2 

capillaries to which it had access: sum = (valL + valR), with val standing for the corrected 

capillary level, and L standing for left and R for right capillaries respectively. In order to 

calculate a preference index (PI), we used the formula: PI = [(valL-valR)/sum]. If L= bitter and 

R=sucrose, a PI = 1 corresponds to a consumption of the bitter solution only, while PI=-1 

corresponds to the consumption of sucrose solution.  

These measures (sum, PI) were used to estimate the concentration of bitter substance that 

induces 50% of effectiveness (intermediary concentration 50: IC50). IC50 was estimated as 

follow: 

For balanced choice tests, whereby sucrose was proposed at the same concentration in both 

capillaries, we estimated the IC50 of the consumption of the “bitter” capillary. The 

corresponding PI varies between 0 and -1, so the IC50 is defined as the concentration at which 

the dose-response curves crosses the value PI = -0.5.  

For imbalanced choice tests, whereby sucrose on the treated side was proposed at 5 mM and 

at 1 mM on the untreated side, the PI can go from +1 to -1, so the IC50 is defined as the 

concentration at which the dose-response curve crosses PI= 0. 
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We also estimated the concentration of a bitter substance inducing a 50% reduction of 

consumption, in order to rank our bitter substances in no-choice conditions. This measure was 

also used in 2-choice assays, using the summated consumption (sum).  

Statistical Analyses 

For most experiments, we tested 32 individuals. The measures (capillary levels, sum, PI) were 

exported to Excel spreadsheet files as rows, each row describing one temporal series, including 

textual descriptors pertaining to the experiment and the fly’s identity, followed by the temporal 

series of measures. Data were statistically analyzed using R (version 4.0.4). For every 

experiment, we compared the mean consumption between treatments. We used either a 

Wilcoxon paired test or unpaired. The sample were paired if we compared the two capillaries 

that the flies had access to, or unpaired if we compared the total consumption.  

 RESULTS 

Flies make rapid and consistent choices over a two hours choice experiment  

We monitored the consumption of individual flies during 2 to 4 h with a time precision of 1 

min. This time interval is not enough to track individual sips which can last only a few seconds 

(Itskov et al. 2014). However, flies feeding activities include two different patterns: large sips 

(Figure 10C: black rectangles) of 30 to 100 nL of liquid per minute, which are followed by a 

period of inactivity of several minutes or more, and fast successions of smaller sips whereby 

the insect stays on the capillary and feeds almost continuously (Figure 10E). Figures 2D, 2E 

show the corresponding evaporation in one empty cage of the box which is about 170-200 nL 

over 2 h, i.e. less than 1 nL / min. 

The cumulated consumption of flies was found to be linear most of the time. What changed 

mostly with the experimental situation was the angle of these lines. As an example, we 

displayed the responses of flies to 3 concentrations of quinine, mixed with 30 mM sucrose 

(Figure 11). At the lowest concentration, flies do not readily discriminate the two capillaries 

and ingest about 0.2 µL from each side in 2 h. At the highest dose, flies avoid feeding on 10 
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mM quinine mixed with 30 mM sucrose, and feed only on 30 mM sucrose. In the following, we 

summarized these time series by a single value, the consumption level after 2 h. 

A 

 

B 

 

C 

 

Figure 11 : Consumption time course of flies given access to 2 capillaries in a choice experiment 

This is the representation of the average consumption of flies over a 2h experiment. (A) In the no choice 

experiment the flies have access to 2 capillaries filed with a solution of sucrose 30mM and quinine at different 

concentrations (10-6 M, 10-4 M or 10-2 M). We have two types of choice experiment, in the first one (B) flies 

have access to one capillary of sucrose 1mM (orange) and the other one of quinine concentrations (10-6 M, 

10-4 M or 10-2 M) and sucrose 5mM (blue). In the other choice experiment (C) flies have access to one 

capillary of sucrose 30mM (orange) and the other one of quinine concentrations (10-6 M, 10-4 M or 10-2 M) 

and sucrose 30mM (blue). 

 

As for the absolute consumption values measured here, we repeatedly observed that 

evaporation is higher in cages without flies than when flies are present. As a consequence, the 

corrected liquid level in capillaries where flies do not feed appears negative as with 10 mM 

quinine (Figure 11C). This also means that the values displayed on these graphs 

underestimate the quantities consumed. The variability around the average value is quite 

constant across the 2 h period, suggesting that flies make up their mind quite rapidly, within 

the first few minutes of being introduced in the cage.  
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After a short-time choice between sucrose and bitter, two consumption’s 

profiles emerged  

As expected, the consumption from the bitter capillary decreased with the concentration of 

the bitter substance. At 10 mM, flies completely avoided to consume denatonium, quinine and 

berberine (Figure 12C). Opposite to that, the consumption of sucrose for denatonium, 

quinine, berberine, paraquat and caffeine, increased with bitter concentrations. However, if we 

plot the consumption of flies after 2 h from both capillaries, for a choice experiment, we obtain 

2 dose-response curves. 

 

Figure 12 : Drosophila’s consumption after 2 hours shows their avoidance of bitter tastants 

Average consumption of the flies after 2 hours in the different experiments, (A) when the solution in the 

capillaries are both bitter, (B) when the sucrose concentration is unbalanced, and (C) when the sucrose 

concentration is balanced. A Wilcoxon paired test was performed, p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001. Error 

bars are SEM. 

 

The first one for caffeine, paraquat, berberine, quinine and denatonium, is the same (Figure 

12C). The more the concentration in bitter increases, the less the flies eat this solution and the 

more they favor the solution with sucrose only. Those curves are what we expected to see. 
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However, even if they have the same characteristics, we can see that for some compounds the 

flies do not choose the sucrose solution until the bitter concentration are a little bit higher 

(berberine, caffeine, quinine) contrary to denatonium or paraquat where they prefer the 

sucrose solution almost immediately. 

The second curve profile is for nicotine and escin. We observe that the more the concentration 

of bitter increases, the less the flies eat from the two capillaries (Figure 12C). For escin, 

between 0.01mM and 0.1mM, it appears to be a switch of perception occurring. Indeed, the 

total consumption decreases and the flies prefer significantly the escin solution over the 

sucrose solution (Figure 12A and B). Flies can make the difference, but the bitter taste does 

not seem to be strong enough to generate the preference of the sucrose solution. However, 

the fall of the total consumption indicates that at the higher concentrations something is 

different and impact their intake of solution. 

As for nicotine, we can see that the two curves follow each other and that the consumption 

drastically decrease at 1 and 10mM. That makes me think that flies have difficulties perceiving 

nicotine and that at the higher concentrations, its ingestion causes a sickness-like feeling and 

the flies stop to eat altogether because they don’t know what made them sick. However, even 

with the decrease in consumption, the flies still prefer the sucrose only solution contrary to 

what we observe with escin. 

When we replicate with the exact two-choice assay conditions from Weiss’ paper (Weiss, 

Dahanukar et al. 2011), for the four compounds and quinine, the curves profiles are different 

(Figure 12B). In the paper, the iso-attractive point was extrapolated from the preference index 

of the flies. However, with our multiCAFE assay the iso-attractive point is when the curve of 

the consumption of sucrose crosses the sucrose + bitter curve. We can see that for the escin, 

the two curves never intersect which goes against what was previously found in the paper 

(Figure 12B). Escine has once again a strange behavior and we can understand how it got to 

be the least bitter in the scale as it relies on absorption from the flies which is very poor with 

this compound. 

To conclude, we showed that with our multiCAFE device, we have more information than with 

the classic two-choice assay. Even if two different compounds are close on a bitter scale, with 

the actual consumption of the flies we can see if they eat a lot of the solutions or not. Moreover, 
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we can detect compounds with a strange behavior, such as escin here, which is not possible 

with a binary agar assay. Our experiments are done over two hours but we can make them last 

over a couple of days with the right experimental conditions. 

Preference index and bitter scale 

With the data from our short-term choice experiment we can calculate a preference index (PI) 

with a formula similar to the one that Weiss uses to create her bitter scale. The main difference 

is that our scale is based on the actual consumption of flies and not whether or not they eat 

at all. This method allows us to be more accurate in the making of a bitter scale.  

Because our sucrose concentration is balanced between the capillaries, our preference index 

can go from 1, total preference of the bitter substance, to 0, total preference for the sucrose 

only (Figure 13A). We observe that for our 7 compounds, at the lowest concentration of 

0.001mM, they are all grouped around a PI of 0.5 which is consistent with a weak bitter 

perception and a balanced concentration of sucrose. To mimic the iso-attractive concentration 

found in Weiss, we take half of the value when there is only sucrose in the capillaries as the 

threshold, meaning -0.5 (Figure 13A). 

The more the bitter concentration increases, the more the compounds behave differently. 

Denatonium is the most bitter followed by berberine, quinine, paraquat and caffeine (Figure 

14A). In the range that we tested, nicotine never crosses the bar to allow us to rank it on the 

scale. By contrast to all the other, escin has a totally different behavior. We observe that the 

more its concentration rises, the more the flies seem to prefer it to sucrose only, but it never 

crosses the bar as well. 
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Figure 13 : Preference index and total consumption 

(A) Preference index calculated with the following formula, PI = [(consumption of sucrose + compound) – 

(consumption of sucrose)] / (total consumption). A PI values of 1 means that the flies prefer the solution of 

bitter molecule(+sucrose) and -1 means that the flies prefer the solution of sucrose. (B) Total consumption 

for CS flies in a no choice experiment (green/ mpty circle), in a sugar 30/sugar 30+bitter choice experiment 

(green/full circle), and in a sugar 1mM/sugar 5mM+bitter choice experiment (grey). For the no choice 

experiment, flies are allowed to feed on two capillaries filled with the same of 30mM sucrose + bitter 

compound solution. We see here the average total consumption for each concentration of bitter compound 

after 120min when they had a choice or not. Error bars are SEM. 

 

The PI scale (Figure 13A) concords with the fix timepoint observations that we showed 

previously meaning that the faster the flies choose the sucrose solution, the more bitter a 

substance is. In this respect, it is not surprising that the two compounds that differed from the 

rest are the ones that are harder to place on a scale. 

Furthermore, when we unbalance the sucrose as it is usually done in standard agar two-choice 

assays, we observe once again a strange behavior for escin (Figure 13A). Nevertheless, for the 

other four compounds tested can be scaled and we see that when the sucrose is unbalanced, 

even if it is less concentrated, the compounds appear to be less bitter (Figure 13B). In the two 

scales, when the bitter potential seems to be shifted to the right for every substance. 
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With our multiCAFE device we are able to provide a more accurate visualization of the feeding 

behavior of flies and make a more representative bitter scale. 

 

A

 

B

 

Figure 14 : Scales of bitterness from preference index 

Isoattractive concentrations for each bitter tastant. (A) Scale obtained from the crossing of the preference 

index and -0.5 which is half the preference index when there is only sucrose 30mM in both capillaries. (B) 

The second was done in the same way, but this time by crossing the PI of 0, for the experiment with the 

unbalanced sucrose concentration, 1mM and 5mM. We are unable to calculate one for escin and nicotine in 

the choice30-30 experiments 

 

The total consumption of flies shows their behavior towards bitterness 

In a second experiment, we looked at the total consumption of the flies when they can choose 

between the two solutions as in the previous experiment, and when they are presented with 

two identical solutions of sucrose 30mM and bitter. 

What we observe is, once again, two curve profiles (Figure 13B). The first one, is quite clear 

for caffeine, berberine, quinine and denatonium. In the choice experiment, the flies make up 

for the decrease of the bitter solution’s consumption by eating more sucrose and the total 

consumption stays about the same over our range of concentrations. However, in the no 

choice experiment, the overall consumption decreases for the two highest concentrations, 1 

and 10mM as the bitter taste overpowers the flies.  

Paraquat has an intermediate profile were the total consumption for the choice experiment is 

constant as caffeine, berberine, quinine and denatonium. But, on the contrary, its total 
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consumption in the no choice experiment appears to decrease slightly but is not significantly 

lower than the one in the choice experiment at 10mM and is even higher at 1mM. 

The second curve’s profile is for escin and nicotine which cross-check with the data for the 

choice experiment. The total consumption, in both experiments and for both compounds, 

decreases the more the concentration increases. 

Gr66aex83 and W1118 flies 

The Gr66a ex83 mutant has existed since 2006, it was generated from W1118 flies and has been 

shown to have a problem in detecting caffeine. The first thing that we did was to present a 

choice in the multiCAFE to the mutant. We tested 3 compounds, quinine, nicotine and caffeine. 

The Gr66aex83 and W1118 response to quinine is similar to the one already observed for CS flies. 

The more the concentration in quinine increases, the more the flies consume sucrose (Figure 

15A). Even though the mutant consumption of sucrose is not as marked as the one of W1118, 

we can still clearly see that they are behaving in the same manner. With our lines counteracting 

the bitter effect on the overall consumption which leads us to think, once again, that for 

quinine, the flies are having a rejection response mediated through gustatory receptors 

(Figure 15B). 

Moreover, for nicotine, our mutant line and its control have the same curve’s profile. The more 

the concentration of nicotine increases, the less the flies eat from both capillaries (Figure 15A). 

In total consumption, this behavior translates into a decrease of the overall consumption the 

more they eat, CS flies presented the same behavior (Figure 15B and Figure 13C). 

Lastly, we observe that for the experiment with caffeine, the Gr66a ex83 mutant did not appear 

to make up for the elevated concentration of caffeine by increasing their consumption of 

sucrose like our wild type flies did (Figure 15). However, the W1118 flies, which are the control 

flies, have the same behavior and that was unexpected. We thought that the W1118 would have 

had the same response as CS flies when in the presence of caffeine. This result suggests that 

the gene White may be involved in gustatory reception. Moreover, the perception of caffeine 

for Drosophila melanogaster is, for the most part, the business of peripheral chemoreceptors. 

Indeed, when Gr66a, which is the major bitter receptor, is inactivated, the initial response 

cannot be observed. 
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Figure 15 : Gr66a ex83 and W1118 bitter consumption after 2 hours 

(A) Consumption for mutant Gr66a ex83 flies (dashed line) in a choice experiment and for W1118 flies (full 

line) in a similar experiment at t=120min. Flies are allowed to feed on two capillaries. One is filled with a 

solution of 30mM sucrose (blue/circle) and the other one is filled with a solution of 30mM sucrose + bitter 

compound (orange/diamond). We see here the average consumption for each concentration of caffeine, 

nicotine and quinine after 120min. (B) Total consumption for CS flies (square/blue), Gr66a ex 83 (circle/red) 

and W1118 (triangle/grey) in a choice experiment at t=120min. We compare only the three compounds 

tested for the mutant and its control. Wilcoxon paired test (A) and unpaired (B) were performed, p< 0.05, ** 

p< 0.01, *** p< 0.001. Error bars are SEM. 

 



61 

 

 CONCLUSION/DISCUSSION 

Feeding behavior is a well-studied and an often-used parameter to evaluate the fitness and 

survival of insects and most particularly flies from the Drosophila family (Silva-Soares et al. 

2017; Ponton et al. 2020). It is known that D. melanogaster can regulate its food intake and 

choose the most appropriate diet to its physiological needs (Camus et al. 2018). In this paper 

we are interested in the aversive response that flies show towards seven molecules, when 

presented a choice.  

With our modify version of the CAFE assay (Ja et al. 2007), we are able to offer a choice in the 

stimulus that are presented to the flies and follow the actual consumption for individual flies 

over time, which is a great advantage over the classic agar two-choice assay method (Tanimura 

et al. 1982). The curves are informative to visualize when flies are starting to make a clear 

choice and follow the average consumption over the two-hour period that we are interested 

in. This type of recording is valuable when couple with the fix time-point data used to calculate 

the preference index. 

Although in the literature the sugar content in a two-choice assay is always unbalanced, the 

results obtained are difficult to interpret. Sugar is needed as an incentive for the flies to eat, 

otherwise they are not motivated even if they are starved, but when sugar is mixed with bitter, 

the compounds interact with each other (Keast and Breslin 2002). Sugar tends to mask the 

bitter taste, so if the concentration of sugar mixed with bitter is higher than the solution to 

which it is compared to, the solution consumption should indicate more a sugar preference 

than a real bitter avoidance. 

 In this paper, it is the first time that consumption is coupled with the preference index 

for a bitter compound and that is why we are able to observe a new kind of aversive response. 

Thanks to the multiCAFE we are able to observe two behavioral strategies. The first one is 

expected, i.e., the higher the concentration of bitter is, the less the flies eat the bitter solution 

and the more they only eat the sucrose-only solution. With this response we can see that the 

flies, in order to counteract the bitterness, they encounter, consume more sucrose but they 

still maintain their overall total consumption at the same levels. 
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The second strategy is a decrease of the consumption in both capillaries. The consumption of 

the two solutions is close to one another, which can only mean two things, either the bitter 

taste is not strong enough to deter them, or the flies have trouble perceiving the bitterness of 

the compounds. For nicotine and escin this suggests that flies perceive the bitterness but have 

trouble identifying in which solution it is present or it makes them feel sick and they stop 

eating altogether. 

However, the most interesting observation is of escin. For Weiss (Weiss et al. 2011), it was the 

least bitter but with the consumption data we can see that it is not that simple as that. At very 

low concentrations, flies eat equally the solution of sucrose than the solution of sucrose+escin. 

However, toward to medium concentrations, the flies seem to prefer the sucrose solution only 

to switch again and choose the sucrose+escin solution at the highest concentrations with 

consumption levels close to zero. That is why the real consumption is more accurate than the 

evaluation of the coloration of the flies’ abdomen to infer a bitter scale and it allows us to put 

in perspective the preference index. 

 Finally, the next step to deepen our observations would be to look at the consumption 

and behavior of flies over their lifespan when they only have access to a bitter solution in order 

to look at the toxicity of the compounds. Indeed, in the literature we usually do not have the 

consumption of individual flies and their exact time of death (Kojima et al. 2018; Rimal and Lee 

2019) as they mainly focus on short-term response to a bitter stimulus. 
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CHAPITRE 2 : ALIMENTATION ET SURVIE 

SUR MILIEU AMER 

 

Une hypothèse très répandue dans la littérature est que l’amertume est synonyme de toxicité. 

Toutefois, tous les êtres vivants n’ont pas les mêmes capacités de détection de l’amertume. En 

effet, le régime alimentaire participe beaucoup à l’évolution du système gustatif. Il est possible 

d’observer l’apparition ou la disparition de gènes de récepteurs gustatifs lorsque les individus 

sont fortement ou jamais confrontés à certaines modalités gustatives. 

Dans cette partie de mon travail de thèse, j’ai voulu tester l’hypothèse de la relation entre 

l’amertume et la toxicité chez Drosophila melanogaster. C’est une espère relativement 

polyphage et qui a de nombreux récepteurs spécialisés dans la détection de l’amertume.  

J’ai voulu séparer les deux grandes questions, déterminer l’amertume d’un composé mais aussi 

sa toxicité. Pour ce faire j’ai utilisé des injections au niveau de l’abdomen de la drosophile mais 

aussi des tests de consommation qui permettent de suivre la quantité ingérée par la mouche 

et sa survie. J’ai regardé si une corrélation émergeait. 

Cette étude a été rédigée sous forme d’article destiné à être publié.  
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Summary 

Taste is a sense shared by all animals. The number of taste receptors and their specificity are 

linked to their diet breadth. Polyphagous animals tend to possess more taste receptors tuned 

to bitter substances as compared to appetitive substances, because they are potentially 

exposed to more toxic molecules than specialists. If a molecule is toxic, it is advantageous to 

detect it as bitter, as it helps animals to avoid ingesting it. However, a relation between 

bitterness and toxicity has not been proven. When animals are fed with food spiked with bitter 

compounds, it is actually quite difficult to evaluate if animals are affected by post-ingestive 

toxicity or simply by starvation resulting from feeding inhibition. 

Here, we examined the aversiveness and toxicity of a panel of 7 “bitter” molecules earlier 

shown to be avoided by adult flies in feeding experiments and sensed by bitter-sensitive 

gustatory cells. When mixed with 30 mM sucrose in agar, the lifespan of adult flies was reduced 

by each of these molecules in a dose dependent way. We evaluated their toxicity by recording 

the lifespan of flies after injection into the abdomen. We also monitored the consumption of 

solutions of 30mM sucrose mixed with bitter compound at different concentrations over the 

entire lifespan of the flies. Contrary to our initial expectations, our observations do not indicate 

a strong relation between bitterness and toxicity. This paradox is discussed.  
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 INTRODUCTION 

In humans, the sense of taste is defined by five different components: sweet, salty, umami, 

sour and bitter. These psychological categories are based on the expression of families of 

gustatory genes, which are either membrane channel or protein coupled receptors (Li et al. 

2002). In Vertebrates, there is three receptors for sugars and amino acids (T1R1-3) (Nelson et 

al. 2002; Zhao et al. 2003), and about 30 receptors for bitter substances (T2Rs) (Adler et al. 

2000; Scott 2005). Similar categories and genes have been found in other animals although 

insect gustatory receptors belong to a totally different family than those of Vertebrates (Liman 

et al. 2014). In Drosophila melanogaster, a family of 68 putative taste receptor proteins 

(encoded by 60 genes) and called GR receptors, has been identified (Clyne et al. 2000). While 

9 genes encode receptors sensitive to sugars, about 30 to 40 of them are thought to encode 

for receptors tuned to aversive molecules.  

If the gustatory sensitivity is linked to the detection of molecules of important ecological 

valence, then an aversive behavior towards a gustatory stimulus is likely to be an adaptation 

to the noxiousness of this stimulus: it allows animals to avoid ingesting potentially toxic 

compounds. The majority of species possess a bitter taste – the capacity to detect substances 

brought in contact with the mouth inducing a sequence of aversive reflexes like, tongue 

retraction, gaping, increased latency to swallow, lowered heart rate, and nausea (Bergvall and 

Leimar 2005). The convergent evolution of the behavioral response to bitter tastes, and the 

fact that most natural poisons are bitter to humans, support the hypothesis that this taste 

modality participates in the avoidance of toxin ingestion (Behrens and Meyerhof 2006). 

Toxins and/or bitter compounds are commonly found in the diet of herbivores. Plants are 

known to produce a wide variety of defensive compounds (Ibanez et al. 2012). These defense 

compounds are called secondary compounds as opposed to primary compounds like sugars, 

amino acids or vitamins, essential for the growth and reproduction of plants. These secondary 

compounds are often concentrated in the most nutritive tissues, thus allowing the protection 

of the plant against herbivorous animals (Glendinning et al. 2001b). Some phytophagous 

insects have diverted this mechanism to their advantage by sequestering these noxious 

substances, which have become phagostimulants for them, thus becoming themselves bitter 

and/or toxic for their own predators (Nishida and Fukami 1990). Despite the seemingly 
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simplicity of the link between bitterness and toxicity, the relationship and the validation in 

living organisms is not well studied. Even though the behavioral response is often similar, 

bitterness is not unanimously perceived and sometimes varies between compounds for a same 

species, and between species for a same compound (Glendinning 1994). 

Paradoxically, while omnivorous insects are equipped with more bitter receptors than insects 

with a specialized diet, they seem to be less responsive to bitter chemicals (Bernays and 

Chapman 2000; Bernays et al. 2000). Herbivorous species need to adapt to diets containing 

variable amounts of bitter compounds because otherwise, a high bitter sensitivity (i.e., low 

bitter concentration threshold) would cause animals to taste-reject nontoxic and nutritious 

foods (Bernays et al. 2000). A high bitter taste threshold would be necessary because browsers 

cannot "afford" to reject all foods that are bitter and only potentially toxic without drastically 

restricting their dietary option (Jacobs 1978). On the contrary, carnivorous species are rarely 

exposed to toxic / bitter taste in their food. They may have evolved a bitter threshold that was 

low enough to cause them to reject virtually all potentially toxic foods they encounter 

(Glendinning 1994). 

The relation between bitterness and toxicity has not yet been really addressed in drosophila 

species. It seems fair to propose that Drosophila melanogaster adapts its food consumption 

to its internal needs (Simpson and Raubenheimer 1996) and avoid ingesting noxious 

molecules. Several studies show that D. melanogaster is sensitive to bitter substances, 

especially alkaloids such as quinine, strychnine, or caffeine (Meunier et al. 2003; Moon et al. 

2006). In adult flies, this avoidance is thought to be mediated via the activation of contact 

chemoreceptors, which are housed in hair-like structures, called sensilla, located on the 

mouthparts, legs, wings margin, and the ovipositor (Stocker 1994; Mitchell et al. 1999). Several 

bitterness scales have been proposed in the last few years (Weiss et al. 2011; Chen et al. 2019) 

but they are mostly based on behavioral observations of flies feeding choices. One study 

however dots to a relation between bitterness and toxicity in Drosophila, (Zhang et al. 2013b), 

suggesting that flies can desensitize to non-toxic stimuli like camphor, but not to a toxic 

stimulus like quinine. 

Here, we selected seven compounds previously known to be toxic and perceived as bitter for 

humans. These seven molecules are naturally occurring alkaloids (berberine, caffeine, nicotine 
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and quinine) and saponine (escin), and synthetic compounds known to be toxic to flies 

(paraquat, a pyridine) or to be particularly bitter (denatonium benzoate, a benzoic salt). Many 

of them have been tested on Drosophila melanogaster and elicit an avoidance behavior (Moon 

et al. 2006; Montell 2009; Sellier et al. 2011; El-Keredy et al. 2012). In order to evaluate a 

possible link between the toxicity of these compounds and their bitterness, we compared their 

biological activity using different tests. First, we monitored the impact of these chemicals 

mixed into an agar diet upon the lifespan of flies. Since such tests most likely mix effects 

involving avoidance and toxicity, we also monitored the lifespan of flies after injecting different 

doses of these compounds into their abdomen. Lastly, we also monitored the lifespan as well 

as the amount of diet ingested by flies using long-term multiCAFE assays. As the efficiency of 

these chemicals differs in the different assays, this suggests that bitterness and toxicity are not 

strictly correlated. We also observed that flies’ lifespan given diet mixed with these chemicals 

is correlated to the amount of sugar ingested rather than to the number of toxic molecules.   

 MATERIALS AND METHODS 

Drosophila stocks 

Canton S (Bloomington: BSC 64349) were grown on axenic medium (David 1962) : 12g agar, 

83g dried yeast (LCS Whole Yeast 50, Lesaffre Culinary Strasbourg, France), 83g roasted corn 

flour (farine de gaudes, Les graines du Père Pajo, France), 6.9g nipagin (VWR, France; CAS No. 

99-76-3), 50 mL ethanol for 1L of water at 25°C, and 75% of relative humidity with a day:night 

cycle of 12:12. Emerged flies (~0-day old) were first sexed (after numbing them with CO₂), then 

transferred to a freshly prepared axenic agar food medium for 3 days, and maintained in a 

rearing chamber at 25 °C. All tests were performed on males. 

Chemicals 

Chemicals were from Sigma Aldrich of the highest available purity: sucrose (Sigma-Aldrich, 

CAS No. 57-50-1, 99.5 % purity), erioglaucine (Sigma Aldrich, CAS No. 3844-45-9), berberine 

chloride (≥98%; CAS No. 633-65-8), escin (≥95%; CAS No. 6805-41-0), quinine hydrochloride 

(≥99%; CAS No. 6119-47-7), caffeine (≥99%, CAS No. 58-08-2), nicotine hydrogen tartrate 
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(98%; CAS no. 65-31-6) and paraquat dichloride hydrate (99.9%; CAS no. 75365-73-0). 

Denatonium benzoate (≥99.9%; CAS: 3734-33-6) was obtained from Fluka.  

In order to evaluate the amount of liquid ingested by flies, bitter substances were mixed with 

30 mM sucrose and 1.58  10-2 mM of erioglaucine mixed with ultrapure water, unless noted 

otherwise. Erioglaucine is a blue dye commonly used in food preparation and is not known to 

impact drosophila feeding. The solutions were prepared no longer than a week in advance and 

kept at 4-6 °C.  

The concentrations of bitter tastants evaluated in this study were of 10mM, 1mM, 0.1mM, 

0.01mM and 0.001mM for liquid consumption. When injected into the abdomen, the 

concentrations were between 150mM and 0.1mM, adjusted to the solubility of the compounds 

and the death rate of the flies in order to have concentrations below and over the lethal dose 

50 (LD50).  

Nano-injections 

Flies were collected and sexed after emergence, at day 0, and maintained on axenic medium 

until day 3. At that time, males were individually transferred into a glass tube plunged into ice 

during a few minutes to induce narcosis, in order to inject 50nL of a test solution into their 

abdomen (Nanoject II Auto-Nanoliter Injector, Drummond Scientific). The injection was 

performed using a glass capillary needle, kept inside the abdomen until the whole volume was 

injected. The concentrations were adapted to the mortality of the flies, in order to obtain an 

appropriate range of dose-response curves. 

Lifespan estimation using a locomotion detector 

Each fly (n=32 per concentration) was enclosed into a 6.5 cm-long  6 mm-diameter 

transparent plastic straw closed at one end with a cotton plug and at the other end with 2 cm 

of food medium. This food medium was 1% agar with 30mM of sucrose for the flies which 

received in injection. Flies which were not injected were given access to the same medium, but 

mixed with different concentration of the test molecules.  

For the injection experiments, in addition to the test chemicals tested at different 

concentrations, we monitored the lifespan of flies (i) injected with water, (ii) with 10% DMSO 
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(solute in which bitter compounds were dissolved), (iii) not injected but only punctured, or (iv) 

not injected but only narcosed with ice. For survival experiments, we evaluated the survival of 

flies on treated diets and on (i) 1% agar with 30 mM sucrose or (ii) on 1% agar. 

Each straw was inserted into a locomotion detector (Trikinetics Inc, DAM2) to record the 

number of times each fly crossed an infrared beam placed at the center of the straw, over a 

period of 10 to 12 days. The recording devices were disposed in a rearing chamber at 25°C 

with a day: night cycle of 16:8, at constant humidity. Data were acquired every 5 minutes. The 

time of death of each individual was defined as the last interval of time at which a movement 

was detected. 

Capillary feeding tests 

All experiments were performed at 25 °C with 65%-70% R.H. in constant light. 3 days old male 

flies were introduced into individual chambers and given ad libitum access to glass capillaries. 

(10 µL, 32 mm-long; Hirschmann Laborgeräte, VWR, France) filled with different solutions just 

before the experiment. We used the setup described in Colombi et al. (chap 2) (Figure 16). 

 

Figure 16 : MultiCAFE device 

Schematic representation of the CAFE assay adapted from Ja 

et al (2007).  

 

Test solutions were colored in blue with erioglaucine in order to facilitate the semi-automatic 

detection of the liquid level. According to earlier tests, this dye has no effect on taste sensitivity 

and is not toxic for flies at the used concentration (Tanimura et al. 1982). In order to maintain 

the liquid at the bottom of the capillaries, we added an agar plug (0.5%) at the bottom of the 
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capillaries. The capillaries were replaced by new ones filled with the same solution every 2 to 

3 days. 

Lethal concentration 50 (LD50) at day 3 and t50 hormesis 

For experiments involving nano-injection into the abdomen, the lethal concentration 50 (LC50) 

was defined as the concentration at which 50% of flies were dead after 3 days. We chose 3 

days because after that time there is a plateau in the survival curve so we associate the first 

decrease of survival to post-ingestive effects. The LC50 for each compound was estimated 

using the function [calcula.lc()] in R (Pacheco and Rebelo 2013). 

In order to evaluate if low doses of each compound were improving survival, we compared the 

survival curves of injected flies to that of flies injected with 10% DMSO, or for the consumption 

experiment, to flies placed on a sucrose diet. To compare the lifespan of flies subjected to 

these different treatments, we computed the t50, which is the time after which 50% of the flies 

were dead. This parameter was obtained estimating this time from the survival curves. 

Image capture and analyses 

In order to estimate the amount of liquid consumed by flies, we monitored each cage with a 

webcam. At a resolution of 1280  720 pixels, each capillary (32 mm) was 300 to 400 pixels 

long and 5-8 pixels wide.  The camera (Logitech HD Pro C920) was set to record 1 image per 

minute using a time-lapse capturing software (iSpy v 7.2.1.0; http://iSpyConnect.com). We 

could record simultaneously from 4 cameras on a regular PC computer under Windows 10, or 

from 16 cameras using 4 PCIe cards (PEXUSB3S44V, Startech).  The analysis of the consumption 

of the image stacks obtained with the multiCAFE setting was the same as in Colombi et al 

(chap 2).  

For survival analyses, we followed movements of each fly, with a custom program, MultiCAFE 

(Marion-Poll 2020), running on the ICY image analysis platform (de Chaumont et al. 2012). If 

the position of the fly did not change from a certain number of pixels for 30 minutes, the fly 

was considered as dead. 
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Statistical analyses 

For lifespan observations made either with the locomotion monitor (Trikinetics) or with 

monitoring movement in the multiCAFE cages, each individual was associated with its time of 

death and its status at the end of the experiment (dead or still alive). These data were used to 

compute an estimation of the survival curves with the Kaplan-Meier method (Rich et al. 2010). 

These curves were then compared two-by-two with a log-rank test (non-parametrical, adapted 

to survival data; [survdiff] in the toolset of the package “Survival” in R). 

In order to analyze liquid consumption, the images captured were analyzed with a custom 

plugin under ICY to detect the liquid level in each capillary and these measures were exported 

to Excel spreadsheet files. Data were then statistically analyzed using R (version 4.0.4), using 

Wilcoxon paired tests. The correlation between the individual quantity (of toxin or sucrose) 

and the survival of flies was analyzed with a Spearman test. 

 RESULTS 

Survival of flies placed on a sucrose and bitter compound diet  

First, we want to see the survival of adult flies when they are fed on a medium where the toxic 

compound is present and inseparable from the nutritive elements. In order to do so, a food 

medium was prepared by mixing each bitter compound (at different concentration) with 

sucrose at 30mM-concentration and agar at 1%. The food was put in individual tubes of an 

activity monitor device where the survival of individual flies was recorded (Figure 17A).  

Control flies that only had a 1% agar medium survived up to three days, which correspond to 

the starvation so this result was expected. The other control flies, the ones only fed on the 

sucrose 30mM and agar 1% medium, lived from 8 to 10 days. In the case of denatonium 

(Figure 17A and Figure 23) but also nicotine, paraquat and quinine, we observe that the 

lower the concentration of bitter compound is, the longer the flies live and, in some case, they 

live longer than the control flies (Table 2), this is hormesis. We do not know if this ability to 

live longer is due to the fact that the flies eat less and regulate their ingestion of toxin or it’s 

the effect of something else, like the activation of detoxification enzymes. 
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This experiment has a limit. It is not obvious whether the flies die from the toxicity or the 

bitterness of the compounds. We can imagine that for the highest concentration the bitterness 

is so strong that flies would rather not eat the noxious food, resulting in starvation. This is why 

we try to separate the toxicity from the bitterness with two other sets of experiments. 

A  

Agar + sucrose mixed 

with denatonium 

 

B  

Agar + sucrose after 

injection of denatonium 

into the abddomen 

 

C 

Capillary filled with 

sucrose mixed with 

denatonium 

 

Figure 17: Survival of the flies in three conditions  

(A)  Survival of flies placed in a transparent tube containing on one end about 2 cm of 1% agar mixed with 

30 mM sucrose and denatonium. Each individual tube was placed in an activity monitor, which allowed us 

to know precisely their time of death. (B) Survival of flies placed on 1% agar mixed with 30 mM sucrose after 

injection of 50nl of denatonium at different concentrations into their abdomen. (C) Survival of fed in the 

multiCAFE device with a solution of sucrose and denatonium. One picture was taken every minute and we 

were able to follow them with the DrosoTrack software (Icy). The survival curves were obtained with the 

Kaplan-Meier method. 
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Survival of flies placed on a sucrose diet following injection of test compounds 

in the abdomen 

In order to dissociate the toxicity from the bitterness, we injected directly in the fly abdomen 

the bitter compounds at different concentrations ranging from 0.1mM to 150mM. After the 

injections, the flies were put in individual tubes, with an agar and sucrose medium, in order to 

follow their survival over a two weeks period. For this experiment non-injected flies were 

considered as a control to look at the natural mortality of flies in the device. In addition, flies 

injected with 10% DMSO solution were considered as a second control. 10% DMSO solution 

was used to solubilize the bitter compounds (Figure 17B and Figure 24). 

We observe that for several compounds, the range of concentration is very different, meaning 

that some molecules are much more toxic than other. It is the case of paraquat which only 

needs small concentrations to have the same effect as caffeine or quinine for example (Figure 

24). 

Moreover, we can see that there is also an hormetic effect in injection experiment (Table 1). 

Some compounds that presented hormetic properties when mixed with food, also exhibit them 

with injections, it is the case of quinine, caffeine and nicotine. What is curious is the case of 

quinine, in both experiments, at the second lowest concentration there are hormetic properties 

but not at other concentrations. On the contrary, denatonium did not have an hormetic effect 

here, but escin does. 

What we need is an experiment where we can give flies access to the bitter compounds, and 

determine how much they eat from the medium. It also necessary to be able to follow the 

survival of the flies. That way we will know if the flies die because they are starving or if they 

ingest a high amount of toxin, which is fatal to them. 

Survival of flies feeding on two capillaries of sucrose and bitter compounds 

We use a modification of the CAFE assay which, in one device, at the same time, 8 individual 

flies are able to feed from two separate capillaries, either with a choice or not (Figure 1). Flies 

stay in the device until they die and their survival is followed. In this experiment, the flies have 
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access to two capillaries with the same solution of sucrose (30mM) mixed with a bitter 

compound at a fixed concentration. 

When we look at the survival curves for the multiCAFE experiments (Figure 17C and Figure 

25), we can see that at the same concentration, depending on the molecule, the flies do not 

live the same time. Moreover, we notice that there is an hormetic phenomenon present in the 

solid medium experiment that was not in the multiCAFE’s ones (Table 2), only quinine present 

this characteristic at 0.1mM. Quinine has consistently at least one concentration where the flies 

live longer than the controls. 

 

Table 2 Hormetic effect  

We determined the hormetic effect of our bitter compounds in the 3 sets of experiments. “Agar” is the 

consumption on solid bitter food, “multiCAFE” is the consumption on liquid bitter food and “Injections” is 

following the injections. An orange spot means that there is no hormetic effect, meaning that when the 

flies are in contact with the toxin, they do not live longer than the control. A green spot means that there 

is an hormetic effect. A white spot is when the concentration was not tested. 
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One method to evaluate the toxicity equal one unique ranking of lethal 

concentrations 

In order to determine the toxicity of the different compounds, we used the lethal concentration 

50 (LC50), which is the concentration needed to have 50 percent of death after 3 days. We 

chose 3 days because we noticed in the injection experiments, for several compounds, a first 

phase of decrease in survival which peaks around day 3, a phase correlated as the acute 

response to the toxicity of the injection. The second phase is considered to be weak post-

ingestive mortality or natural mortality in the device. 

 

Figure 18: Lethal concentration 50 (LC50) 

Each dot is the concentration needed to have 50% of the fly dead in 3 days when (A) they individually feed 

on a medium made of 1% agar, sucrose 30mM and a bitter compound, when (B) they are injected in the 

abdomen with 50nl of bitter compound and then put in an individual tube with a medium made of 1% agar, 

sucrose 30mM or (C) they feed on the multiCAFE device. They have access to 2 capillaries filled with the 

same solution of sucrose 30mM mixed with a bitter compound. Their individual survival is monitored with 

the camera attached to the multiCAFE device. 

When the flies are feeding on a solid medium where the sucrose and bitter are mixed, we 

observe that denatonium benzoate is the least toxic compound whereas paraquat is the most 

toxic. However, for the 5 other compounds, the LC50 were quite close to each other, ranging 

from 0.5mM to 1.5mM (Figure 18A). 

In the injections experiment, paraquat is the most toxic compound and nicotine is the least 

toxic after three days (Figure 18B). When we compared the LC50 values for the medium and 
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injection experiments. What we see is that each LC50 in the medium experiment is lower, which 

means that the compounds have to be at a lower concentration in order to infer the death of 

half the flies (Figure 18A-B). This result may be the consequence of the fact that we cannot 

separate the bitterness from the toxicity in the feeding experiment and perhaps the bitterness 

overpowers the toxicity regarding the survival of the flies. Moreover, when we look at the 

ranking of the compounds on the LC50 scale, we see that they are not in the same order. 

Paraquat which is the most toxic when injected, was the least toxic when consumed. 

Denatonium is the most toxic when consumed but in the middle of the ranking for injections. 

For the lethal concentration determination in the multiCAFE experiment, the LC50 obtained 

ranking is once again a little bit different from the one already obtained for the experiments 

two other experiments (Figure 18). There is still a little bit of change between the scales for 

the multiCAFE and the solid medium. However, the range of concentration is the same which 

means that there is a big bitter detection component to the survival of the flies. 

Separating the toxicity from the bitterness of the compounds 

The great advantage of our multiCAFE device is that we are able to follow the individual 

consumption of the flies over a long period of time (Figure 19A). The detection is not linear 

and we can see that at the end of its life, the fly ate less than at the beginning. Moreover, in 

other analysis, we will look at the overall consumption of a group of flies for a certain 

concentration of a compound. Because some flies live longer than other, they consume more, 

so the average consumption decrease the volume ingested of the longer-living flies but 

increase the one of the short-living flies. 

Moreover, we are able to compare the average consumption per fly over the duration of the 

experiment (Figure 19B). We observed that the longer the flies live, the more they consume 

of the solution that is presented to them. This result leads us to think that the quantity of toxic 

molecule ingested might not be as important as we though. 
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Figure 19: Consumption of denatonium by flies 

(A) Consumption of a solution of 0.001mM of denatonium benzoate and 30mM of sucrose, by the fly n°1 (blue), until its 

death, in a group of 8 flies and the average consumption of said group (orange). (B) Cumulative curves of the average 

consumption by flies of a solution of denatonium benzoate and 30mM of sucrose. The SEM is represented in grey.  

The amount of sucrose is more important than the quantity of bitter molecules  

When we look at the amount of toxic molecule ingested (consumption * concentration = 

quantity), we can see that for the lower concentrations, a higher quantity of toxin does not 

mean a faster death (Figure 20). The flies consume roughly the same amount and die at about 

the same time, but we have a factor of 10 between each concentration which does not seem 

to affect either the survival or the consumption. The most telling example is for caffeine 

(Figure 20B) where some flies that are fed with a concentration of 1mM of compound live as 

long as the some fed with 0.1, 0.01 or 0.001mM, but the quantity of toxin can be up to 40 

times more. 

Moreover, when we look at the distribution of the flies feeding on 1mM, except for berberine 

and denatonium benzoate, we see that the flies that live the longer are also the ones that 

consume the most toxin which is equivalent to a larger volume of solution ingested. With 

aspect makes us think that the quantity of toxin may not be a limiting factor, the consumption 

of sucrose might be more important. 

 

 

A B 
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Figure 20 :  Relationship between survival and the quantity 

of toxic molecules consumed 

Quantity of toxin ingested at the time of death for each fly at 

every concentration for every compound. The quantity of 

toxin is the volume ingested multiplied by the concentration 

of the substance. We did that for our 7 compounds, (A) 

berberine, (B) caffeine, (C) denatonium benzoate, (D) escin, 

(E) nicotine, (F) paraquat and (G) quinine. 

The amount of sucrose is more important than the quantity of bitter molecules  

When we look at the quantity of sucrose ingested mixed with the different concentrations of 

bitter compounds, we can see that, the correlation curves between the survival and the 

A 
B 

C D 

E 

G 

F 

Berberine 

Caffeine 

Denatonium Escin 

Nicotine Paraquat 

Quinine 
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quantity are parallel and even superposed between them for every compound (Figure 21). 

This observation confirms that the flies are trying to reach a quantity of sucrose rather than 

being put off by the toxin. However, at 1mM of berberine and denatonium (Figure 21A and 

C) and 10mM of caffeine and paraquat (Figure 21B and F), the bitter sensation seems to take 

over and the flies die because they do not eat.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Relationship between survival and the quantity 

of sucrose molecules consumed 

Quantity of sucrose ingested at the time of death for each 

fly at every concentration for every compound. The quantity 

of sucrose is the volume ingested multiplied by its 

concentration, 30mM. We did that for the solutions with our 

7 compounds, (A) berberine, (B) caffeine, (C) denatonium 

benzoate, (D) escin, (E) nicotine, (F) paraquat and (G) 

quinine. 
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Is there a correlation between toxicity and bitterness? 

In order to compare the “pure” toxicity represented by the injection, and the bitterness, 

represented by the blended bitter and toxicity of the long-term multiCAFE, we plot the two 

measurements of LC50 for every compound (Error! Reference source not found.). We observe t

hat only the paraquat has the same LC50 in both cases, which means that it is as toxic in both 

settings. All the other compounds are below the x=y axis, which means that the LC50 of the 

multiCAFE experiment is stronger. Because the concentration needed to have 50% of death is 

lower in the multiCAFE experiment, it leads us to believe that the bitterness plays a larger part 

than previously thought in these experiments. 

 

Figure 22 : Correlation between toxicity and bitterness 

The red line represents x=y. If a compound is below the line, it means that the molecule is more toxic when 

consumed than injected. And when it’s above the line, it means that the compound is more toxic when 

injected than consumed. Here, the only neutral compound is paraquat which is as toxic whether it’s injected 

or consumed. 

The first barrier of detection is in the mouth and we can see from these results that when the 

bitterness is too strong, the toxicity of a bitter molecule is not as important. Moreover, the 

quantities of compound are so low compare to the one of sucrose that it does not seem to 

affect the flies’ survival. 
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 CONCLUSION/DISCUSSION 

Here, we evaluated the correlation between bitterness and toxicity of seven molecules, known 

to be perceived as bitter by the fly Drosophila melanogaster. We estimated the toxicity by 

measuring the lifespan of animal exposed to different concentrations of the test compounds. 

We monitored the survival of flies in different experimental situations in order to gain multiple 

information. 

To start with, we mixed bitter compounds with the food and followed the survival of the flies 

to determine the toxicity of the compounds. We observed that at high concentrations of bitter 

compounds, the flies died as quickly as when there was no nutritive sugar in the medium. At 

lower concentrations although, their lifespan was normal compared to the sucrose controls, 

under conditions they even tended to outlive the control. The hormesis phenomenon has 

already been documented in Drosophila in heat treatment (Hercus et al. 2003; Sorensen et al. 

2008) and in food restriction (Magwere et al. 2004) amongst other parameters. However, no 

bitter compound was ever known to have this effect on flies. 

Even though this experiment allows us to have interesting results, the problem is that the bitter 

taste and the toxicity cannot be distinguished and we are not able to determine if flies die 

because of one of these two parameters. In the literature, several methods, in insects, have 

been used to mimic ingestion of a compound without the need for the insect to actually eat 

it. In 1987, Cottee experimented with cannula in the abdomen of different locust’s species 

(Cottee et al. 1988). The other main method is the injection, it has been done in several insects, 

from honeybees (Barron et al. 2007; Hurst et al. 2014) to flies (Dimitrijevic et al. 2004) and it 

was the one that we thought was the best for our experiments. 

We injected our bitter compounds in the flies’ abdomen. From the activity analysis, a toxicity 

scale of the different tested compounds was determined. The only downside to the injection 

is that defense mechanisms can be bypassed, like crop (Lemaitre and Miguel-Aliaga 2013; 

Stoffolano and Haselton 2013) which can give a signal to regurgitate the food if it’s perceived 

as toxic. Moreover, some detoxification mechanisms might not have the time to play their part 

with an injection rather than a slow natural ingestion of food.  
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Usually when it comes to bitter molecules, they are not studied by injection but by ingestion, 

which is why we have chosen to perform an ingestion assay where we are able to quantify the 

amount of food eaten by the flies. To do so we modified the CAFE assay developed by Ja (Ja 

et al. 2007) in order to have data for individual flies feeding on multiple capillaries and their 

survival. Moreover, it is the first time that a study shows the consumption of flies over a long 

period of time. 

At high doses of bitter compounds, we have the confirmation of our previous hypothesis that 

the flies die because they do not eat, which means that the bitter taste takes over the toxicity. 

These concentrations, 1mM and 10mM, are not the one that are the most interesting to us 

because of they do not represent post-digestive toxicity. What we can see is that there is an 

adaption over time of the flies to the different bitter molecules when the concentration is low. 

The longer the flies live the more they eat, which means that the toxins do not seem to have 

a relevant impact on the consumption and it is rather the sugar that seems to be predominant. 

The accepted dogma is that sweet perception is here to help animals to detect sources of 

glucose. But, sweet molecules interact with a lot of other molecules and it changes their taste 

perception, bitter being a major one (Keast and Breslin 2002; Beauchamp 2016). 

 The correlation plot between the toxicity in the multiCAFE experiment and the 

injections does not show a significant correlation between these two experiments except for 

paraquat. Two hypotheses occur. First, paraquat at the used concentrations is not bitter 

enough to impede on the feeding. Although these are the same concentrations used for each 

compound and at 10mM the flies feeding on paraquat die at the same rate as when fed only 

on water, which means that the bitterness is high. Second, paraquat is the only molecule 

among the seven tested compounds, where bitterness and toxicity are really linked. 

The correlation between the threshold of detection and the threshold of toxicity seems 

inexistent in mammals (Glendinning 1994), and the study of bitter compounds in insects 

showed that bitterness is not a good signal for toxicity  (Cottee et al. 1988; Bernays 1990; 

Wrubel and Bernays 1990b; Bernays and Cornelius 1992; Aerts and Mordue 1997; Glendinning 

2002). Bernays suggested that aversive behavioral responses was more the result of other 

selection pressures than post-ingestion toxicity (Bernays 1990). Other authors proposed that 

the absence of clear link between these parameters reflected the physiological constraints of 
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the nervous system in front of the great diversity of structures of the bitter and toxic 

compounds (Glendinning 1994). The recognition of the host plant (and the avoidance of the 

non-host plants) might explain the enhanced sensitivity of specialist insects compared to 

generalist insects to bitter compounds that are not derived from their usual host (Bernays and 

Cornelius 1992). 

In this study we are not able to make the connection between bitterness and toxicity in 

Drosophila melanogaster for the compounds that we selected. Our main problem is that we 

cannot separate bitter from toxicity. Which is why the next step would be to mask the bitter 

taste by multiple technics (Gaudette and Pickering 2013; Al-kasmi et al. 2017), cyclodextrins 

(Konno et al. 1982; Szejtli and Szente 2005) is a good way or emulsions. 
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 SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Survival over time when flies are fed on an agar, sucrose and bitter solide medium 

Survival curves of the flies put on an agar (1%), sucrose (30mM) and bitter medium in a tube placed in an activity monitor which allowed 

us to know precisely their time of death. We tested different molecule, (A) berberine, (B) caffeine, (C) escin, (D) nicotine, (E) paraquat and 

(F) quinine 
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Figure 24 : Survival over time after injection of bitter molecules 

Survival curves of the flies after an injection of 50nL of a bitter solution. The flies are put on an agar (1%) and sucrose (30mM) in a tube placed 

in an activity monitor which allowed us to know precisely their time of death. We tested different molecule, (A) berberine, (B) caffeine, (C) 

escin, (D) nicotine, (E) paraquat and (F) quinine. 
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Figure 25 : Survival over time when flies are fed on liquid medium in the multiCAFE device 

Survival curves of the flies feeding on the two capillaries filled with the same solution of sucrose 30mM and bitter at different 

concentration. The activity tracking of the flies allowed us to know precisely their time of death. We tested different molecule, 

(A) berberine, (B) caffeine, (C) escin, (D) nicotine, (E) paraquat and (F) quinine.  
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CHAPITRE 3 : MASQUAGE DU GOUT 

AMER 

 

Ce que le chapitre précédent nous montre, est qu’il est très compliqué de réussir à séparer 

l’amertume de la toxicité pour pouvoir les tester indépendamment dans des conditions 

naturelles. C’est pourquoi nous avons opté pour essayer de masquer l’amertume d’une 

molécule. 

Bien que les molécules que nous ayons testées précédemment sont toxiques, ici nous nous 

intéressons à l’oleuropéine qui est le composé phénolique responsable de l’amertume de 

l’huile d’olive.  

Nous allons évaluer les étapes préalables de la formulation de nano-émulsions dans le but de 

voir si les composants présents ne sont pas répulsifs pour les drosophiles. Nous évaluerons 

l’intérêt de la β-lactoglobuline qui est une molécule utilisée comme tensioactif. Elle se place à 

l’interface entre la phase aqueuse et la phase huileuse et permet de stabiliser l’émulsion. 

J’ai effectué ces travaux à l’Institut Galien, à Châtenay-Malabry, sous la direction de Ghozlene 

Mekhloufi. 
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Summary 

Bitterness is a gustatory quality inducing food rejection in most animals and humans, as it is a 

warning for the presence in the food of potentially toxic compounds. There are a number of 

situations where it would be advantageous to find ways to mask this bitter taste, either because 

specific bitter compounds should be ingested for health benefits or for medical reasons.  

Here, we looked at oleuropein which is a phenolic compound of olive oil that has a wide range 

of health benefits. We examined the first step of a nano-formulation of oleuropein using β-

lactoglobulin (βlg). As a test organism, we used Drosophila melanogaster fed with or without 

βlg, in order to see if βlg can decrease the bitter taste of oleuropein.  

At the lowest concentrations, we are able to see an increase of consumption when βlg in 

present in the solution. However, this effect might only be because βlg mixed with sucrose is 

more appetitive for the flies. 

 



101 

 

 INTRODUCTION 

 Pharmaceutical and food industries have an interest in working on masking the bitter 

taste of molecules. Bitterness is generally considered as a signal of potentially noxious food, 

inducing a general rejection of food in most organisms. However, a number of molecules used 

in pharmacy or present in the food, either from plants or lactate products, are detected by the 

gustatory system as bitter, thus preventing their ingestion. While education and food 

consumption habits may reduce this natural aversion, this is generally not enough to promote 

the consumption of useful bitter molecules, especially in young adults. Pharmaceutical industry 

aims to decrease or to completely eliminate the bitter taste of some active ingredients with 

the objective to improve medication intake and patient compliance. Food industry aims at 

decreasing the bitter taste of some healthy food, mainly in “functional foods” (Coupland and 

Hayes 2014).  

The bitter taste can be concealed either by a physical approach or by a chemical approach (or 

organoleptic method), which allow different dynamic interactions, suppression or 

enhancement of the taste, and asymmetrical changes of intensity (Keast and Breslin 2002).  

The chemical concealment of bitter taste consists in mixing another gustative compound 

(sugars, salts, sour) to a bitter solution in order to decrease the aversive potential. Sugars are 

one of the most efficient compounds to hinder bitter taste (Kamen et al. 1961; Schiffman et al. 

1994). However, its action is driven by each sugar-bitter pair in the mixture, as they do not 

interact in the same manner. Salt, like NaCl, also has a strong power to reduce bitter taste 

(Breslin and Beauchamp 1995; 1997), whereas acid compounds have a complex relationship 

with bitter where the two tastes can easily enhance or decrease each-other taste potential 

(Breslin 1996). 

Bitterness can also be masked by complexing the bitter molecules with cyclodextrins, by 

polymers coating, or by encapsulating them in microemulsions and emulsions (Coupland and 

Hayes 2014). One of these strategies is to use β-lactoglobulin (β-lg), whic is a globular protein 

extracted from bovine whey. It is composed of 162 amino acids with a secondary structure 

composed of 8 antiparallel β-sheets which form a hydrophobic central cavity, the calyx 

(Brownlow et al. 1997). This central calyx binding site can be occupied by hydrophobic 
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molecules. Several studies have shown that βlg can bind to small molecules with a poor water 

solubility (Al-Shabib et al. 2018; Dan et al. 2019; Wang et al. 2019). The complex βlg/molecule 

is used as a delivery system to improve the poor bioavailability in a solution. 

 Here, we examined the suitability of this approach to mask the bitter taste of 

oleuropein (Figure 26). Oleuropein is one of the major polyphenolic compounds found in 

olive oil. It is responsible for the bitter taste found in unprocessed olives and is the most 

prevalent in olive leaves seed, pulp and peel of unripe olives (Sasha and Leibowitz 1961). 

Despite its bitter taste, oleuropein is proven to have a large panel of beneficial effects on 

human health (Barbaro et al. 2014). The main ones are antioxidant effects, anti-tumor and anti-

inflammatory properties among a lot of others (de la Puerta et al. 1999; Paiva-Martins et al. 

2011). A recent study showed that βlg is able to form a complex with oleuropein molecules 

and, as a result, it improved the solubility. However, it had an impact on the conformation and 

configuration of βlg (Vanaei et al. 2020).  

In this paper, we used Drosophila melanogaster as a test organism and we were interested in 

masking the bitter taste of oleuropein by interaction with β-lactoglobulin. We monitored the 

consumption of oleuropein and oleuropein/β-lactoglobulin mixture at different oleuropein 

concentrations. 

 

Figure 26 : Chemical structure of oleuropein 
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 MATERIALS & METHODS 

Drosophila stocks 

Flies (Canton S flies (Bloomington : BSC 64349)) were grown on David’s axenic medium (David 

1962): 12 g agar, 83 g dried yeast (LCS Whole Yeast 50, Lesaffre Culinary Strasbourg, France), 

83 g roasted corn flour (farine de gaudes, Les graines du Père Pajo, France), 6.9 g nipagin 

(VWR, France; CAS No. 99-76-3), 50 mL ethanol for 1 L of water at 25°C, and 75% of humidity 

with a day:night cycle of 12:12. Emerged flies (~0-day old) were first sexed (after numbing 

them with CO₂), then transferred to a freshly prepared axenic agar food medium for 3 days, 

and maintained in a rearing chamber at 25 °C. 

Chemicals 

Most chemicals were supplied from Sigma Aldrich of the highest available purity: sucrose 

(Sigma-Aldrich, CAS No. 57-50-1, 99.5 % purity), erioglaucine (Sigma Aldrich, CAS No. 3844-

45-9), β-lactoglobulin (≥ 90% purity, CAS no. 9045-23-2). Oleuropein was provided from 

Cayman (≥ 98%; CAS no. 32619-19-4). 

All prepared solutions contained 30 mM sucrose and 1.58 x 10-2 mM of erioglaucine (blue dye) 

mixed with ultrapure water, unless noted otherwise. The solutions were prepared no longer 

than a week in advance and kept at 4-6 °C. 

β-lactoglobulin (βlg) was dispersed under gentle stirring for 2 days in Phosphate Buffer 

(pH=7.0) at a final solution concentration of 1% (w/w). The protein solution was kept overnight 

at 4°C to achieve complete hydration of βlg. Next, the sucrose and erioglaucine solutions were 

added. 

Oleuropein was solubilized in water containing the blue dye in order to have and oleuropein 

concentration varying from 0.001mM to 10mM.  

Capillary feeding assay (multiCAFE) 

All experiments were performed at 25 °C with 65%-70% R.H. in constant light. 3 days old male 

flies were introduced into individual chambers and given ad libitum access to glass capillaries. 



104 

 

For the short-term experiments, the flies were starved for 20h, otherwise they came directly 

from the axenic medium. 

We use the setup described in Colombi et al. (chapter 1), the glass capillaries have a volume 

of 5µL for short-term experiment (32 mm long; Hirschmann Laborgeräte, VWR, France) and 

10µL for the long-term experiment (2 weeks). For this latter, and in order to allow the flies to 

always have access to food, we put an agar plug (0.5%) at the bottom of the capillaries. 

Capillaries were changed every 2 to 3 days and replaced with new ones filled with the same 

solutions. 

MultiCAFE image capture and analyses 

Capillaries and flies were monitored with the help of webcams. At a resolution of 1280 x 720 

pixels, each capillary (32 mm) was 300 to 400 pixels long and 5-8 pixels wide.  The camera 

(Logitech HD Pro C920) was set to record 1 image per minute using a time-lapse capturing 

software (iSpy v 7.2.1.0; http://iSpyConnect.com). We could record simultaneously from 4 

cameras on a regular PC computer under Windows 10, or from 16 cameras using 4 PCIe cards 

(PEXUSB3S44V, Startech).  

The analysis the consumption of the stacks of pictures obtained with the multiCAFE setting is 

the same as in Colombi et al (chapter 1).  

For the analyses of the survival, we followed the activity of the flies with a custom program, 

MultiCAFE (Marion-Poll 2020), as a plugin running under the image analysis platform ICY de 

Chaumont et al. (2012). If the position of the fly does not change from a certain number of 

pixels for 30 minutes, the fly is considered dead. 

Preference index 

The preference index (PI) was calculated as follow: 

PI = [(consumption of sucrose + compound) – (consumption of sucrose)] / (total 

consumption)] 

PI values are between 1 and -1, 1 being the consumption of only the molecule of interest’s 

solution and -1 being the consumption of only the sucrose solution.  
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In this paper, for the sake of convenience, we compare two PI to each other. Indeed, it is harder 

to compare the actual consumption of the flies that can be at different levels depending on its 

attractiveness or deterrence. 

Nano-injections 

Flies are collected and sexed after emergence, at day 0, and put on axenic agar medium until 

day 3. At that time, they are placed in an empty tube and on ice to induce narcosis. We inject 

in the abdomen of 3 days old male flies 50nL of a solution containing bitter compounds at 

different concentrations using a nano-injector (Nanoject II Auto-Nanoliter Injector, Drummond 

Scientific). Females are discarded because (i) their sensitivity may change with their sexual state 

and (ii) in order to be able to compare our results with those of previous experiments done 

with males. 

The injector is manually handled and the needle is kept inside of the abdomen until the whole 

volume is injected. The concentrations are adapted to the mortality of the flies, in order to 

obtain an appropriate range of dose-response curves. As controls, we have flies that had no 

treatment or flies that have only been pocked with the needle but not injected with anything. 

Flies survival  

For the different experiments performed with this device, each fly (n=32 per concentration) is 

put into a 6.5 cm (long) x 6 mm (diameter) transparent plastic straw closed at one end with a 

cotton plug and at the other end, 2 cm of food medium, either 1% agar with 30mM of sucrose 

for the flies following an injection. Each straw is then inserted into a locomotion detector 

(Trikinetics Inc, DAM2) to record the number of times the fly crossed the infrared beam over a 

period of 10 to 12 days. The recording devices are disposed in a rearing chamber at 25°C with 

a day: night cycle of 16:8, at constant humidity, the data are acquired every 5 minutes. 

We perform control monitoring the time span of flies for the injection experiment not injected 

with anything but only punctured, or receiving no injection but only narcosis with the ice. The 

time of death of each individual is defined as the last interval of time at which a movement is 

detected. The statistical analysis is performed as described in the “Statistical analysis” section 

below. 
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Lethal concentration 

The lethal concentration 50 (LC50) is the concentration needed to have 50% of the fly dead 

after a time that we choose. Here, we chose 3 days because it is before that point that we 

observe post-ingestive effects. 

The LC50 for each compound is obtained following an R function (Pacheco and Rebelo 2013).  

Statistical analysis 

For the consumption, after all levels within the capillaries were detected, data were exported 

to Excel spreadsheet files as 2 consecutive rows for each fly, each row including textual 

descriptors pertaining to the experiment. Data were analyzed using R software (version 4.0.4). 

For every experiment, we compared the mean consumption in all capillaries. Wilcoxon test, 

paired, was used, when the flies were presented with 2 capillaries with different solutions in 

them. When the total consumptions were, we used Wilcoxon test, unpaired, was used. 

For lifespan observations made either with the locomotion monitor or with monitoring 

movement in the multiCAFE cages, each individual was associated with its time of death and 

its status at the end of the experiment (dead or still alive). These data were used to compute 

an estimation of the survival curves with the Kaplan-Meier method (Rich et al. 2010). These 

curves were then compared two-by-two with a log-rank test (non-parametrical, adapted to 

survival data; [survdiff] in the toolset of the package “Survival” in R). 

This presentation of the data gives an estimation of the survival with the Kaplan-Meier method 

(Rich et al. 2010), to generate the corresponding curves. These curves are then compared two-

by-two with a log-rank test (non-parametrical, adapted to survival data; “survdiff” in the toolset 

of the package “Survival”). Other statistical tests are indicated with the data when used. 

 RESULTS 

Dose-response curve for oleuropein 

First, the bitter potential and the perception of oleuropein was evaluated on preliminary stared 

flies. The compound of interest mixed with sucrose was presented to these flies for a short-
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term experiment (2 hours). Flies have access to two capillaries, on filled with sucrose at 30mM 

concentration, and the second one filled with a mixture of sucrose 30mM and oleuropein at 

concentrations; ranging from 0.001mM to 10mM. Results show that in all cases, flies consumed 

significantly more the sucrose solution than the mixture oleuropein+sucrose solution (Figure 

27). Thus, they preferred the sucrose and probably detected some bitterness of oleuropein 

even at 0.001mM concentration. Moreover, flies made up for the decrease of consumption of 

oleuropein by eating more sucrose. For 10mM concentration of oleuropein, the consumption 

of oleuropein+sucrose mixture was nearly 7-fold less than that of sucrose solution, indicating 

that bitterness was highly detected. 

 

Figure 27 : Average consumption in a choice experiment between a sucrose (30mM) and a 

oleuropein/sucrose solution. 

Choice experiment after 2 hours between a sucrose at 30mM solution (blue curve) versus an oleuropein 

solution mixed with sucrose 30mM (orange curve). Both curves are an average of 2 sessions (n=32 per 

concentration). A Wilcoxon paired test was performed, * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. 

 

Survival and consumption of flies in long-term experiment 

The survival of drosophila coupled with its consumption was followed over a long period of 

time (2 weeks). Flies have access to the sucrose solution (at 30 mM) and the mixture of sucrose 

(30mM) and oleuropein at the concentrations ranging from 0.001mM to 10mM. 
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For concentrations of oleuropein less than 10mM, the flies lived longer than the flies fed with 

only sucrose (Figure 28A). However, for the 10mM-concentration of oleuropein, the flies did 

not live as long, either the bitter taste takes over and that is why the lifespan of the flies was 

limited or the flies cannot stand the quantity of oleuropein to detoxify or absorb.  

A 

 

B 

 

Figure 28: Survival of flies and their consumption of oleuropein in the multiCAFE device  

(A) Survival curves of the flies fed with a choice of 2 capillaries one filled with sucrose (at 30 mM) and the 

other filled with the mixture of sucrose and oleuropein. The oleuropein concentration ranged from 0.001mM 

to 10mM. (n=32 per concentration) (B) Average consumption of sucrose / oleuropein solution by the flies. 

The grey shadows correspond to the SEM. 

 

Moreover, there is no difference between the survival of flies at each concentration of 

oleuropein that induced an extension of life, except between 1mM and 0.1mM (Table 3A).  As 

the consumptions are very similar for the concentrations of oleuropein between 0.1mM and 

0.001mM, it explains the similar survival of the flies. Nevertheless, the consumption cannot be 

linked to the survival as for 1mM it was much less than the consumption of 0.01mM but the 

survival was similar (Figure 28B). Other mechanisms must play a part in the survival of the 
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flies in relation to the consumption of oleuropein like the capacity to absorb, detoxify or break 

it down to essential blocks. 

Survival and toxicity 

Even if oleuropein seems to have a positive effect on the lifespan of the flies, we want to 

examine its toxicity by injecting it in the abdomen in order to overcome the bitterness that 

limits the molecule consumption. For the injection test, the oleuropein concentrations ranged 

from 0.1mM to 100mM. 

While non-injected flies lived the longer, the ones that are injected with oleuropein 

concentration of 0.1 to 1mM lived longer than the pricked ones (Figure 29A and Table 3B). 

On the other hand, a kind of plateau was observed around day 3 after the injection which leads 

us to think that from day 0 (injection day) to 3 the acute toxicity response to oleuropein was 

present and from day 3 to the end of the experiment we have the post-ingestion mortality or 

the natural rate of death for this type of experiment. 

 

A 
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Figure 29 : Survival curves after the injection of oleuropein in the abdomen of flies and the lethal 

concentration 50 of oleuropein and caffeine  

(A) Survival curves of the flies injected with a solution of oleuropein. The concentration of oleuropein ranges 

from 0.1mM to 100mM and the controls are flies that have only been pricked with the needle (only pocked) 

or had no treatment (nothing). (B) Lethal concentration 50 after 3 days of oleuropein. The LC50 is calculated 

for the flies that were injected (injection) and the ones fed on capillaries (MultiCAFE). 

 

That is why day 3 was chosen as the timepoint to calculate the lethal concentration 50 (LC50) 

which is the concentration needed to have 50 percent of dead flies, both for injection and 

multiCAFE experiments. The determined LC50 values were compared with each other and also 

compared with those of caffeine (in the same experimental conditions). Caffeine was chosen 

as an important bitter molecule. Figure 29B shows that oleuropein seems to be more toxic 

than caffeine when injected into flies because it requires a lower concentration to have 50 

percent death but the reverse is true in the multiCAFE experiment. We can conclude that 

oleuropein is less bitter than caffeine but it is more toxic for the flies. However, even if the 

abdomen’s injection helps us mimic a consumption of food, it does not reflect the actual 

pathway. That is why we want to put a formulation strategy in place to hide the bitter taste of 

oleuropein and in the future, different molecules. 

The perception of β-lactoglobulin by the flies 

β-lactoglobulin (β-lg) is the major whey protein belonging to the lipoprotein family. It is a 

globular protein containing 162 amino acid and its central structural element, so called calyx 

or β-barrel, is a hydrophobic ligand-binding pocket. It presents a widely diverse properties 

among them ligand-binding function, mainly with small hydrophobic molecules (Kontopidis 

et al. 2004). β-lg has the ability to bind various hydrophobic molecules such as fatty acids, 

lipids, cholesterol, aromatic compounds, vitamins, and polyamines (Kontopidis et al. 2004; 

Liang et al. 2007; Mensi et al. 2013). Moreover, interactions between β-lg and bitter molecules 

B 
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(such as caffeine and quinine) have also been studied in order to assess their effects on the 

bitterness of these molecules (Tenney et al. 2017). Although quinine interacts strongly with β-

lg, it has been shown that this protein limits the bitterness of quinine without suppressing it 

(Coupland and Hayes 2014; Tenney et al. 2017). On the other hand, Rudra et al. (2018) showed 

that strychnine binds with β-lg through hydrophobic interaction (Rudra et al. 2018). In this 

present study, we were interested in the interaction between oleuropein and β-lg and the 

effect of this interaction on the masking of the bitterness of oleuropein. It was previously 

shown that oleuropein binds to β-lg mainly via hydrophobic interaction, in the central calyx of 

β-lg and the surface of β-lg next to hydrophobic residues (Vanaei et al. 2020).  

First of all, we studied the palatability or not of β-lg to the flies. Flies had thus a choice between 

a solution of 1%-β-lg and a solution of 30mM-sucrose.  In the absence of sucrose in the β-lg 

solution, flies always consume the sucrose solution (results not shown). This result was 

somewhat expected because the flies have no incentive to consume the β-lg solution. 

However, when flies had a choice between sucrose solution and the protein mixed with 

sucrose, they consumed much more the latter than the sucrose solution alone (Figure 30), on 

a consumption experiment of 2 hours. 

 

Figure 30 :  Choice experiments between sucrose solution at 30 mM concentration (blue curve) and 

a mixture of 1% -lg and 30mM-sucrose solution (orange curve). 

A Wilcoxon paired test was performed (n=117), * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. 
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The mixed solution β-lg with sucrose was more appetent to flies than sucrose, which may be 

advantageous in masking the bitter taste of the studied molecule, i.e., oleuropein. This increase 

in palatability could be explained by a synergy between β-lg and sucrose enhancing the 

consumption of the mixed solution. Indeed, usually, in olfaction or in taste, it is well-known 

that molecules in a binary mixture (or more) can have positive or negative interactions (Servant 

et al. 2011; Singh et al. 2019). In addition, the mixed solution was consumed significantly more 

than sucrose solution probably due of the lower surface tension in the mixture, making the 

latter easier to “pump” by flies. In fact, the interactions between proteins and sugars are weak 

and in general non-specific (Timasheff 1993) and the presence of sucrose in protein solution 

enhances the protein concentration at the superficial layer by the exclusion volume effect and 

then contributes to the reduction of a surface tension (Oliveira Neves et al. 2018).  

Does interaction between β-lg and oleuropein contribute to the attenuation of 

the bitter taste of oleuropein? 

It was previously found in literature that oleuropein interact with β-lg mainly via hydrophobic 

interaction (Vanaei et al. 2020). The main question asked here is does this interaction help to 

totally or partially mask the bitter taste of oleuropein? 

Oleuropein was solubilized at different concentrations in 1%-β-lg solution. The sucrose was 

then added to all solutions at the concentration of 30 mM. The consumption test was carried 

out on flies giving them the choice between two solutions, β-lg/sucrose solution and β-

lg/oleuropein/sucrose solution. 

In order to compare if the β-lg is sufficient to hide the bitter taste of oleuropein we calculated 

the preference index (P.I.) for the choice in the short-term for the 2 experiments. The different 

times were merged in order to have the average consumption for the 2 experiments. We 

observe that at 0.001, 0.01 and 0.1mM the β-lg seems to be present in a concentration that 

allows to hide the bitter taste (Figure 6B). However, at 1mM and 10mM, the β-lg is not powerful 

enough to mask the taste. This perception by the flies resemble what we saw with the 

spectrometry, at those 2 concentrations, the oleuropein absorption spectrum is greater than 

the one of β-lg whereas, at the 3 lower concentrations, the absorbance of β-lg seems to be 

more important. 
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It appears that β-lactoglobulin is a good protein the start hiding the bitter taste. 

 

Figure 31 : Hiding of the bitter taste of oleuropein 

Choice experiment after 50 minutes between a β-lg and sucrose solution (blue) versus an oleuropein, β-lg and 

sucrose solution (orange). Each point is the average of the consumption for the flies at each concentration in the 

experiment (n=30). The experiment was done at 3 different time of the day, in the morning, in the afternoon and 

the next morning. A Wilcoxon paired test was performed, * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. 

 

Figure 31 shows the evolution of total consumption of both solutions after 50 minutes. The 

volume consumed was similar ( 0.4 µL) between the two solutions presented to the flies for 

an oleuropein concentration less than or equal to 0.1 mM, which is 1.5 to 2 times more than 

the consumption of oleuropein alone (figure 1) at the same concentrations. On the other hand, 

for the oleuropein concentrations of 1 mM and 10 mM, the flies preferred to consume the β-

lg/sucrose solution, or even no longer consumed the β-lg/oleuropein/sucrose solution when 

the oleuropein concentration was of 10 mM. These results were confirmed by calculating the 

preference index (P.I.) for the choice in the short-term experiments (Figure 32). It was 

observed that at 0.001, 0.01, and 0.1 mM the -lg seemed to be present at a concentration 

which made it possible to mask the bitter taste. However, at 1mM and 10mM the -lg was not 

concentrated enough to mask the taste. All these observations show that the protein would 

mask the bitter taste of oleuropein, when the concentration of the latter is less than or equal 

to 0.1 mM, probably via hydrophobic interactions between the two molecules. Beyond 1 mM, 

these interactions are not sufficient to mask the oleuropein bitterness. It would then be 
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interesting to increase the protein concentration to see its effect on the masking of oleuropein 

bitterness. 

 

Figure 32: Preference index of oleuropein 

Preference index for the experiment of the panel A (in dark blue) and for the one of Figure 1 (grey) at 

t=50minutes (data not showed). A Wilcoxon unpaired test was performed (n=32), * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. 

 

 CONCLUSION 

Usually when bitter taste is studied, it is coupled with the observation of an avoidance behavior 

and toxicity. In this paper, we were interested in the perception of oleuropein, a phenolic 

compound of olive oil that is highly beneficial for human health but also highly bitter (Barbaro 

et al. 2014). The main aim of our study was to study the potential of -lg to mask the bitter 

taste of oleuropein for Drosophila melanogaster.  

When oleuropein was presented ad libitum to flies with the choice between a sucrose solution 

alone and oleuropein/sucrose solution, the flies always chose the sucrose solution. This 

response proves that oleuropein is not a neutral tasting compound and that sucrose cannot 

conceal the bitter taste on its own, only perhaps decreases the bitter power as it has been 

observed for multiple sweet-bitter interactions (Keast and Breslin 2002). 
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Oleuropein has been reported to have several beneficial effects on animal health (Coni et al. 

2000; Tuck and Hayball 2002; Çömez et al. 2020) and even though the survival was not looked 

at, we can presume that a healthier organism equals a longer lifespan compare to a sick one. 

In both our experiments, whether the flies are feeding on a solution of oleuropein/sucrose or 

the oleuropein was injected in their abdomen, we observed that at some concentrations the 

survival was greater than the one of the controls which allows us to say that oleuropein has an 

hormetic effect on the flies. When we compared the toxicity of oleuropein in the context of 

the 2 experiments, we saw that it is less toxic when it was injected because the bitter taste in 

high concentrations in the event of ingestion creates a consumption bias which increases 

toxicity. 

In a second step, we tried to hide or to decrease the bitter taste of oleuropein through 

interactions with the β-lactoglobulin in order to allow flies to take full advantage of the health 

benefits that this molecule.  At the studied protein concentration, β-lg seemed to hide the 

bitter taste of oleuropein for oleuropein concentration less or equal to 0.1 mM beyond that, 

the flies detected the bitterness of oleuropein and decreased or stopped consuming the 

oleuropein/β-lg/ sucrose mixture. β-lactoglobulin seems to be promising in masking the 

bitterness of oleuropein, however its concentration should be optimized according to the 

concentration of the molecule to be masked. Moreover, understanding the interactions 

between the two molecules through, for example, fluorescence spectroscopy or circular 

dichroism, could help to understand the mechanism of bitter taste masking of oleuropein.  

 

 

 

 



116 

 

 SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

 

Table 3: Statistical analysis 

(A) Statistical analyses of the survival curves for long-term multiCAFE. (B) Statistical analyses of the survival 

curves for the injections. We used the “survdiff” command of the survival package in R. The curves are 

compared 2 by 2 which is why half of the table is in black. 

 

 

 

 

 

A 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

L’objectif principal de ma thèse était d’examiner si l’on pouvait établir une relation entre 

amertume et la toxicité. La question se pose en effet de savoir quel est le rôle des substances 

amères chez les plantes. Celles-ci sont connues pour élaborer des substances toxiques pour 

se défendre contre les herbivores mais elles produisent également une myriade de molécules 

amères, pas forcément toxiques. Chez les herbivores, l’attention s’est portée principalement 

jusqu’ici sur les systèmes de détoxification et l’évolution de résistances vis-à-vis des substances 

à effet insecticide. Très peu de données existent sur l’adaptation du système gustatif à ces 

défenses, l’hypothèse de travail invariablement mise en avant consistant à considérer que ce 

système comporte des cellules chargées de détecter des composés potentiellement toxiques, 

système qualifié de système de détection de l’amer. 

Si le système de détection de l’amer joue bien ce rôle, il devrait exister une relation assez 

étroite entre la toxicité des molécules et leur amertume chez les organismes qui y sont 

exposés. Une confirmation indirecte de cette hypothèse a été évoquée en introduction, car 

nous avons vu que les espèces généralistes ont beaucoup plus de récepteurs à l’amer que les 

spécialistes. Cependant, l’existence d’une relation directe entre toxicité et amertume reste une 

hypothèse qui a été très peu explorée jusqu’à présent. Nous avons cité le travail de J. 

Glendinning qui a mené une méta-analyse de la sensibilité à l’amer chez les vertébrés et qui a 

conclu à une relation inconsistante (Glendinning 1994). Plus récemment, un groupe israélien a 

constitué une base de données des substances amères pour l’homme et l’a croisée avec des 

données de toxicité (Dagan-Wiener et al. 2017; Nissim et al. 2017). Ces auteurs concluent que 

seulement 50% des molécules toxiques ont des signatures moléculaires permettant de prédire 

une amertume. 

La question d’une relation directe entre amertume et toxicité reste donc ouverte, au moins 

pour les Vertébrés. Chez les insectes, peu de données existent à ce sujet si ce n’est une série 

de travaux menées par Bernays et Chapman, notamment sur les locustes et une masse 

d’observations impressionnante concernant l’identification de molécules amères extraites de 
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plantes (Koul 2004). Une des difficultés majeures dans l’examen de cette question consiste à 

mettre au point un dispositif expérimental qui permette de dissocier les deux composantes, 

toxicité et détection sensorielle. En effet, pour qu’une substance toxique (par ingestion) soit 

active, il faut qu’elle soit ingérée. Or, si elle est amère, elle ne sera pas ingérée. Plusieurs 

méthodes ont été proposées par Bernays (1991) pour évaluer la toxicité par ingestion de 

composés secondaires de plantes chez Schistocerca gregaria, en masquant leur goût amer, 

par exemple en les incluant dans des capsules de gélatine ou en utilisant de la beta-

cyclodextrine ou encore en utilisant une canule pour injecter directement ces composés dans 

le tube digestif moyen (Szentesi and Bernays 1984). De manière étonnante, dans les articles 

cités et d’autres encore, elle a observé que très peu de composés amers testés présentaient 

une réelle toxicité.  

Nous avons voulu examiner cette question chez Drosophila melanogaster qui est considérée 

comme un insecte relativement polyphage, afin d’établir des protocoles de test qui nous 

permettent ultérieurement d’utiliser les outils génétiques disponibles chez cette espèce pour 

éventuellement inactiver le système sensoriel. Les expériences que nous avons menées ont 

consisté à tester un panel de 7 molécules (berbérine, caféine, escine, benzoate de dénatonium, 

nicotine, paraquat et quinine) connues pour être amères chez l’homme et certains insectes et 

à évaluer leur amertume et leur toxicité chez la drosophile adulte. Nous avons également 

commencé à évaluer une méthode chimique pour masquer le goût amer des molécules en les 

complexant avec une protéine. 

 TESTS DE CONSOMMATION 

 Les modifications et l’automatisation que nous avons fait du test de consommation 

grâce à des capillaires, le CAFE assay, sont tout à fait originales et comparables, sinon 

supérieures à d’autres méthodes automatisées qui ont été proposées durant ou juste avant 

notre travail de thèse.  

Le dispositif le plus proche du nôtre est le test ARC (Activity Recording Capillary Feeder), 

également adapté du système CAFE (Murphy et al. 2017). Dans un portoir avec des chambres 

closes par une face en plexiglass, une caméra infrarouge est utilisée pour enregistrer la 

consommation et l’activité d’une vingtaine de drosophiles. Le portoir se trouve devant une 
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série de lumières LED infra-rouges qui permettront, suite à l’ajout d’une bande de colorant au 

niveau du ménisque, de déterminer la consommation individuelle des drosophiles. Ce 

dispositif permet d’avoir un cycle jour/nuit mais il faut pour cela s’équiper de caméras infra-

rouges. 

Une autre adaptation du CAFE est la méthode Expresso de Yapici (Yapici et al. 2016). Les 

mouches se nourrissent à partir d’un capillaire posé sur une diode photosensible qui permet 

de détecter la diminution de la solution. Ils obtiennent des données précises individuelles, mais 

là encore, la drosophile n’a accès qu’à un seul capillaire et il n’est donc pas possible de lui offrir 

un choix dans la solution. 

Une autre méthode est celle développée par Itskov, le flyPAD, qui supprime l’utilisation de 

caméras (Itskov et al. 2014). Dans ce système, il utilise la capacitance pour déterminer la 

consommation des drosophiles. Une solution liquide repose dans un trou sur une première 

électrode et tout autour de l’accès supérieur se trouve la deuxième électrode. Lorsque la 

drosophile vient manger, elle ferme le circuit, ce qui entraine la détection de la capacitance 

par un ordinateur qui donne précisément combien de fois et pendant combien de temps la 

drosophile était en contact avec la nourriture avec une précision de l’ordre de la milliseconde. 

Le système FLIC développé par Ro repose sur un principe similaire, sauf que ce qui est mesuré 

est une variation d’impédance entre la mouche et le substrat alimentaire (Ro et al. 2014). Une 

drosophile en se nourrissant ferme le circuit électrique, ce qui implique le passage d’un courant 

électrique et peut engendrer une stimulation aversive pour la mouche. Ces systèmes offrent 

une bonne résolution temporelle des activités alimentaires des mouches, mais elles ne 

permettent en aucun cas de mesurer directement les quantités ingérées, sinon par une 

estimation indirecte.  

Le multiCAFE est donc à ce jour une méthode facile à mettre en place mais dont l’analyse des 

données prend un peu de temps. Toutefois, nous sommes capables d’avoir des mesures très 

précises de la consommation individuelle des drosophiles et de suivre en même temps leur 

activité. De plus, les portoirs peuvent être modifiés pour héberger plusieurs mouches en faisant 

des cages plus grandes ce qui permet aussi de mettre plus de 2 capillaires. Cependant, dans 

ce cas, il n’est plus possible de mesurer la consommation de chaque mouche. 



126 

 

Comme tout design expérimental, notre système présente aussi des inconvénients. L’un de ces 

inconvénients est la nécessité d’utiliser un colorant alimentaire pour visualiser la solution dans 

les capillaires. Bien qu’il ait été montré que le colorant bleu alimentaire n’avait pas d’impact 

sur les drosophiles (Tanimura et al. 1982), nous ne savons pas jusqu’à quel point cela reste vrai. 

Afin de prévenir la remontée de la solution dans nos capillaires pour nos tests sur le long 

terme, nous avons proposé d’utiliser un « bouchon » d’agar placé en bas de chaque capillaire. 

Bien que les mouches puissent manifestement consommer la solution liquide, la présence 

d’agar retarde le début de la consommation. Enfin, bien que ce soit très pratique pour 

l’expérimentateur, une drosophile isolée n’a pas forcément le même comportement que 

lorsqu’elle se trouve avec ses congénères, mais malheureusement, nous ne sommes pas 

encore capables de mesurer la consommation individuelle lorsque deux ou plusieurs 

drosophiles sont présentes dans une cage. 

 CHOIX ALIMENTAIRE A COURT TERME 

Grâce au suivi de la consommation réelle et individuelle des drosophiles sur un temps court 

en conditions de choix, nous avons pu caractériser la cinétique de consommation des mouches 

sur 2 h. Dans l’ensemble des expériences réalisées, nous avons pu constater que les courbes 

cumulées des mouches suivaient quasiment des droites de pente différente si les deux 

capillaires étaient discriminés. Cela signifie que les choix sensoriels effectués évoluent peu avec 

le temps. Cette constance suggère qu’à cette échelle de temps et pour ces composés, les 

mécanismes post-ingestifs jouent un rôle mineur. 

Nous avons pu également observer deux stratégies d’exploitation des ressources. La première 

stratégie consiste à consommer une quantité fixe de sucre et à concentrer la consommation 

sur le capillaire ne contenant pas de substance amère. C’est le cas des expériences réalisées 

avec la caféine, la quinine, la berbérine, le benzoate de dénatonium et le paraquat. Les 

drosophiles sont capables de discriminer les deux solutions, amères ou non, grâce à leurs 

chimiorécepteurs périphériques. 

Le second mécanisme, et je dirais même le plus intéressant, est lorsque les drosophiles 

diminuent leur consommation totale plus l’amertume augmente. Cette réduction de 

consommation totale est peut-être due à un défaut de perception gustative ou à un effet 
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« post-ingestif » rapide. Ce mécanisme pourrait être analogue à celui qui avait été montré chez 

le sphinx du tabac (Manduca sexta) par Glendinning (1996). Dans cette expérience, celui-ci 

avait montré que des larves élevées sur un milieu sans nicotine étaient affectées par ce 

composé et évitaient de consommer un milieu contaminé, alors même qu’aucune activité 

sensorielle n’était détectable au niveau des sensilles gustatives en électrophysiologie 

(Glendinning 1996). Deux hypothèses pourraient expliquer ces observations. Le premier 

mécanisme impliquerait une réaction post-ingestive rapide pour la nicotine et l’escine, et leurs 

chimiorécepteurs périphériques seraient relativement peu sensibles à ces composés. En 

l’absence de détection d’amertume, les insectes pourraient alors cesser de s’alimenter. Le 

deuxième mécanisme pourrait consister à une inactivation temporaire des récepteurs du sucre 

et/ou à une activation prolongée des cellules sensibles à l’amer. Si des molécules comme la 

nicotine et l’escine restent actives dans les sensilles des drosophiles pendant un temps plus 

long qu’il ne faut pour passer du capillaire traité (sucre+amer) au capillaire non traité (sucre), 

alors les mouches auront beaucoup plus de mal à discriminer ces deux capillaires. Il faut 

remarquer cependant que nicotine et escine n’ont pas forcément le même statut pour la 

drosophile que la nicotine chez le sphinx du tabac, puisque ces deux composés sont détectés 

par des cellules de l’amer (Weiss et al. 2011; Rimal and Lee 2019) alors que ce n’est 

apparemment pas le cas chez le sphinx du tabac. 

Nous nous sommes intéressés à un mutant gustatif afin de savoir si notre dispositif permettait 

d’avoir des informations supplémentaires par rapport aux tests binaires. Le gène Gr66a étant 

impliqué dans la détection de la caféine et d’autres substances amères, nous avons pensé 

qu’un mutant de Gr66a nous permettrait de vérifier expérimentalement qu’une difficulté de 

perception de l’amer pourrait induire un rejet des deux solutions. 

Avec les mutants Gr66a, je pensais que deux réponses pouvaient être possible. Le mutant ne 

percevant pas la caféine, même en situation de choix, ne pouvant pas faire la différence, soit il 

consomme une quantité normale des deux capillaires, soit il diminue très fortement sa quantité 

ingérée, quelle que soit la concentration de caféine. Or, les mutants pour Gr66a que nous 

avons testés présentaient bien une altération de la consommation de caféine, en consommant 

moins, car ils ne compensaient pas comme nous avions vu nos drosophiles sauvages le faire, 

confirmant les résultats de Moon (Moon et al. 2006).  
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Cependant, les contrôles de cette lignée mutante présentaient un comportement bizarre. En 

effet, les drosophiles w1118 n’arrivaient pas à faire la différence entre le saccharose et la caféine 

sauf à la concentration la plus élevée en caféine. Mais, pour la quinine et la nicotine, sa 

consommation ressemble à celle de la lignée sauvage Canton S. Comme la lignée w1118 a une 

mutation dans le transporteur ABC lui conférant les yeux blancs et qu’ils sont utilisés dans la 

détoxification, cette déficience du transporteur est peut-être à l’origine de ce comportement 

inattendu (Ewart and Howells 1998; Dermauw and Van Leeuwen 2014). Il serait possible de 

tester cette hypothèse en faisant un test de survie. En effet, si les drosophiles ne sont plus 

capables de détoxifier la caféine, elles devraient mourir plus vite qu’une lignée sauvage. 

  L’étude que nous avons réalisée reste cependant limitée. Nous nous sommes limités 

à la détection de l’alimentation de substances qui sont mélangées à de l’eau. Cependant la 

composition du milieu et en particulier son état d’hydratation peuvent avoir une influence sur 

l’activité alimentaire (Apostolopoulou et al. 2014) et peut-être influencer l’efficacité relative de 

nos molécules amères. D’autre part, l’échantillon de substances amères que nous avons 

étudiées est très limité. Nous sommes sans doute passés à côté d’autres réponses possibles, 

en particulier à des molécules amères plus pertinentes pour la survie de l’espèce. Enfin, les 

résultats que nous avons obtenus en étudiant le mutant Gr66a ne concernent qu’un seul gène 

gustatif commun aux cellules amères, et on ne sait pas si les co-récepteurs associés ne 

prennent pas le relais - il faudrait tester d’autres co-récepteurs impliqués dans la détection de 

l’amer comme Gr33a ou Gr93a (Lee et al. 2009; Moon et al. 2009) 

  ALIMENTATION ET SURVIE SUR MILIEU AMER 

Grâce à notre système de multiCAFE, nous avons pu réaliser des expériences sur le long 

terme, chose qui n’est normalement pas fait. En changeant les capillaires, qui sont la source 

de nourriture, tous les 2-3 jours, nous sommes capables de suivre la consommation et la survie 

de drosophiles individuellement tout au long de leur vie. Normalement l’amertume d’une 

molécule est évaluée par des tests courts qui ne prennent pas en compte les effets post-

ingestifs (Weiss et al. 2011; Chen et al. 2019). 

En couplant cette expérience à des injections qui étaient destinées à déterminer la toxicité de 

nos composés tests, nous avons pu voir à quel point l’amertume influence les choix de 
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consommation et la survie. Ce que nous avons observé, c‘est que les drosophiles cherchent 

plutôt à avoir un apport en sucre constant quelle que soit la concentration en produit amer. 

Mais pour la concentration la plus élevée que nous ayons testée (1mM ou 10mM), l’amertume 

est trop puissante et les drosophiles ne consomment pas, ce qui revient à se laisser mourir de 

faim. 

La principale conclusion que nous pouvons tirer de ce travail est qu’il n’y a pas de relation 

stricte entre amertume et toxicité parmi les 7 molécules que nous avons testées. Pour qu’il y 

ait un lien, peut-être que nous n’avons pas choisi les bonnes substances ? En effet, peut-être 

qu’il y a seulement un lien qu’entre les substances amères auxquelles l’organisme a été 

confronté au cours de son évolution. Pour tester cette hypothèse, il faudrait choisir les bonnes 

substances amères et toxiques. Enfin, il n’y a peut-être pas un lien entre la toxicité d’une 

molécule et « l’amertume » détectée dans les aliments. Une observation est particulièrement 

éclairante à cet égard : des blattes exposées à des pièges alimentaires contenant du glucose 

et un insecticide ont développé une résistance à ces pièges grâce à une mutation du système 

gustatif qui détecte comme amer non pas l’insecticide, mais le glucose qui est associé à sa 

présence (Wada-Katsumata et al. 2013; Wada-Katsumata et al. 2018). Ce n’est donc pas les 

propriétés des molécules toxiques qui importent, mais bien la constante d’une association 

entre un effet toxique et la présence d’une molécule « signal » qui est détectée par le système 

gustatif. 

Mon étude a toutefois plusieurs limites, la première étant qu’il est très compliqué de séparer 

les deux modalités de l’amertume et de la toxicité. Malgré nos efforts, l’injection ne reflète que 

partiellement la toxicité car la solution n’emprunte pas le « trajet » classique de la digestion. 

En effet, l’ingestion des molécules toxique implique un passage par les parties buccales et par 

le crop puis le tube digestif moyen (Gelperin 1971; Glendinning 2002; Hartmann et al. 2005), 

où se trouvent des cellules qui peuvent potentiellement activer des mécanismes non activés 

lors d’une injection dans la cavité générale. La seconde est qu’avec des tests de consommation, 

bien que la nourriture passe par le chemin naturel pour pouvoir déterminer la toxicité, 

l’amertume aura toujours un impact et faussera l’estimation de la nocivité des produits. 

De manière incidente, nous avons observé que l’agar utilisé en bas des capillaires pour éviter 

la remontée du liquide, diminuait au cours de l’expérience. Cela nous suggère que les 
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drosophiles n’ont pas seulement une activité d’adsorption des liquides, mais qu’elles excrètent 

aussi des sucs digestifs dans la solution. L’identité des enzymes impliquées dans cette 

digestion n’est à notre connaissance pas connue. En tout cas, une telle excrétion peut avoir un 

effet sur la composition du liquide ingéré et sa viscosité, ce qui pourrait être à l’origine des 

phénomènes de remontée de liquide que nous avons cherché à éviter en utilisant un 

« bouchon » d’agar. Analyser la solution en bas des capillaires à la suite d’activités alimentaires 

pourrait nous donner une meilleure compréhension de la relation entre l’insecte et son milieu 

nutritif.  

Afin de réellement tester la toxicité sans être surestimée par l’amertume, il faudrait réussir à 

masquer le goût amer par des moyens d’encapsulation car le simple ajout d’une autre modalité 

gustative n’est pas suffisante (Keast and Breslin 2002). 

 MASQUAGE DU GOUT AMER 

Notre but était de masquer le goût amer des composés testés afin d’étudier la toxicité 

réelle post-ingestion sans la barrière de l’amertume. 

Pour des raisons liées à la solubilité des molécules dans la phase lipidique, nous avons 

choisi comme composé amer l’oleuropéine, afin de le complexer avec de la β-lactoglobuline 

(βlg). Nous avons choisi pour cette partie de l’étude de nous focaliser sur une molécule prise 

pour modèle, l’oleuropéine, un composé présent dans les feuilles et les fruits de l’olivier. Elle 

est connue pour être responsable de l’amertume du fruit et de l’huile d’olive. Nous avons 

cherché à masquer le goût amer de l’oleuropéine en la complexant avec une protéine du lait, 

la -lactoglobuline. Celle-ci possède un cœur hydrophobe dans sa structure et est connue 

pour se lier à différentes molécules, telles que les vitamines ou des lipides. Dans un premier 

temps, nous avons cherché à nous assurer que la βlg n’interférait pas dans l’appétence d’une 

solution sucrée. En présence de βlg et de saccharose, les drosophiles sont plus attirées par le 

mélange que par une simple solution de saccharose. Cette attraction modérée est une bonne 

chose car si la βlg inhibait la consommation des mouches, il aurait fallu trouver une autre 

méthode. Cette préférence pour la solution de βlg est conservée aux faibles concentrations 

d’oleuropéine. Comme la βlg agit comme un tensioactif, il est possible qu’il ne s’agisse pas 
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d’un effet « gustatif » mais que la baisse de tension superficielle rende mécaniquement plus 

facile l’ingestion de liquide par les mouches. 

Malgré l’interférence de la βlg qui est le véhicule, il faudrait pousser dans cette direction car le 

masquage de produit amers pourrait permettre de participer à la lutte dans la protection des 

cultures mais aussi pour administrer des molécules bénéfiques à des insectes. En effet, la 

plupart des insecticides sont amers et les insectes évitent de les consommer pour ne pas 

s’empoisonner. En masquant l’amertume, il serait possible de faire des pièges avec des 

phéromones pour attirer les ravageurs afin qu’ils consomment l’insecticide, tout en limitant 

leur perception. Ce qui ralentirait le cercle de « vicieux » de l’évitement des substances 

toxiques. Nous avons même un exemple d’insecte qui a été capable d’évoluer pour éviter un 

stimulus, même appétant, si les conséquences sont néfastes pour lui (Wada-Katsumata et al. 

2013; Wada-Katsumata et al. 2018). 

Comme l’élevage d’insectes est en expansion au court de ces dernières années, il va falloir 

développer un système pour prévenir ou traiter des futures maladies et épidémies dans les 

centres. Les principes actifs médicamenteux étant la plupart du temps amers, il va falloir 

perfectionner un moyen pour pouvoir distribuer le traitement aux insectes et qu’ils le prennent 

de manière volontaire. Le masquage par complexation ou par encapsulation (par exemples 

dans des nanoémulsions) peuvent donc être un très bon moyen. 

 CONCLUSION GENERALE 

Dans ma thèse, nous avons répondu à plusieurs questions. Tout d’abord, nous avons 

obtenu des résultats qui semblent confirmer l’existence d’une détection post-ingestive de 

l’escine et de la nicotine, de manière analogue aux observations de Glendinning chez le sphinx 

du tabac (Glendinning 1996). La démonstration reste cependant incomplète car il n’est pas 

complètement établi que les mouches ne perçoivent pas la nicotine et l’escine, alors que c’est 

apparemment le cas pour la nicotine chez les larves de sphinx du tabac. Plusieurs travaux 

montrent en effet que les drosophiles sont capables de détecter ces deux composés (Weiss et 

al. 2011; Rimal and Lee 2019). Cependant, la sensibilité périphérique des mouches est peut-

être plus faible que celle d’autres substances amères comme la quinine ou la berbérine. En 

utilisant un mutant d’un gène impliqué dans la détection de la caféine et d’autres substances 
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amères, Gr66a, nous ne sommes pas arrivés à faire un lien entre une intoxication rapide et une 

absence de perception chez la drosophile. 

Grâce à la mesure quantitative de l’alimentation au cours de la vie des individus, nous avons 

observé que les drosophiles semblent viser à ingérer une quantité de sucres à peu près stable 

au cours du temps et la quantité de molécules amères leur importe peu, au moins aux 

concentrations les plus modérées à faibles. Dans notre protocole, nous avons travaillé sur des 

effectifs relativement restreints (16 à 32) qui ne nous permettent pas d’aborder la variabilité 

inter-individuelle, que nous n’avons pas pris en compte en travaillant sur la moyenne des 

individus. Certains individus sont plus sensibles que d’autres à la toxicité mais aussi à 

l’amertume. Pour pouvoir avoir des données plus propres, il faudrait peut-être rassembler les 

individus par profils de consommation.  

Les conclusions que nous tirons quant à l’absence de lien entre la toxicité et l’amertume des 

molécules que nous avons testées est cependant difficilement généralisable. En effet, la 

drosophile est un insecte parmi une multitude d’autres, et même au sein du groupe des 

drosophiles, il y a des différences énormes de régimes alimentaires et donc potentiellement 

de mécanismes d’adaptation (McBride 2007; McBride and Arguello 2007; Rane et al. 2019). 

Toutefois, si pour la drosophile, le goût amer n’est pas relié direction à l’évitement des 

molécules toxiques, il est quand même présent comme signal d’alerte pour l’insecte. 

Enfin, nous avons montré que la βlg était appétant chez la drosophile ce qui est un bon point, 

mais sa présence perturbe aussi la consommation des drosophiles avec des résultats instables. 

Pour pouvoir améliorer le système, il faudrait peut-être modifier la concentration de la protéine 

en l’augmentant. 

En prenant du recul par rapport aux résultats de la thèse, bien que nous n’arrivions pas à établir 

un lien direct entre l’amertume et la toxicité chez Drosophila melanogaster, nous ne sommes 

pas les seuls à avoir observé ça. Chez plusieurs espèces d’insectes, Elizabeth Bernays a montré 

que la plupart des molécules amères n’étaient pas ou très peu toxiques (Bernays 1990; 1991; 

Bernays and Cornelius 1992). De même, l’existence d’un lien direct a été mis en question chez 

les mammifères (Glendinning 1994) et Nissim a mis au point un indice de prédiction qui laisse 

à penser que l’amertume et la toxicité ne sont pas directement liés chez l’homme (Nissim et 

al. 2017). 
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Alors pourquoi est-ce que nous continuons à supposer que l’amertume est égale à la toxicité ?  

S’il n’existe pas un lien direct entre l’amertume et la toxicité des molécules, à quoi sert la 

détection de l’amer ? Bien qu’elle ne corresponde pas à un pattern chimique facilement 

identifiable, produire des molécules amères est peut-être avantageux comme élément de 

défense, pour avertir les herbivores et les prédateurs.  

Produire un signal d’avertissement (ou signal aposématique) est assez bien décrit chez les 

proies comme des insectes ou des batraciens. Les proies utilisant l’aposématisme combinent 

généralement plusieurs signaux comme des odeurs néfastes, des sons brutaux, des couleurs 

vives ou un goût aversif (Winters et al. 2021). Un signal facilement reconnaissable, visuel ou 

gustatif, permet aux prédateurs d’associer facilement un signal (visible à distance) à une 

conséquence physiologique (goût amer et intoxication).  Des insectes se défendant par un 

goût amer et des couleurs aposématiques sont bien connus chez les coléoptères comme les 

coccinelles qui ont une hémolymphe toxique, ou encore chez les chenilles des papillons 

monarques qui contiennent des cardénolides (Rojas et al. 2015). De manière plus générale, 

selon cette logique, l’amertume des métabolites secondaires des plantes pourrait servir de 

signal aposématique chimique permettant de tenir les prédateurs à distance. D’où la nécessité 

d’avoir une signalisation aposématique honnête pour faire tenir l’édifice. 
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Titre : Modulation de la prise de nourriture par des molécules amères chez Drosophila melanogaster. 
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Résumé : Les insectes, comme les autres animaux, sont dotés 

d’un système gustatif qui leur permet d’analyser les molécules 

sapides présentes dans leurs aliments, comme des sucres (qui 

stimulent l’alimentation) ou bien des molécules amères (qui 

l’inhibent). L’amertume est généralement considérée comme 

permettant à l’animal d’éviter d’ingérer des substances 

toxiques. L’amertume d’un composé est testée la plupart du 

temps en mélangeant un composé potentiellement amer à un 

aliment et en mesurant la quantité consommée en conditions 

de choix ou de non-choix. Un tel type de protocole ne permet 

cependant pas de distinguer entre les effets liés à l’amertume 

proprement dite de ceux qui sont liés à la toxicité.  

Dans cette thèse, nous avons essayé d’évaluer si l’amertume 

était liée à la toxicité, en étudiant les réponses alimentaires et 

la survie de Drosophila melanogaster vis-à-vis de 7 molécules, 

choisies pour leur amertume et leur toxicité (quinine, 

berbérine, benzoate de dénatonium, paraquat, nicotine, 

escine, caféine). Afin de quantifier le comportement 

alimentaire, nous avons d’abord établi un protocole de mesure 

semi-automatique du volume de liquide ingéré par des 

mouches individuelles. Lorsque ces mouches ont le choix entre 

un liquide sucré et un liquide contenant une substance amère, 

nous avons pu observer que les mouches diminuaient leur 

consommation avec la concentration en molécule amère, et 

que cette réduction de consommation pouvait également 

impacter la consommation de solution sucrée. Nous avons 

également évalué l’impact de ces molécules sur la durée de 

vie des mouches, lorsqu’elles sont mélangées au milieu 

alimentaire (liquide ou agar), ou injectée dans l’abdomen de 

l’animal. Nous avons pu constater que la durée de vie des 

mouches était fortement corrélée à la quantité de molécules 

de sucre ingérées plus qu’à la quantité de molécules amères. 

L’ensemble de ces résultats suggère que l’amertume des 

molécules inhibe fortement l’alimentation des insectes, plus 

que la toxicité proprement dite. Par ailleurs, nous nous 

sommes intéressés à la possibilité de masquage de 

l’amertume d’une molécule modèle, l’oleuropéine qui est le 

principal composé de l’amertume de l’huile d’olive, par 

interaction avec une protéine laitière, la -lactoglobuline. 

L’efficacité du masquage de l’amertume a été évaluée par 

consommation de mélange oleuropéine/-lactoglobuline 

par les mouches. L’amertume de l’oleuropéine semble être 

masquée par la protéine pour des concentrations en 

oleuropéine inférieures ou égales à 0,1mM. 

 

 

Title : Food intake modulation by bitter molecules in Drosophila melanogaster. 
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Abstract : Insects, like other animals, have a gustatory system 

that allows them to analyze palatable molecules present in 

their food, like sugars (which stimulate feeding) or bitter 

molecules (which inhibit it). Bitterness is generally considered 

as a warning signal for the animal not to ingest a toxic 

substance. The bitterness of a compound is tested, most of the 

time, by mixing the compound to food and by measuring the 

quantity consumed in choice or no choice conditions. 

However, such a protocol does not permit to distinguish the 

effects link to bitterness from those linked to toxicity. 

In this thesis, we tried to assess whether bitterness is linked to 

toxicity, by studying feeding response and survival of 

Drosophila melanogaster towards 7 molecules, chosen for 

their bitterness and their toxicity (quinine, berberine, 

denatonium benzoate, paraquat, caffeine, nicotine and escin). 

In order to quantify feeding behavior, we first established a 

semi-automated protocol to measure the volume of liquid 

ingested by individual flies. When flies have the choice 

between a sugar solution and a bitter solution, we observe 

that the flies decreased their consumption with the 

concentration of bitter molecule, and that reduction in 

consumption could also impact the consumption of sugar 

solution. We also evaluated the impact of these molecules 

on the lifespan of the flies, when they are mixed in a nutritive 

source (agar of liquid), or when they are injected into the 

abdomen of the insect. We saw that the lifespan of the flies 

was strongly correlated to the quantity of sugar molecules 

ingested even more than by the concentration of bitter 

molecules. These results suggest that the bitterness of 

molecules strongly inhibits the insects’ food intake, more 

than the proper toxicity. We further investigated masking 

the bitterness of a model molecule, oleuropein, which is the 

principal bitter compound in olive oil, by interaction with a 

whey protein, β-lactoglobulin. The masking efficiency was 

evaluated by the consumption of a mixture oleuropein/β-

lactoglobulin. The bitterness of oleuropein appears to be 

hidden by the protein for oleuropein’s concentrations less 

or equal to 0.1mM. 
 


